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1. Uvod

1. UVOD

Mor s k
razreda
hrskavi |
(Vertebratg u

a Soylorhikws caniculal. (1) pripadnik je nadrazreda ribaP{sce$ i

h rChadndrychtyEs(2j3pGlavnog b i | j egj e razreda hr sk:
an kostur Kkoji je evolucijski [ razyv
K1 jul ujuldi i | ovj ekaChordpta i gddej u ek odlj

obi | j e ¢ jclordasdwsalis)a &vitak( je organ koji se tijekom embrionalnog razvoja

pojavljuje u svih kraljegnjaka kao osnova bud

embrionalnog razvoja kada ga zamjenj@jyUe najp

ni gi h k

raljegnjaka svitak s e zadr gava [ u

(Cephalochordata z adr g av a(57 iMpresl kia ¢faiakigus caniculal. se

evolucij

i s evol

1.1. Mor f

ski nalazi i zmelu svitkoglavaca i ri6©b

uci(l))skog stajaligta

ologke osobine svitka

Svitak (chorda dorsali} je struktura kojeo d r e sve pripadnike koljen&hordatai

i ma vagnu ul ogu us, 9 gavijoj¢ se tijgkonadmprenalingg sakvaja

glavni je skel etni zelsgmla mtnasajanfe okolpog tkit&12).1 u g i k
U vigih kraljegnj akdobraod rjed dogmediayeptlalaomnlipves t r u k t
desnom stranom. U ne ki [fPettomyadntjdaeigprinitanihaiba, pop ut
svitak se g@giadotgavadokigeviigi h kraljegnjaka sv
nastat. kramdtjaejgeni ®d uuan u S nuEldusug pujpesusu di j e
intervertebralnog diskél2, 13) Kao tkivo, svitak je slilan
oblik hrskavice Eksprimramn oge gene Kkoj i su karakteristi]
kodiraju kolagentiplliIX,grek an i | i hondromodul in. No, bitn
i formiranja svitka | ei al ulsakodidrgan ekstdellaroi r oc i t |
matri ks, kKoj i hrskavi ci daje gl avna zdturl wituur
tanki membr ansKki zagtitni sl oj, a visoko hi
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omogul avaj u stadbavijajopatiseknas a gt kandasl oj eve i tak
svitka.
Usvih kraljegnjaka, svitak ima vrlo vagnu

u embrionalnom razvoju Si gnal ne mol ekul e koje su potretk
okolnog tkiva dolaze upramvz svitka(14). Tako svitakind ci ra nast aj aanoge sr ec
sustava, regulira razvoj srca i gug(bdnal e te
Svitak nastaje oddedamenderma u stadiju rane gastrle3, 19) Nakon proliferacije stanica

i nji hovog ordamemjdegtmansjea, trkansformira u i zdLu
diferencirani svitak se sastoji ogitela i mnogo velikih, vakadliziranih stanicso k r ugeni h s
jedmo m i | i jnivaingsth oodv o z v atvagit(1d)nvakiolizirane stanice se nazivaju
kordociti, posjeduju veliku sredignju vakuol t
(20).1 zvanst aniolknrau ¢gtuvjser vskvoi gahdldsibimu ovojnicu koja djeluje
upravo protiv hitdtake svtaktpisltkag ¢ @ rlietkiss ka | an, i
pot por anj koj i coma g wal uij ep | ki rveat(i#d)n€vanicesvitkad i j u |
el astilna membrana koj e enjkvakuglinrpnih stanic2l)ak sopr
Epitelne stanice svitka smjegt ekamdocgeuOvaepostr
stanice ne posjeduju vakuolé iz du genog(l4s u Uo ploijleadi ni m sl ul aj
stanice mogu proliferirati, valkodaite@2teseat i i

I nazivaju lordoblasti(20-23).

Svitak je struktura ®mm der mal nog podrijetla nea&lzdad k na
vrijeme gastrulacije embrija svitkovaca te predgsaprimitivni aksijalni skelet(24). Svitak
djeluje kao prva embrionalna stanil|l nal0str ukt
13). U nekih kral | dAscidiaceamjegipnice)s vi tAask i deazadr ga:
il inal@2e) Ikoaddg@Bmpchigstanhadanceolatuni6,7)s e z adrl g avga vooitj, €
dok u vigih kraljegnjaka post aglkaitakesdodrimosii r an
nastajanjunucleus pulposusatervertebralnog disk&12, 13) Signali nastali iz svitka induciraju
migraciju, kondenzaciju i diferencijacist ani ca skl er ot oma, stvar aj
(26) Svitak je oblika elastilnog prutilia, a ka
pritiska, iskrivljenja ili rastezanja. Stoga i stanice svitka i ovojnic&awitebaju imati navedene
osobine(23). Stanice svitka su velike, u prosjeku promjera825 O m, sadrge vVviso
glikogena i mnogobrojne vakuol@d3). U punoglavacarubne stanice svitkakordoblasti se

nalaze nainutarnjojstrani ovojnice svitka. Dijele se mitozom, a novonastatta ni ce se Kk
2
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prema srediniTijekom ovog procesa, citoplazma se vakuolizikbo r dob | ast i Ssu me’
aktivne stanice koje posjeduju jezgru s eukromatinom, bogati endoplazmatski retikulum s
mnogobrojnim cisternama, z r &dlgiav aparat i brojne itohondrije(23). Svitak u Ascidi

se sastoji od samo 40 stanica poredanih u jednom redu. Stanice se vakuoliziraju i tako
transformiraju svitak Qu p | j i kanal . Ov aj ograni kijgkim br o]
faktorom, brachyury (27). U zebrice(Danio reirg), u ranoj fazi razvoja svitak se sastoji od

veli kog broja stanica koje se vel u drugom de
ovojnice svitka koje kasnije i same postajlkwalizirane stanicg28). U pr avi h kogt u
(Teleostei , u sredigtu svitka su zveubvojkcasvitka(29k uol i zi

Tako je zreli svitak u altantskog losos&a(mo salay gralkendomdi ta okrug

kordoblastima, a sam je obavijeelularnom fiboroznom ovojnicomunutarnjome | ast i | nom
membranom(30). Kordoblasti se diferenciraju ukor doci t e koj i sadrge v
i spunjene vakuole |ija glavna ul ogal24j38) odr ga
Kod sisavacak o g t y kojdablast stvaraju bazalnu membranui komgpaont e | zvanst ar
tvari ovojnice svitka, koja se sastoji uglavnom od kolagena (p1i) U veline vrsta,

obavijen troslojnom ovojnicom gr(6Re2p38) od ko
Ovojnica svitka obavija vakuolizirane stani c
turgorski pritisak23). Acel ul arna ovojnica svitkaene el ast
vakuoliziranihkordocita izvan prostora samog svitka. Turgorski pritisak, nastao u vakuolama

stanica svitka, je odgovoran za mehanil ke o0sc¢
(Platz, 2006). Za vrijeme embriogeneze, turgor i ovojrsc& i t k @ 0 mastpaamjea v aj u
rastuleg embeijaojKéasanri | eastalaizsmecamleusgulgsasas i | a r
ubl agavpari |l agolLava biomehani |(k33 dJptkerreelijeendmj ¢
ogranilenim rastomajpbpuul bjgadsyit&guza razv:
normalne ontogenijé33),d ok kod ri ba, kraljegnjaka koji n

ul ogu ci j3) og ¢givot a

U hrskavi | nj al a fijeksnvriatzavko j sae zpaonsjteenpjeunjoe ni z o
se povezuju i stvaraju hrskavilnu kraljegnic
strane, a unutar samog trupa 3. K&a&nak trupasknh
se sugava i girsir,edpiantadeat sk @ava s (@9 takoievitakk r aj e v
vige nije sredignj.i nekompresibilni pot poran
sesuprostaviga zdukoampr esi ji koju st vearkajeu amipdiiiviang a
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kretanja givotinje, a zahvalijujuli el astil ni

cijelog sustavd3).

1.1. Molekularno-bi ol ogke osobine riba hrskavi

Ri be hrsakavilnajle predstavl j(@jamorslaj st ar
psi kojima pripada i porodica morskih mal aka
(25). Zato o e givotinje |jesu predmet mnogi h i st
Reprezentativni primjerak za ova istragivan
mal| ka b3cyliehdnusccaniculd. (1, 37) Mnogi aut or i SuU uz pec
morskog psa koristelid razli|]ite molekul arne

odgovore na mnoga neodgovorena evolucijskapif@p Pr oul avanj em dva (ge

brachyury, nazvanalfT i ScT, a koji postoferliemno kjoggtdaj ab
gastrulaciji kodhr skavi | nj al a. Ovi geni kodiraju raz\
mor ske mal ke Dbl jedice i pakl ar e. Rezul tat.i !
gastrul aci j e u ove dvij e vrste (B89).aT- o | nj

boxtranskripcijski faktori iZorachyuryporodice genau neophodni za formiranje svitkavih
svitkovaca(26, 40) Za aktivaciju transkripcijérachyury skupine gena potrebni &¥n t-/ b

catenin, BMP/Nodal, anBGF-signalni putev(40). T-box transkripcijski faktor iz ove skupine

gena odreluje diferenci (@l d-box brackyurywenibmae i nji
neophodan za normalnu specifikaciju i mor f oc
dovoljna da izazove ektopilnu ekspresiju spe
42.)Rychel i Swalla (2007) su u svomhordatd r agi v a
pokazal. da su endodermalne stanice g¢gdrijela
(Hemichordatd, dok su wsvitkoglavacgCephalochordatato endodermalne, ektodermalne i
mezodermalne stanic®retpostavlja sda je endodermalna sekrecija primarna te da je kasnije
razvojem neuralnog grebena doglo dal wlasjtwan
fari ngeal ni h r(8& ®)a\adalle,ndva gen®ox5iiSéx6kodiraju homologne
transkripcijske faktore 1sox5 i Sox6 koji se eksprimiraju u stanicama svitka, a potrebni su za

formiranje ovojnice svitka, opstanak stanica i raauagleus pulposusgt3).
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Kostur je jednao d najvagnijih tvor bi Za rekonst
kral jegnjaka. rntgenageaglawmicenylatosskelefmgenédad). Runxlje
odogovoran za hematopoezwnx2i ma Vvi ge ul oga u osteogenezi
razvoj zuba i nastajgm kostiju), a u kombinaciji sunx3kodira sazrijevanje hondrocita. Svi
runxproteini sudjeluju u hondrogeng#i4). Nadalje runx2direktno regulira eksgssijuindian

hedgehoen, glavnog koordinatora razvoja rakel et a.

gena s pojavom hksa vi c e | k 0 s pokazalp sekda auinfi kedgehogeniadio

snagne genske mrege koja kodira formiranje
svikoglavaca kral jegnjaka, mi jenjala se(5).Hgxoj avi |
proteini suobiteljtranskrp ci j ski h faktora specifilnih za v
formiranje stanica i tkivéijekomrazvoja(46). Obitelihoxgena sadr gi transkri
koj i su vjerojatno ukl jul etkivadw ¢gs tapodiesmm] e por

osi u bilateratih embrija (47, 48) U kr alhgxeggnn yjeadkang kombliraju

segmentaciju rombomer a, gkrgnih lukova i S 0
evoluciji mor f ol ogki h struktura | pbpust duesltj
(Gnatlostomaa). Ekspresijdhoxgenapr oul ena j e i dabap paznatli k

hrskavilnjala gdjUeembebaai ma gumbvsrslkeang ijeeed kgeu b i t
transkripata,a smatrase da je tajgubitak nastao prirodnom delecijom koja se odvija u
prel nos@&.i h ri ba

Znal aj ni napredak i dostignuia na podrul
razvojne evolucijske biologije, doprinijeli su boljem razwwgnju rane evolucije
kraljegni WX ogVnkoogsat wrpajvrditas o t &k e 0 [zealj i evdgerietkkk o
podrijetlo genetske mrege koja regulira hond
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1.2.El ement i citoskel eta i izvanstanilne tve

Hr skavica je slogena struktura protkana
| vrst ol u {50).édgatssjei iz|vraonssht taari koja je odgovona za stvaranje
osmotskog pritiska v@hnogda zwar ipjoekmmee t @ mbprlii ovgaer
kraljegnjaka, hr skay2).ca she stkraavn 4 fng rarhiar, a kw sk
hrskavil|l nog (52).k oka gatnabngas g tklaiwrmo m s § dok fgjalinak ol a g e
hrskavica salds3gi Ukarage¢egni ol agkeantskhodg Il | ¢s
u hondrociti ma, dok je kolagen tibd),khoipr onal
ovojnici s (6). Imknafluokoscencijpkan|metba ma u kr al jegni ci n

dokazano je prisustvo kolagdgsba tip Il u podr

Obi t el jh mérfoggrietakih proteina, BMReng. bone morphogeneticproteing
izoliranih iz kosti, predstavljéaktorerasta i diferencija i | e , a potilu ektopi/l
i hrskavice(56). BMP zauzmaj u vr | o v a ¢ n wegulatijskigyprocesimammao g i m
vrijeme razvoja skeletnifb7, 58)i neskeletnih tkiva i organb6), ukl julujuli an .
k at a b aotedajé tjekomrazvoja kosti. Neki od ovih proteina su osteoinduktivni poput
BMP2iBMP4(58,59) dok su drugi vagni za zacijelijive
BMP7 (60). BMP signalne molekule utjelu na razli/|
i osteoblast€58-61).

Hijaluronska kiselina (HA) je jednado gl avni h i zvanstanilnih |
epitelnog i neuralnog tkivés2). Ov a | nesul fati zirani gl i kozam
hr skavi | no mnotukdifereacjjacijiphorslredita30). Povezivanje hijaluronske

kiseline s proteoglikanimatabilizira struktuw mat ri ksa t e utj el e na
Hi j al uronskoj ki selini pripisuju se mnoga f

vodene homeostaze, filtracijskilitjecajaili regulacije distribucije proteina plazm@?2).

Proteogli kanski agregati u hrskavici, zahval
doprinose el ag¥d)i | nost. i hrskavi ce
PovezivanjenHA s agrekanom, kolagenom i drugim proteinima i zvanstani | no

vezivnog tkiva nastajeproteoglikan hondoitin sulfat(63). Agrekan je glavni sastojak

proteoglikanahondrotin sulfata d ov o d i vodu u izvanstanil|lnu t
tl al nu r angtommdsgive restlientéd3f.Obi | no | e moveXxam 1 rHrAe
kol agenih vlakana, omogulavajuli(Gl)lako osmot s
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Potpoanjstani¢osiguravau nut arnja dinamil|lna, trodi menzi
omoguluje stabilnost i p(64k Citesketet se taatajiiodt taju | nj
vrsta niti - mikrofilamenta, mikrotubula i intermedijaih flamenata. Ovi skeletni elementi
omoguliuju velinu kretnji gi vog organi zma. Mi
je prisutan u vieini eukariotskih stanica. Aktin je evolucijski visoko konzerviran i sudjeluje u
mnogim stanil|lopmtfankoi|aemappkretl jivosti, o
i u regulaciji transkripcijg65-67). Zajedno s miozinskim filanmret i ma omogul ava n
kontrakcije(65). U kr al jegnj aka, pos t(skglenatkardiiglgtkoav ne i
mi gi [ na) ztoef o me koje se ispoljavaj@ )U nemi ¢
koplsuwmlpronalena dva tipa akt (68),s kukha mgwejnul,i ntia
pojavu razlilitih formi a k t(68,r68) dak & unucléug e me e
pulposusuk 0o d pasa pokazano prisustvo guste aktirt
stanice(70, 71)

I ntermedijarni filamenti, poput citokeratina
(72-75). Prisustvo citokeratina 8 (CK8) je dokazanaucleuspuplposukod ljudi(72), dok je
njegova ekspresija zajedno s vimentinom uol e
(76) te razvoja svitka ljudskih embrijé73, 77) Prisustvo ovih elemenata citoskeleta je
potvrlLeno u delgomliskg(75y a mo m! Iul m koahjudi(d8). $douge
stane, Vi ment ikordocittna ikerdobiastta nu ur azvi j aj wdgem s v i
lososa prije i za vrijeme procesa mineralizaije).

Kod | ovj eka, st anodegseulppsusa vrénrenskom sardabjjuuod i z
10 godina(79), dok se kod mnogih drugih vrsta ( mal
zadrgavaju mnogo godi(#)aNestanak atdnicansvitkatjeaudlavijiomm z r e |
povezan zamjenom ovih stanica stanicama nalik na hondrocite ili je uzrokovan programiranom
stanil nom s mr70)uKaspazs fe jedan adwsnednikepr ogr ami r ane st
smrti (80), a sintetizira se kao inaktivni pnagm u stanicama koje ulaze u apopt¢aa).
|l stragivanje na migevima pokazalo je povezal
(30). Slilno istragivanje provedeno je na njuc¢

uol ena i uzrelimatanicarmipir o uil akiva(82) g
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1.3.Uloga svitka u funkciji intervertebralnog diska

Za Vvrijeme razvoja hrskavilne kosti, u iz
tip I'l, deponira se kolagen ti p tfekdmoagvoja uvj et
kraljegnice, svitak koji prol aziapdotomzse svaki
zami jenjuje s kosti. No, izmelLu kraljegaka,
vel pworse dotedertebrainog diska, odnosnacleus pulposud2). Nucleus pulposus
j e aneural na i avaskularna struktura koja wu
diska (83). lgapopul acija heterogenih stanica, ukil ]
sl i | ne h §26)dcubitak stanicansaitka je povezan s patogenezom degeneracije diska,
pa se pretpostavlja da bi pzo mo | stanica svitka b(@3 8) mogul
Povel ana degeneracija intervertebralnog di sk

rezultiragubk om mehani | kg8df udkdapeodi mkgul i h mehani
smanjenu sintezu prebglikana uz gubitak stanica svitka, je gubitak topljivih faktora koje

i zI| usltuagjnui ce svitka, gto potvrlLuje da ove star
intervertebralnog diska. Korecki i sur. (2010) su proveli studiju u kojoj su dokazstadize

svitka imaju sposobnost diferencijacije mezenhimskih stanica do stambeus pulposusa
stvarajul i prreproteogilanai kolagena dih. kdougeistranesmatra sela

ne postoje | vrsti d o k a z ialnod diskg oelgovoran gpbéak dig e n e z
zamjena stanica svitkél3, 26) Analize biljega svitka i studip mapiranja linija stanica,
pretpostavljaju dawucleus pulposus a d r g i stanice ssept éddasayj el i
odgovarajul.i ani naneljitin amadeal omes & b & niail gag &k @ mia| |
nego na | injenici g u b (26). ISmanjenie ibroja ilazaypna stamicas t a n i ¢
svitka wuzrokuje smanjenu sintezu proteoglik

di ska i posl jedilno uzrok(®yv88ni h degener ati vn

St a nsastawmucleus pyposusantervertebralnogigka (VD) u postembrionalnom
stadiju i odrasl!l o} d o bai Huntar itsir.¢20008, 2004) su pokazalc i j u
da unucleusu pulposusuostoji heterogena paoilacija stanica, male stanice nalik na hondrocite
ivelke vakuolizirane stanice. Slilno je pokazal
iz nucleus pulposuse&olirane dvije grupe stanicgs6). Nekol i ko awuwazlagr a se
nestajanjastanica svitka iznucleus pulposusna k on rlod¢in| a nNji hovoj
transformacij i A T z a mj (86r89). Naime, isutkasnijjimc e s | i

stadijima razvitka se mogu wuol it]i dva tipa s
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male vretenaste stani¢@2). Stoga nije ner azueonotar fedne ol e k i
popul acije koje su razlilitih velilina mogu
i sur. (2006) pokazal i nalauspulposjisgo k azu jiu irntaezls
razine ekspresije integrina, kolagena iligigna. Risbud i Shapiro (2011) smatraju da stanice

nucleus pulposuspakz adr gavaj u stanice svitka cijeli ¢i
diska vezan uz eventualni gubitak subpopulacije stanica svitka, onih velikih vakuoliziranih
stanicaito sa ni | n o nili déerencijacijom u modificirane fenotipové90). Obzirom da
stanice svitka zandartgiel nniehk es tkaanri ackata emainestalbei k eb i |
proliferiratdi unonekastaza ifunkciju tkiagk3d Pramjeneaput hipoksije

i hi perosmoze te ekspresije citokina 1 fakto
itako i zazvat.i njihovu diferencijaciju u |ini
doprinjeti nastanku i razvoju degenerativnih bolesti di€ka). Me L u tpastoje podatci koji
govore o populaciji ma | i h u pdraslagnedisku tkajer nsogui h st
diferenciratiu hondrogene ili adipogene linije stani¢ako zamijenjivati odumrle stani¢@1).

Prema ovoj teoriji, poravak IVDa je ovisan 0 sposobnosti progenitorskih stanica da se

diferencirajy zamjenjuju odumrle satnice i tako oporave intervertebralni disk

l4Mi neralizacija kostura hrskavilnjala

Dugose misllod@ ndos kel et on prel noust. nema pravo
hrskavilnog kostukiri g e p o kkz 2h8, [19296). aPw p d esékaja
kraljegnice (podrulje bl iz Bcaniaia(®7 pokazalajeus a) r

sreddigmj kral jegnice koji okruguje svitak, [
dorzalno neuralne i ventralno pologene hemal
uskim kalcificiranimpojasom uz perihongrirskavice Mi ner al i zi rane povr ¢
hondrocita koji sudjeluju u mineralizaciiji,

koju oblage tanki sl o] kogt an 7). Ultrastruktara k o j i

kogtanog tkiva potvrlLena je transmbbepakom
kolagenska vlakna tipa(b5), dok su u podrul ju kalcificiran:
vlakana tipa Il povezana s proteoglikani(@a). Ov i podat ci ukazuju na

mor skih pasa da okogtaju svoj ifiokand orskaved et , k
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primitivno svojstval e | | u skdjeniswsntkaddnni izgubili97). S druge strane, u sisavaca je
dokazano da je stvaranje i kal cifikacija kos
ultimobranhijalno tijelo (embrionska struktura) ili parafolikularne stanicss(Ca ni c e) gt
gli j@ed& kogtunjal a, kalcitonin djeluje na I
da je funkcija kalcitomi a ne st al &lasmdranthiil ma jdu | kogtano tKk
pretpostavlja se da bi funkcija ovog hormona trebala biti aktivna u regulaciji metabolizma

kalcija, no t(®)jog treba istragit:.:

Mi neralizacija hrskavice u sisavaca, a pos
koje se dogalaju ili ecesima99.njkeant dil fii ktowgiiejne r ma ¢
[ pratit.i gubi t ak hondrocita uz nggovw mj ene
bazofil nost i eventual no uzrokuje (@®velanj

Proul avanj e hrScamcvlaXiznakagask),o spakazal o je povrg
minerala, odnosno kortikalnu kalcifikaciju na gotovo svim dijelovima hijaline hrskatldce.
kraljegnici su uolene dodatne nasl age miner e
| ateralnim segmentima neuralnih | ukova. Kal c
ne izaziva raspad hrskaviaanosngrvotno potpuno nestajanje kaicifane hrskavice da bi

potom nastalakosk ao u si savaca, stoga kostur hrskavi
i stragivanje mineralizacije matriksa hrskavi
direktnu metgalaziju hondrocita kojom se hijaa hrskavica transformirgrvo u kalcificiranu
hrskavicu, a potoom ko gt a(b5¢ tBkilye razumijevanje ovog

modernom bioinginjerstvu u stvaranju novih b

MelLu hrskavilnim ribama wuolene su razlilit
koje su razlilite kod razlilpaliodgtiglrBeana , OVi ¢
Samerg2006) supredstavilit r i razli|lita tiprai xkmdtciilfnik aici gle

koji stvaraju dva osnovna tipa hrskavice, vertebralni i kockastg.tessellated cartilage).

Kockasti tip(95)] e sastavljen od mali h blokova (teser
hrskavice, dok je vertebralni sastavljen od sva tri (88). Litava serija rezo
dug o s iS cadnicugtpakazala je da su hondrociti u blokovima tesere kao i u dvostrukim
konovima kraljga k a , degenerirani. TakolLer, za razli

nema vaskularizirani h mpedizranélijne(l0t) hr skavi ci ,

10
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1.5.Sistematika vrsteScyliorhinus caniculaL.

Koljeno (Phylum).CHORDATAI svitkovci

Potkoljeno (Subphylum)VERTEBRATA Kk r al j egnj aci
Razred (ClassisCHONDRICHTHYES hr skavi | nj al e
Podrazred (Subclassi§LASMOBRANCHIT pr el noust e
Nadred (SuperodoBELACHIMORPHAmMorski psi

Red (Ordo)CARCHARHNIFORMES-k u | k o v i

Porodica (Familia)SCYLIORHINIDAE mor ske mal ke
Rod (Genus)Scyliorhinus

Vrsta (SpeciesfScyliorhinus caniculd Li nnaeus, 1758), mal ka bl je

Slika 1. Mo r s k a Saybkothikus caniculd.. i zvor : l nstit GdantarRau L er B
i stragivanje mora).

l ako se u evoluciiji riba pojavljuju ranije
pripadnici p o d Elasmoberttia), spwierdzvjenorganizmikgji su svoje
sposobnosti b b i | popufhrzag i okretnog plivanja, dobrih osjetnih organa i razvijenog

11



1. Uvod

mozga te vrl o jaki h | €3)jUunghovb) kra kalagi saidisoka u s v ¢
koncentracija uree, nemaj u kogtanog kostur a
nemajug kr gni ,plokipad pwiali i mj ehur. Jezilnoleljusne
| el justi. Rep (§or ijeipdragee @ a e leir xaaplgumanmbimmija i

Tijelo manje pi@glkriveno plakoidnim | juskama,
koji se serijski izmjenjuju. Probavna cijev im je relativno kratka, ali vijugava pa je i

apsorpcijskano i po@el ama ovaj podrazred ubrajaju se

16. Geografska raspiosggraonfaenmsetr skenamhb]|

Mor ska mal ka bl jedica il i %cehcolaljrasprosmagienaa zi v a

j e na podrul j utlastikaseovde r N vw¢ pkemog Britanskih

vjierojatno Obale Slonoval e, | (103 Tejd miabalm) | a, p
bentonska vrstéentoni b i | j ni i givotinjski ibslagkevoder mi k o
koja moge ¢givjeti na razlilitim vrstama dna

povremeno vodi i nektonski i {nektoni organizmi koji samostalno plivaju neovisno o struji

vode) Ov aj predator aktk daurmirjjeena mayskoanvdmivbong en o | u ,
obitavat.i na dubinama do 400 m, ali ugl avno!
(102).

1.7 Morfologke osobine morske mal ke bl |

Uz hrskavilan kostur, gl avjosts boomimlzybima floaro hr s k a
razvijeni osjetni organi i parnperaje.eNa srcu I maju arterijski | u

mjehur (25). Osi m ust a ptorl bogeneegldve s a d avg Jkpine spet

parigkr gni h vrelicpokopgensetojeadmaj Monaka mal k
dugi n@066m, teginwe okio uljllkag,n oan Nyearvee [ d d urhwyjl
primjerak bio jedugl m. Glava im je tupasto zagiljena,
pripadnicma ove vrstegstojiispolnidi mor fi zam, pa tako mugj aci [

uskimustimg1l03) L e Lsatar ana ti j el a samet mosmmejlamae ok

strana mlijelnobijela gto ovo]j vrsti omogul t

12
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mor ske mal ke je podijeljeno na gl avu, trup
kraljegnica, kroz koju prolazi |l elLna mogdina
oliju), ol sa s | spbacudumi nm okdai pfciiicmap,f wgptr rigckakl gan i (
ulaz vode dok se g¢givotinja hrani), wusta s Vi
otvori s zakl olpeailateralis esl|jreada igdmugar(gan koji se

a omogul uj e g i vrajanja nij vibraciph evode)k d.argnainijeve tampule

(el ektroreceptori, sluge za detekciju el ekt
srca) ipetp ar i gkrgni h otvor a. Na trupu se uo] ava
organ (nixipterygum, kojeg imajus amo mu gj aci ) . Nelisnica je n
mokr slpmd nom papilom kod mugj aka, odnosno mol
naj vel i dio givotinje, gralen je od snagnih
repnomdi el u se nal aze |pdagda trjpimmaeplesaldsjpaarepnd pegja e (
(pinna analig i repna perajapjnna caudali¥ (25). Odrasli primjerci hrane se manjom ribom,

gl avonogci ma i raci ma, aalniliailma .kp od asjalia zli i p
edd asmobranchia, morska mal ka bl jedica ne mor
gkrga, jer aktivno pumpa vodu koristeflid razl

sprelavaju vralanje vode. kRrdeal njoeus fér isjuel roa:

prilagodbekako bis manj i Il e svoju specifilnu teginu. Ta
poput skvalena (&H) koj a mogu | initi 1/5 tegine g¢givo
morska voda. Gubitak kalcificirang t ki va takolLer mogé).biti |ed

1.71. Grala moos&ke mal ke

Koga mor ske mal klrapavh jergegriekcivenajplakoidnimdjuskeama. Vanjski

sl o] kogeepdgnudusmenai gesl oj ni epi tel S mnogi
i zI| usluz(35u Pousmina pruga z a @ropusnesk o @& Wsmihae kci | a
(dermig sastavljena je od wvezivnih vlakana r a:
omoguliava kogi prilagodbu ejvakomstpoiku3pt usgvi
Plakoidna ljuskgolaziizusming a sastoji se od bazalmaLehol e
od dentina prekriven slojem vitrodenting8,25) U unutragnj osti zubil a
plakoidnih | juski jnametaiam @ | pvangenprt hyval anj a
hidrodinami|l kog otparjaevosie pulbilli ik Plekeidmg é v am ij

lluske se kori st e rstezikee oldjredkeaspegralom slil ne
13
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morskih pasa jesu modificirane plakoidne ljugi&. Zahval jujuli sl oju Kk
epidermisa, ove @givotinje s d&3). moKgpuedjathpekaw jpr i |
i kod drugih @§i vootmongjud ,uj s jneotrnsik ogr gmean ,kipao s
svi L@.nj a

1.72. Grala mbgska mal ke

Dug | itavog tijela hrskavilnih riba @p2bptegu
Vanj ski, tanki sl oj |l ine crvena migiina vl al
mi gi il nih viakana. Svaki snop je podijeljen m
tuljaca, a podu@8)r aQwalkaev sr kgmdrnedcmimamer a o1
mi gi lnih vliakana ide bol| n@). Gembpllai suj @0la),su a ne
predlogili da se miosepte ne promatraju kao
koje za pokrete plivanja raspodiejlglujsajaw s< reag

mi oseptasendod gest s p@E®,il105)Avaka orpanitacijgreiosepta t et i
nije poznata izvad e | j uhstteo ursitj e pr o mimjljena podima ¢vted QAA0VOO T |
Vi sokoj funkcionalnosti ovakve arhitekture mi
samog mehanizma plivanja kod rif04, 106) U tr upu i repu €26). mi gil
Pokretanje omoguluju kontrakcije rieplniiihe md @i
60 % mase litet amogatijlkljpu se od migila ostal
mi @indrvirajudva motorna neurondl07), za razliku od teleosta gdje kontrakciju uzrokuje
mnogo ¢i vl &Aa) hMivdiialkdieamdeplyi avaj u pokrete plivan
vil o slilna kao (3od paklare i kopljale

173. Grala merakae mal ke

Peaj e u mor ske mal| ke [drypi@ichepareefinmagy Rarnd i t i p
peraje su prsnepferygia pectoralia i t ptebygia vemtralig |, a neppnmaee | eln
dorsale3, podrepnapinna anali$ i repna perajapinna caudali¥ Prsne perajsu relativho
vel i ke, sluge za kontrolu promjene smjera |
stabilizatori protiv vrtnje, odnosng®e | avaj u okretanje. Kod mugj a

preobragen u higigienyyiamtRepnaperajajakgdaga jravna s dugim, dobro
razvijenim ventr all0d palsme npleemgengreind v hg s k

oplelje koj e i ma obl ik debel og | uk a. Svaka

14
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(pterygiophor¢: prednju propterygiun), srednju (nesopterygium i s metaptgrygium

Na nji h se nas| aradialin) koje g rdar kjeasvtag ug ikevhtrtniobhéd g(i p| i ¢
(3, 25, 35) Trbugne peraje podupire samo stragnj
hrskavilno kukovl je. Ne p ar n eptepygioplojera kojedsey i | e |
nast avl jnanitidactieidtriahsa) (25] 35) Repna peraja Jje heter oc

] 0] j e dorzal ni |l uk mnogo vel. od venld.ral nog
Ovakav rep je karakteristilan za hrskavi | nj e
omogulava kormilarenje u vertikalnom smjeru,

kompezira nedostatak uzgofizb). Zbog opi sane anatrecrkakva | qan &Ll a,i |
ne mogu skl apat:i g2 gd ako stuahmekaagl ngaeke
kraljegnjacima, grala njihovih parnih peraja
parnih izdanak#38).

174. Grala skeletnog sustava mor ske mal ke

Kostur u morske mal ke je hrskavil| an, na poj e
njemu nema nikada pravih kost{j25). Kostur se satoji od lubanjeikrg e gni ce. Kod ri
put u evoluciji pojavljy u z u b i u | elsjassoi i bwb an jza e skav
okruguju mozak3.i Uo pjreetdmg ear glafjel u | ubanja | e
se mogu uoliti sljedeli dijelovi: predleoni o

| ahuri com, ol ni (or bit al n(oRcipitalni) aip kojs de & @wvija (opt

zatiljne kvrgice povezuje s prvim kr a25).egkom,
Nosre | ahurincie,r uddrobviit ail sl ugne | ahurice se sp
chondrocranium3).Gor nj a | el just je gralLena od nepl anc
Mekel ova hrskavica s | ije dahyjodeuns.t r Enal jseg mi
mor ske mal ke dijeli se na trupni 1 repni dio.

strane, odnosno tijel®2Rr &lijjedloa kirmd jlagrklaa wnmai
hrskavice pologenih prem@. ddaje bkozswijté&hoik

svitak koji se sugava i ¢giri kako se sugava i
Kroz gornji luk trupnih irepnih kraliga k a pr ol azi |l eLna mogdina pa
luk. Neuralni lukovi podupiru neuralne grebe(@b). | m meaialnih lukova nalaze se

trokutaste strukture, interneuralni lukq@5). Zajedno, neuralni i interneuralni lukovi zatvarju
neural ni kanal kroz koj i prol azi l eLna mogdi |

grebenom wuol ava e@miociu rKerponzojh ekmaallnjiTrupmiuk pr
15
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kraljegci sastoje se od tijel a izkaslisalpgrapafikaa , ne.
(25). Repni kraljegci ne posjeduju bol ne i zr
intervertebralni di sk nastao od svitka. Kr al

nalin kao kod KKBppnenih givotnijna

1.75. Grala probavnog sustava mor ske mal ke

Mor ske mal ke su predatori, hrane se raznim be
Svoj pljendetet i raj u Lorenzinijevim ampul ama. U us
nekoli ko redova ogtri h, giljastih zubi koj i ¢
mor ske pse da i h stalno zamijenjuju,za obli
determinaciju vrst¢25). Mu gj aci i maj u ¢gi r@o8ustambr dkge mal

bl jedice uoleno j e (@9 etNar aizslniul igtuiphl jtiinpo vsae z
bogat o mnogobrojni m dimiotyoenza@%), mak oij ep rsoer eszuagnaov ag |

jednjak te hrana dol azi u ¢geludac. InCdoliudac |
uzlazni pilorilki dio. Tu se hrana mijega i p
enzi mu slinuBnhoNMapepsoril ki dio geludca nastav
crijeva tvori spiralni zalistaktyphlozolig koj i smanjuje |l umen crijeva

povr@5).nul ovom dijelu crijeva sadr gaj j e al ke
tripsina(3). Sl i jedi debelo pa stragnje crijevo koj
i mokral ni i spol ni izvodni kanal i . Na prij e
r ekt al n aglangdlaidigitdoznd3aRetaha ¢l i j ezda i ma wul ogu u o
kontrolira osmotski t1l ak ¢®).Waime, mgskepsikakg bh ¢gi vi

zadrgatlskuwsmnotegu i sprijelild:i prevel i ki gL
Tako su bubrezi specijalizirani za zadr gavanj
Jetra je najveli wpsemrgt@izarglankogén gi haot

i jednog malog sredignjegagelmyaddnm ulsadir gu |
debel og <crijeva. Jetra ima ulogu plivaleg mj

kojeg odotyiawjau gmna o@relGegojer dubai nie i zdugenoq

i zmelLu ¢geludca i tankoggmrjrd,) ev@z o kGri@ldzpai jen
kaudal ni di o geludca nal azi se mala g¢gdijezd,.
hrskavilnjala nedostaje kogtana srg,3).slezena
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1. Uvod

1.76. Grala dignog tiaka vma@ri d meo gmalulse

Morska mal ka bljedica di ge pomoli u pgikkrgani WNa
pukoti na. h&8obrarickhig gd&krmr aglaerfa | e IlechibranchidjPelu gokorl queg k r ¢
Su gralene od bogat o plamnelk.rMorskp wdaindpredtand peolaz n at a
kroz gkrge, jer morska m@)l\kodaulakzirkiz usta, prelazir e na |
preko gkrga i izl azi van kroz gkrgne pukot
suprotnom smjeru od strujanja morske vode g
kisikkom(3). Srce mor ske mal ke je velik@&5), isanpelgu e |
dva reda gkr gapericatdienyi i ahgakaserl pe ¢viela:. Gr al
venski zatonginus venosyspretklijetka atrium), klijetka (ventriculu3 1 ar t eanusj s ki |
arteriosug. Srce je vensko, kroz njega prolazi samo deoksigenirana krv. Venska krv se iz tijela
ulijeva kroz |l etiri viealziik ek rvoezn eprue t \kd n g keit kaia
arterijski l unj . Il z art er iapra kentlid kajampijovadi i z | a z |
vensku krv iz srcd25). 1z nje se granpetd ovo dni h ¢ k artgriaeé branchialeser i j a
afferente} koje dovode vekisu  kr v do gkr gamasé&kv ofsigentiana m | ar
arterijska krvoliuzldazpariaz ojkviaénerpmbmnkhiagani h ar
efferentes t e se ulijeva u aodadordalig .| eLlenlun,a saiolratzan us
ispodkal j egnice dug | elLne str aareriatcaudalieliger odul j
gralm na manje arterij e,.)((2u0brkuagjaja sporgu @rosjeleun u , gl
trajeispod 2 minutd3).

1.77.Grala g¢givlanog sustava morske mal ke

GivlIani sustav hrskavilnjala je u nekim stru
kogt u@) alyaodnosu na tijelo, mozak prel noust.
i sisavacd3). Mozak se sastoji od petdij] o v a : prednji mo z a k , me L ur
stragnj i mozak i ptelencephal@nk cereblrgneastaji se od webkin a k  (
pol ut ki i spred koj i Hobiolfactogia.r nGupImjiirnas npr & cmjn
neparna, panemapodjglea dvi j e samostalne polutke. U po

givliano tkivo gto je znak napr28)d0sjetjndriga, r az v i
morskaml ka prima kroz mirisne vrelice koje su
kemoreceptorineurcosjetne stanice koje direktno prenose signal premar i sni m r egnj ¢

uprednenmozgu. Zahvaljuli osjetljivosti ovih st
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1. Uvod

nekoliko kilometara udaljenosB). Me L u dienzeghalopn( j e smj egten i zme
i srednjeg mozga, a s njegove | elLne strane
(epiphysi$ (25). Epi fi za latoninikoji koatrolmecandobijaspavanija aktivnosti
givotinje. S donje str anlypophydkoiozIgdbrmgae s mj e g
koj i upravljaju radom svih ostalih endokrirt
osmotski tlak, radbubrega, metabolizam i druge funkcije. Srednji mozakgencephalgne

jako dobro razvij en |obiaptic§ @%).r gOs jdevtai | voiowdmmi ad ar ej ge
givotezaj ama, gto upuluje@BnazZdebroermavskenm:
sposobnost kontroliranja koliline svjetlosti
razlikovati svjetlto odtamekao o komi te od vodoravni h pruga,
funkciji prednjeg mozgé3). St r a g metencephalanacébellom) j e pri3),i | no v
prekriva dio srednjeg mozga i prednji dio primozga. Ima ulogu kao centar za koordinaciju
poket a gto morskim mal kama i mor skim psi ma
stragnjem mozgu nlablaarcidared e kogmni see@gmjugwai u( dud
a centri su za ravnotegu. Ugi prelkroweniith s
pokret a, p o | enigrag iavjeraiatno geao guli3)p Bligedi primozak ihedulla

oblongatg u | isjrendi g@j em dij el u fossa thamboidalljp Namb na |
pri mozak se nastnedullajspinallp e Kopamongdenaa¢t avni d
mogdi ne jedanaespaarse | uba@p)s kVél igkhivaciantrakranij a

mozgaihr skavi | ne |l ubanje ispu3d.jen je tekulinom,
1.78.Gr ala mokralinog i spolnog sustava mo

Kod mugj atklaj enmthil ckee mo k r a | stiuktuinopsvezani paise gsvorsat a v s
mokr sipmd nom sustavu, dok genke imaju potpun
izgledaju kao tanke, plosnatmnoc r vene pruge koje se prugaju
nel i.slmbutrega izlazpetmokr al ovoda koj i se spajaju u |
otvara u nelisnici. Mor s ki psSi zadr gavaju ur

morsku vodu(3). Spolni sustav je visoko specijaliziran mautarnjuoplodnju i stvaranje

nekoliko vrlo velik@®).h y amuwg jbaoka,t i ha rgruimasjj &kmeam
dorzalno u trbugnoj gupljini, po jedan wuz s\
sjemenici ma odvodi s e epd ridactaliefférentdso mpraduktivis j e me n |

dio bubrega, nuzsjemenikgididymis) na koji se nastavlja sjemenovoa$é defererjs Stijenke
sjemenovoda izluluju tvar koja sakuplja sper
18



1. Uvod

v r e | sacculusséminalid, koja je puna ili prazna ovisno o sezoni pardBla  Genke i ma |
samo jedan jajnikavarium) k o j i | eubrs diojbebegaelajovadizsu duge, tanke cijevi

koje se u vrgnom dijelu gire u oDdigmethba ast u
Jajagca prvo padaju u trbugnu gupljinu, a pot
jajovoda nalaze seupi nske (nidamentalne) ¢glijezde koj
j ajagca te st va(3ab)bonknedijeom jajvoslilselspdjapu lu jednu cijev i
otvaraju se u nelisnicu. Vivipar neutefugkoja or odn e

se takolLer ot v(&.r a Tiuj ekk®Imi smarcaunj a mugj ak K

(mikypteridium ure|l i sni cu ¢genke izbacujeMaslplke mht pedr
ovi parne,egeaka, pal agbr i ji se samostalno raz
manij i br o] jajamobawviujf a@amiah sr k¢gpmd asti nse spir

prihvateza morske biljkgSlika 2) Zametak posjedujlecuiwenjskek u gur

gkrge koje nestanu pr25jG nkegjhauy pgws g emmleadi ria:

Zanimljivo je da morska mal ka bl jedica i ma ne
(102,110) Jaja su obilno veliline 4 ¢cm x 2 c¢cm i

traead5i 11 mjeseci, u prosjeku i zmeLui8cni 9 mje
izgledaju kao odrasle jedinkKa02) U podrul ju sjevernog Atl anf
dogivljavaju u prosjeku sa 6,6 godina i dugi |
godina i dugine 57 c¢cm. U Sr edozeamésjuu ,p ugndj e r gt
(1100 Zanimljivo je da mugjaci za Vvrijeme sazr.

jer tim dugim zubi ma rena@@y gavaju genku tijek:t

Slika 2.Jaje morskem| ke obavi j en o (izvoo: §amaert vanrder Walh ur o m
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1. Uvod

1.8.Mor f ol o g kker aolsjosntkkmae ris ke mal ke bl jedice

U morskih pasa, svakdorkzallrnoe gennggdkasmesg a v
ventralnop o | o ¢hermaloay luka e centruma, dijela trupa kr al
se nalazi notokordalni kanal kroz koji prolazi svit&koz neuralni luk prolai neuralna cijev,
odnosno | el hkraz hemalgidukknrav,nea ¢gi | e, al i samo u p
kral | &g hkraie@c i su kod ovi h hr sidoaa obh Rrgjaaul a a mf

konkavni . Not okordal ni kanal | s@lyawnasiziaskd i gt u
centrumasg i,takodag¢isvi t ak koj i i spunjava ovaj kanal
odnosno sugen. l zmelu svakog neural n@®p | uka
Prostor.i izmelLwdsvyak ga pki anje mtgriedatiraineghdiskap o d r u

(IVD) koja su nastalaod samog svitka3). Intervertdralni disk je mekano tkivo vrlo
kompleksnestrukture. Periferni dio IVD,annulus fibrosusgrade gusto pakiranalakna
kolageratipa |, za razliku ochjegovogunutarnjegslojakojis adr ¢ i agregate pro
kombinaciji s vlaknima kolagena tip | i lIAnnulus fibrosuso k r u gualg¢ue pulposys

agrikanom bogatg e | at i kbzvao U u eebnatalrej debiuslduspulposue

visoko celulana strukturss r eal ti vno mal o i zvanst adiaslé ni h p
dobi kada je taj odnagpravosuprotanNucleus pulposuys e t akolLer nastao od
velike valuolizirane stanice i manje stanice nalik hondrocitirkako IVD sazijeva, broj

velikih vakuoliziranih stanica sergnjuje, a broj malih stanicep o v e [18).v a

|l ako | e m&raikutazbogasVoje dostupnosti pr i st upal nost i

studijeveoma eksploati a n i obj ektltai 3t wuw@igi pasjaje podatci
sustava, stpnjumineralizacije hrskavice, alined gr a L i samog svitka mor
oskudni ili velNan Wiadwedmimmnerdeorsdaaijjma kral jeg

uol ava s¢egkjpelkojler @akruguje svitak te s dor
ventralne hemalni luk97). Na tijelu kraljegka vidljivo | e
poput pr st en¢e@b blk)r uNjeuy rea Isrvii tiakhemal ni l uk gral

o k r uuglenmkalcificiranim pojasom tik uz perihong(B7).
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1. Uvod

1.9.Molekularno-bi ol og k esvitlkasmdi slee mal ke bl jedi ce

| st r adyaluciské mehanizmg astrul aci j e kSpeadlef iesgri2pod)k a , Sa
proul aval ir ascuh ysukruyp igren abz umsarsekleu jmalil ik ej 0| j edi |
tolnije dva gena,postzeoejpeai Lo TkogtSedj, akaj aa Kk
t e pokazuj u prijelaznu ekspresiju za ©preko
zajednil|l ka kraljegnjaci ma. Rez ul tciglom rubsiu p o Kk :
blastodermate dazar i j eme gastrul acije migriraju pren
mjestom nastanka mederma i endoderma. Ova saznanja potvrdila su gastrulaciju

hrskavilnjala na molekul arnoj razini, al i i

u n a njilboloj filogenetskoj udaljenostB9).

Za skupinvhoxgena se smatra da i ma vagnu ul ogu
poput | el justi, pojaseva i k $ canicul&_gpazkaaasw gnas
34 hox gena formirana u tri komplek$wxA, hoxB i bxD, dok sepretpostavljada su geni iz
skupinehoxCizgubljeni (47). King i sur (2011) suusw i stragi vanjaxC ot kr i |
transki pata u embr i j itenzak] umloir Isik e d ana hok@skupireku | i t a v
prel nousti h ri baodvpanjepl st adh p a d ehdxskaging geaalui t av e
kraljdsrajup k& i evol ulookkjoud at rua nmsokrrsikpec inj2@llk e, Oul
su zakljgeklsiplrie sd § a-pasteridroegosi aenjskiechomolognih struktura kao
gto §oi gkuokovi, stragnji mozak i somi ti, p
evolucije. Hox g e n i djeluju kao predlogak prema koj
homologne strukture koje se razvijaju uz tjelesn@4&@). Analiza transkripcije nakupinbox
skupine gena u morskama | ke, i postoj e i u si savafea, a i

pokazaladajetekupim gena vVvi soko |kelnjzies (dd).u satniamane L u
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1. Uvod

1100 I munohi stokemijske osobine hrskavil nog
bljedice
Proul avanj e hrskavilnog kostura morske ma | |

dokazano prisustvo kalcijevog karbonata i kalcijevog fosfata, dok je imunohistokemijska
analiza pokazala znal ajne k do35) Uhondeocititn@jeat an
dokazano prisustvo intermedijarnog filamenta vimentina, dok su reakcije na protijéla S

GFAP (gl i al f i blrkitlilnargyl aprkdtheimi)giil aUbil e ne:q
pokazala su bojanja na protutijela BSP (bondopratdan) i OC (osteocalcin)kao i ON
(osteonectin) i OPN (osteopontin) u matriksu

u svim hondrocitima neovisno o njihovoj lokaciji i o tome je li matriks kalcificiran ili nije.

Hondrociti u mineraliziranom matrgku b i | i su il ol uvani [ n e
uz nasl age minerala pronalena i gruba kol ac¢
kogtanim, za razliku od tkiva u | ateralnim s

acelularnakodt o gt u®b) alEhAektronskim mi kroskopom, na
i peraja, uol ena suprdgdra2 @ anmabé&odl| egemes kar ivjl al
vlakana granule proteoglikana. Kolagenska vlakna u snopgsiomjeraido10 O n m, uol en

su i u perihondrijy55).

1.11. Znal aj mor ske mal ke bl jedice u bioingi

S caniculal. se pokazala i kao vrlo pouzdan i koristan izvor hondratilfata sastavnog
dijela proteogli kana, koj i se koristi kao |
poput osteoartritisa i reumatoidnog artriti€8). Naime, hondroitin sulfatje, kao i ostali
glikozaminoglikani jezgrom proteinpovezanpreko tetrasaharidne veze, a u svom sastavu
poseduje ksibzu, galaktozu i glukuronsku kiselinu. Ova smjesa tvari, zajedno nazvana
proteoglikan, nalazi se u vezivnom tkivu na
matriksu. Agrikan, glavni proteoglikahondroitin sulfatapr onalen u hr skavi c
hijaluronskom kiselinom, kolagenom i drugim proteinima, daje ovom tkjva | at i noz nu
teksturut e el a st i |[Hondroitis sutfgt je izelimn denaturacijom hrskavice, a
primjenom kemijskih i spektroskopskiilbeutehni
pokazali ddhondroitin sulfatizoliran iz hrskaviceno r s k e posjedljékemijsku strukturu
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1. Uvod

kompatibil nu s | j undosrksokmu postlijdddooggamommj zgomo o
polisaharidaLi j el enj e osteoartritisa je uglavnom b.
nesteroidnih protuupalnih |ijekova, no ako s
hondroitin sulfatapotreba za gore spomenutim liggkma je manjaTemeljemovih saznanja,

znal aj hondr oi t i @casiculalf.atkaa kioz 04 a msatnwegn ii zt ak o
neupitan(63).

Der matan sul fat kao gl avni gl ukozami nogl i kze
(112). | spitivanjem anti koagul acijskih svojsta
(38,6 kDa) te usporedbom sa svojstvima svinjskog intestinalnog dermatan gufada
ut vr Lenoong mvipda djuggi o vrijeme aktivacije poll
trombinatez adr gao i I nhi bi r a atamsalfatinig ptjiecag na agtegaoijmb i n a
trombocita ni na aktivaciju induciranu razl:.

koristan lijek antikoagulantne terapije.

Koga morskih pasa prekrivena | e polga kuoviid neikm

nedovol jno poznat, mehanizam protiv obragtar
mor ske tmaljkee utvrlLena znalajna razlika u d
kontaminacije ljusaka ovisno o njihovoj lokaciji na tijelli13). Koristelid pravu

predl ogak, tuetpi 2zigmana esidsniéenesi phkankogpaslkwgiat |

netoksilnih anti@Bragtajulih materijala

Hijaluronska kisleina (HA)se koristi i u terapiji blesti poput osteoartritisakoje
karakterizira degeneracija subhondralne kosti i zglobne hrskaApikacija fibrin/HA-MA
(MA - metilakril anhidrid kojipoj al ava mehani hikoagelasgredsiadjda va (g:
mi ni malno i nvazivnu metodu (gel ul azi u sust
k o g t a dagliferencidju u hondrocite i tako sudjeluju uonavku zglobne hrskaviqg 14).
TakolLer, pkakk aktapanjeosmptski aktivne HA u prethodno komprimiranu
kolagenu konstrukciju rezultira daljnom brzom dehidracijom i kompresijom kolagknéva,

formiranju kanalast var anj u novi biti ylo konsgametaazajttvoo rma ¢ e u

izraduproizvoda poput cjevlica i otvoreni h spiral
tkiva kao npr. kod p éli5) Nadaljengpitivangm svajstaea dyal i kKrv
gl i kozaminogl i kana, h ondrnoai tkionl asguel nfi anbgap oiv r HA
stimulirati migracijumi gma ti | ni hnjioww dondraganezin vitro. Obzirom da

svojim svojstvima mogu mijenjamne hanmbk € ol ogke , k &krod latgemies tpiok &
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1. Uvod

kombinaciji s hondratin sulfatom i hijaluronskomkiselinom imaju veliki potencijal kao

pogodne matrice zaporavakh r s k avi |(dé.g t ki va
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2.CILJIHI POTEZE | STRAGI VANJA

21.Ci Il jevi istragivanja

Evol uci j ski znal me¢ d e inddestatitgiodatakgegoviro g e

ultrastrukturnim i i mu o hnmosrt sokkesSayiognigus e m  z n
caniculaL. , navele su na postwndijanje sljedelit
a) Proul i ti gralu svitka mormikler onsaklokpea nkao r i
hi stol ogke i hi stokemijske tehnike.

b) Koristeli elektronsku mikroskopiju detal]j

u morske mal ke bljedice s posebnim nagl a
kraljegka i dskat ervertebral nnog
c) Pratiti promjene u gr ali-kasdalmismged. dug nj ego
d) Primjenom imunohistokemijskih i imunofluoroscencijskih metoda odrediti prisutnost
el emenata citoskeleta mikrofil amenata ( al
(citokeratina, vimentina), elemenata z v a n s t a n hijaluromske t kisgimgi
agrekanakolagena tip i tip Il, proteinao k 0 gt a v a-4 | BMP-7) & Milkega
apoptoze kaspaze 3, u svitku i susjednim tvorbama.
e) Dobi vene rezultate o tmarsftalukgkirm as oibmur
znal aj kama svitka wusporedit: S onima u

doprinijeti spoznajama o grali [ ul ozi sv

27



HO [/ Af2 A KALRGSTS AaiGN» OrAgGlyeal

22.Hi poteze istragivanja

Provedeno istragivanje je nastavak sl ilnih
provodile prof. dr. sc. Mirna Saradga b iizl. prof.d r . sc. l vana Bolina 1
i stragivanje ranog razvoj a | ov ] enkbaojogijuZavoda
Medicinskog fakulteta u Splitu; rezultati do
mor s ke mal ke i ipg ti arl§ eemiojms kii hu nmseut osla ,posis@joe |
rezultatima dobivenim istraigiwviahjesmtua@iovaeikik
SuUu u | asopisima I nternati on ai78)iAdaHistochémicaf Bi o

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

i stragivanj a:

1. Kopljala jedakotiubaj Bkskaviel njala koji ma

olekujemo da Ie evolucijski oluvani prote
prisutni [ u sRrdatpbskavka jeha r $ulel et sremas| tkreukt ur na g
u mor skrazikmahke od i spotenpmadog@gbéyal eviteak ci

a mor s ka mjekbnkeanbrisralnog razdoblja.

2.S druge strane, svitak u | ovjeka se tak:
razvitka kada ga zamjengt araij plepratpestabkas&k a v i
ovog isdmafiievanmj aak momskeée malghaliomatsivi ¢ Ik

33.U ovom i stragipvarnjuud ikerliogtzandijeal ur onsku

kao [ | ovj ek i ma hr s k ayei pratpestavilatl @ meine e |
i munohi stokemijsko istragivanje potvrdit.i
mal ke i | ovjeka, tim vige jer se u poslje
hrskavice u | ovjeka vezana wupravo uz hija
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33.METODE | MATERI JAL | STRAGI VANJA

31lPokusne ¢givotinje

|l stragi vanj edepegprolmgelrja&kmo moa s Bcgliorhimas| ke bl
caniculaL. ulovljenih u splitskom akvatorijuOva vr st a nastanjuje ugl
do dubine 50 m. Genke su u prosjeku vele o
60i70 cm, a tegina oko 3 kg. Zajuveniniatende ovo
i manij i p r i mjotmja mijé hio petsudarJisvijemim prignjercima izmjerena
je dugimnasf edajfa vr iSelkigbm @ &adlirardveatpij trugni.i repni

di o kraljegnice.

Tablical. Dugina ulovljenih primjeraka morske

Broj uzorka 1 2 3 4 5
Du § i(ampa 26,5 24,3 21,0 22,0 25,4

Srednj a vr iugoeakasB=s28,84cm gi n e

32Met ode istragivanja

3.2.1. Svjetlosna mikroskopija parafinskih prereza
Za potrebe svjetlosne mikroskopije izalirani
4% formalinu (96 ml HO i 4 ml 40% formaling)dehidriranikroz seriju alkoholaizlaznih

koncentracijae uklopljen u parafin.

3.2.1.1.zrada parafinskih prereza

Histokemijske i imunohistokemijske metode primjenjivale su se na parafinskim prerezima.
Odabrani uzorci tkiva pripremljeni saa izradu parafinskih blokovalakon fiksacije tkivo se

ispralou t ek ul o] vodi , a zat i koncemdracgheetiinogatkoholaa | o u :
(0d30%-100%) . Jasnjenje tkiva chapov2D mioutasPetonp o mo |

se tkivo ostavilo 30 minuta u smjesi ksil ol e
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bi se pripremilo zgp r 0 g i pasfinpneP r o § i tkimanpprafinom obawvid se kroz tri
izmjene parafinapdsatna temper at upi o®iBtACnYy eNaskeonuk | opi |
parafin kako bi se dobio parafinski bl¢k17) Parafinski blokovi rezali su sserijskina
rotacijskom mikrotomu Leica RM 2155 nla debl |

suse u zami2z0iAvGal u na

3.2.1.2 Histokemijske metode bojenja tkiva

3.2.1.2.1. Hematoksilin i eozin metoda
Metodahematokdin-.e o zi n osnovna je histologka metoda
me Lust ani |lice spitivarilatkiva s drganmaNakon deparafiniranja rezova kroz niz
ksilenai etilnogalkohola te ispiranja u destiliranoj votkjvo se bojihematoksilinonkroz 10
mi nuta. Slijedi i spiranje u vruloj vodi, ras
i spire se u obil noj v etithihalkololasfagnihtkdncentracijadadh i d r i
10071 30%)i 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 melLust
i dehidrira do 70%etilnogalkohola, potom se boji 1%lcianskim modrilom (1 g alcianskog

modrila u 100 ml 3% octene kiseline). Nakon ispiranja destiliranom vodom tkivo 9& i

crvenom bojom za jezgr@®,( g Kernechtrot u 100 ml 5% otopine(®Qy)3). Ovom metodom
jezgre se boje crivasbp,vaztknentkkveeltugglik

se koristiti i za diferencijaciju hrskavice (plavo) od kosti (crveiid)7).

3.2.1.2.3. Mallory metoda

Bojenje po Malloryy u se kori st za diferencirano prik
Nakon deparafiniranja i ispiranja u destiliranoj vodi, tkivo se hejnatoksilinoml0 minuta
nakon | ega se porang®lsminutu. Slked smnjeiu destilir&nsj vodi te
diferenciranje u 1% fosfomolibdenskoj kiselini. Potom se tkivo kratko ispire i boji anilinskim
modrilom (anilinblue) ili light-green te slijedi diferencijacija u 1% octenoj kiselini. Tkivo se
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dehidrira kroz nizetilnih alkohda i ksilenate poklapa kanada balzamom. Rezultat bojenja
ovom metodomjesuplavome L e j ezgre, crvena citopl azma,

kolagen. Vezivo (plavo)ini g(idriveno) se mogu melu@db’bno vrl c

3.2.1.2.4. Orcein metoda

Ova metoda koristi se za prikazivanje el ast
orceionm 124 sata (kontrola nakon 2 sata). &lij dehidracija wetilnomalkoholu i ispiranje
destiliranom vodom. Potom se prerezi boje hikglinom 3-5 minuta, ispiru destiliranom
vodom, ostave 15 minuta u etimblkolmwijom. Nogrdkow] v od
pripremljene prereze kapaseasi | ena pi k rjase lsro éspele i us9@% dtilnoan, k o
alkoholut e se prerezi posuge filterjespdaOp% etinogp. Pr e
alkoholai ksilenat e uksilen (dva puta) i prekrivaju kanada balzamom. Rezultati bojenja
jesu | pubivkeastragre obojene hemal aunom, s me L ¢
a mi gili [ kol agena vlIaknél7pbojena guto pikr

3.2.1.2.5. Verhoeff metoda

Metoda bognja po Verhoetu kor i sti se za prikazivanje el a
se deparafinira i ispere u destiliranoj voiot om se boj i bojom za el ¢
hemat oksi |l i na -kioridd + &inl Lupaadveg otopiree). $lijedi diferenciranje u

2% ot opi ni-klgoerlijdeaz,o (U K Il @ n5%a Najiosulfajadlid98% eiilnomo | u
alkoholate bojenje po Vali esonu (2, 5 ml 1% vodenog ki sel .
vodene otopine pikrinske kisleine) 1 minutu. Preparati se potom ispiru @@5&malkoholu

te dehidriraju kroz nizetilnih alkohola iksilenate poklapaju kanada balzamom. Ovom
metodomeladtin a v | a k n a-crsoa&lo dono, jeagre pulplaw do crne, kolagen je crven,

a ostali tkiltmi el ementi guti
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3.2.2. Svjetlosnamikroskopija polutankih prereza

Tkivo fiksirano zaransmisijsku elektronsku mikroskopfEM) postfiksirano je u 1% osmij

tetroksidu u 0.1 M fosfatnom feru (pH 7.2) 1 satNakon kratkog ispiranja destiliranom

vodom tkivo se kontrastiralo 2% uraaitdatom, a potonadehidriralokroz uzlazni niz otopina
acetona (od 30%100%).De hi dr i r ano DOukricvoop gomr osgnedlooms,e naj pr
Durcopan smole i 100% nog acetona (omjer 1:1) 2 sat a,
uklopilo u Durcopan sm| u i ostavil o 3 ddkva sewrijenteatomo st at
poprel no, uzdugno i bol no kako bi se dobil a

ma | k e bBlok tkichireza® se na ultramikrotomu RMC Products MTX. Najprije su se

izradili polutanki prerezi debljine 0. m Kk o] i S u tduelinskimenmodrilom i 1 %
proul aval. svjetlosnim mikroskopom. Napravil
trupnom i repnom dijelu morske mal kgraé€ase |

odrelenih podgtubj aekpalsjeaegni oeza odrelivanj

i stragivanje na elektronskom mi kroskopu.

3.2.3. Elektronska mikroskopija

Nakon gto su se pomolu polutankih prereza
i stragivanj e, izradili 76dm. sUl utarankinkprerer
na bakrene mregice koje su se prethodno pres
na mregici. Tkivo na mr e ¢% aranitasetatop (B5 min),ak ont r a
zatim 510 minuta olovecitratom(118) Got ove mregi ce s wul tratansik
su transmisijskim elektronskim mikroskopom J
El ektronskim mi kroskopom proulavala se ultr
okruguwij ogak i grade kr al j.eRjoaske bmar spkaeg nijnal kpeo s
proul avanju grale ovojnice svitka treulgruali

intervertebralnog diska.
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3.2.4. Imunohistokemijske metode

3.2.4.1 Primjena imunohistokemijskih metoda nparafinske prereze

Postupak primjene imunohistokemijskih metoda na parafinske prerezeuqugom reduo
vrsti protutijela koje se primjenjuje na odr
postupak pri mjene t o gtodgmaaoatauminphetokemijgke metodea z | i |
za parafinske prereze wuglavnom su slilne z:
parafinske prereze. Prerezi su se najprije deparafinirali kroz dvije kkgiédnapo 15 minuta.

Slijedila je dehidracijgrerea kroz silazni niz etilnih alkohola
-100%( 23 1 6
- 96% (109
- 70% (3-50).

Nakon dehidracije prerezi su isprani destiliranadom. Slijedilo je blokiranj@eroksidaane
aktivnosti u -1#blotopine vogikpemoksidai 30 éninuta u mraku, fspiranje
destiliranom vodom. Prije daljnjeg postupka na svakom predmetnom stakalcu masnom
olovkom oznal eni Su prerezi tkiva radi ul i nkov
i sprani su u odgovar ajphosphgte bpffarédmlines KBSfis ot op i
buffered salingpH 6.7 3 puta po 2 minute. Za neka protutijela potrebno je napraviti pretretman

tkiva kuhanjemili tretiranjeproteinazom K(1:100,u 10 mM TRIS, pH = 8, Fragmentation

Detection Kit, JA 1477, Darmstadt, Germaiiyhijaluronidazom (300 Ubhgu PBS pH 6.7,
SigmaAldrich, Saint Louis, MO 63103, USA ak o b protutijel & mogl o
ovom sl ulaju tkivo smo t raktih ikasgatai3, ciiokepatine8i n a z o
vimentin, hijaluronska kiselina, BMR [ BMP 7)) i hij al(kolagemi dazo
tip |, kolagentiplliagrekanPot om su se prerezi | sxpmirutgi odgo
Na ovako pripremljene prereze nakapalo se primarno protuijelolica 2)i ostavilo stajati
okolsamna sobnoj temperaturi [ preko nofl i na
prerezi su se isprali odgovarajulim puferom
(Tablica 3)te ostavib stajati ® minuta u mraku. Potom su prerezi ispraofeom (3x2

minutg. Ovako pripremljeni prerezi bidijsu se DAB(3,3 diaminobenzidin tetrahidroklorid)

kromogenom do 10 minuta u mraku. Slijedilo je ispiranje destiliranom vodom i bojenje

33



od® aSi2RS A YIFLGSNR2IE A&AGNI OA Gl yel

hematoksiinond o 2 mi nut e. Nakon pl esupoklopleni rmediigm o bi | n

zal u v greparta (canada balsam, ljepilo Shandon i sl.) i pokrovnim stakalcem.

3.2.4.2 Primjena imunofluorescijenciskih metoda na parafinske prereze

Primijenjene imunofluorescencijske matode i
imunohistokemijske metode do dijela kada je primijenjeno sekundarno prot(iigdbca 3)
Prerezi su i nkubirani odgovarajulim sekundar
na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja s RB& prerezi su se hdi s 4', 6-diamidin-2-
fenilindol, dihidrokloridom ( DAP-bn, pretezisu nut u.
potpuno osugeni i Ip v k & peejpatajaEnmuncMowent] Sharedom, z a
Pittsburgh, PA, USA). Svi prerezi su promatrani fluorescencijskim mikroskopom (Olympus
BX61, Tokyo, Japan)Prerezi su snimljendigitalnom kamerom (SPOT Insight, Diagnostic

Instruments, USA).

3.3.3 Protutijela

3.3.3.1. Anti-Human Alpha-Smooth Muscle Actin
Monokl onal no mi gje protutijelo (Taiaktmoma 2) Kk
u glatkim migilnim stanicama, mi oepitelnim s

parafinske prereze tkiveoja su fiksirana fanalinom(119).

3.3.3.2. Anti-Fish Collagen Type |

Monokl onal no zel je pr otkalageanitipll riba, ptitaai kisavacaa 2 ) |
Primjenjuje se u imunoflorescencijiiimunohistokemiji pr epor ul enim razrij e
1:50(7).

3.3.3.3. Anticollagen Type lI

Poli kl onal no zel |kejerpagi@itakolagen tip lluonladint reoridiogitima 2 )

i n slapijino intezitetomu f et al ni m. Kol agen tip |II spec
Primjenjuje se u imunohistokemiji imunofluoroscencijiu koncentraciji od 50g/ mL
{Restovic, 2015 #445}e uWestern Blot anlizi u koncentracijiod D g / .mL
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3.3.3.4 Anti-Human/Mouse Active Caspasg

Pol i kol onal n oTablieaR)jkage detektvatplL7tpodjedinicwkaspszerazlikuje
apoptotil ke stanice od onih koje nisu zahval
na parafinskim rezovima u koncentrac§l50 g / (420)

3.3.3.5 Anti-Vimentin

Poliklonalno kozje protutijeloTablica2) reagira s intermedijalnim filamentom vimentinom.
Vimentin se vrlo dobro eksprimira stanicama mezenhimalnog podrijetla i koristi se kao
mezenhimalnibiljeg. U koncentraciji 515 O g / primjenjuje se na parafinskim rezovima
(121)

3.3.3.6 Anti-Human Cytokeratin 8
Mo n o k | o n aplotutgelo fhablicg2kkoje reagira s citokeratinima 5, 6, 8, 17 1 19. Koristi
se za detekciju i kl asi fikaciju nor.mMal ni h |

parafinskimrezovi ma pr epor ul a se Kk oriil:400@{a2) u razrijel

3.3.3.7 Anti-Human Bone Morphogenetic Factor 2/4

Poliklonalno kozje protutijeloTablica2 ) r eagira s kogtanim morfog
(BMP2/4) Pripadnici BMP obitelji imaju vagnu ul
tkiva i organa, a BMP2/4 su prepoznati kao regulatori procesa nastajanja hrskavice i kosti. U
imunohistokemiji se ovo protutijelo koristi u koncentraciji cd®O g / (h23)

3.3.3.8 Anti-Human Bone Morphogenetic Factor 7
Pol i kol onal no Tabled2)keje dptektra prigustvo BMP@. U (koncentraciji od
480g/ mL se kori st i skimaezqvima unmueohistokemdi24) ar af i n

3.3.3.9 Anti-Hyaluronic acid

Poli kol onal no dablica 2) pspeatijkho [ e zZa hij
mukopolisaharid koji |je sastavni dio vezivno
na parafinskim i smrznutim rezovimsyelikim raspononm o g u Komcéntracijéoja ovisi o

razri j(l%enj u

3.3.3.10. AntiAggrecan antibody
Poli klonalno zelje prsotawtriejkealnoo m(, T aslpleicad i 2 )ni
hrskavice.U imunohistokemijin analizamase koristi u koncentraciji od ® g / ,ndék se u

Western blotanalizir epor ul a ko®gk @2y aci ja od 1
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Tablica2.Znal aj ke primjenjenih primarni
naziv protutijela podri | mono/ proi zvolal Kkat broj razrije
-jetlo poli protutijela

Anti-Human AlphaSmooth mi g | mono | DAKO, Glostrup, Denmark M 0851 1:150
Muscle Actin
Anti-Fish Collagen Type | zec mono | BIODESIGN Int., USA T8917R 1:50
Anti-Collagen Il antibody zec poli Abcam Inc., Cambridge, MA, | ab85266 | 1:100

USA
Anti-Human/Mouse Active zec poli R&D Systems, USA AF835 1:1500
Caspass
Anti-Human Cytokeratin 8 mi g | mono | DAKO, Glostrup, Denmark M 0821 1:200
Anti-Vimentin koza | poli R&D Systems, Minneapolis, | AF2105 1:300

USA
Anti-Human BMR2/4 mi ¢ | mono | R&D Systems, USA AF355 1:20
Anti-Human BMR7 zec poli Abcam, Cambridge, USA Ab56023 | 1:100
Anti-Hyaluronic Acid ovca | poli Abcam Inc., Cambridge, MA, | Ab53842 | 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 AlphaSmooth Muscle Actin
(mouse AntiHuman AlphaSmooth Muscle Actin,
1:150, M 0851, Dako, Glostrup, Denmark)

Biotinylated secondary antibody (LSAB+Kit, HRP,
K0679; KO690, Dakocytomation, Carpinteria,
California, USA)

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

Biotinylated secondary antibody (LSAB+Kit, HRP,
K0679; KO690, Dakocytomation, Carpinteria,
California, USA)

Anti-Collagen Il antibody
(Rabbit polyclonal to Collagen 11, 1:108b85266,
Abcam Inc., Camlidge, MA, USA)

Biotinylated secondary antibody (LSAB+Kit, HRP,
K0679; KO690, Dakocytomation, Carpinteria,
California, USA)

Anti-Human/Mouse Active CaspaSe

(rabbit Antthuman/mouse active casp#dantibody,
1:1500; AF835, R&D Systems, Minneapolis, MN,
USA)

Biotinylated secondary antibody (LSAB+Kit, HRP,
K0679; KO690, Dakocytomation, Carpinteria,
California, USA)

Anti-Human Cytokeratin 8
(Mouse antihuman cytokeratin antibod$;200, M
0821, Dako, Glostrup, Denmark)

Rhodamine labeling (Donkey Arilouse 1gGT
Rhodamine Red, 1:300, 7-2®5-151, Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc., Baltimore, Ml
USA)

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

FITC (Donkey AntiSheep IgG, 1:300, s2476,
SantaCruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA,
USA)

Anti-Human BMPR2/4
(Mouse Antthuman BMP2/4 antibody, 1:10,
AF355, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)

Donkey AntiMouse IgG- Rhodamine Red, 1:300,
715295151, Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc., B&more, MD, USA

Anti-Human BMR7
(Rabbit polyclonal antibody to BMP7, 1:100,
ab56023, Abcam, Cambridge, USA)

Donkey AntiRabbit IgGi FITC, (1:300, 714095
152, Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc..
Baltimore, MD, USA)

Anti-hyaluronic acid antibody

(Sheep Anthuman/mouse/chicken Anrtiyaluronic
acid antibody;1:300, ab53842, Abcam Inc.,
Cambridge, MA, USA)

Donkey AntiSheep Ig@ FITC, (1:300, s€2476,
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA,
USA)

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

Biotinylated secondary antibody (LSAB+Kit, HRP,
K0679; KO690, Dakocytomation, Carpinteria,
California, USA)
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4. REZULTATI

4.1.Svjetlosnomikroskopska analiza svitka i susjednih tvorbi na parafinskim

prerezima

Poprelni i uzdugni prerezi kroz kraljegak
mikroskopomuz primjenu histokemijskih i imunohistokemijskih metoda, kako bi se utvrdile

mor f ol ogke znal aj ke svitka i susjednih tvorb

41.1. Gr alLa kmalrjsk@gk anal ke

4.1.1.1.Bojenje hematoksilineozinom

Trupni kraljegci mor s k e meutalkog i henzalmdg ukaeTijekoe o d
kraljegka je konkavno udubljeno u |l elnom i t
koja okruguje centralno pologen svitak. Dio
a obil j egayviaeratzmanephslkhvice (Sik&3. m Svi t ak j e gralen
stanica koje svojim rasporedom i oblikom tvo
posjeduju velike unutarstanil|lne vakuol e. St e

kojaodmj a stanice svitka od osificiranog centr

dorzalno i@ zatvara neuralni kanal kroz koji
je ventralno i kr palisamgueaepreom dijelokrap e glatkraloza ¢§i | a
kraljegak prilijegu migilii
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4. Rezultati

Slika3. Hi st ol ogke z malrajklee Hijidinagkiskawecg @ dio neuralnog
kanala (nk dio hemalnogluka (hK, svitak (s),centrum (c),perihondij (C) |, mi gi i (
Hematoksilineozin.Ljestvica= 2 5 Om.
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4. Rezultati

412. Grala moi ska mal ke

Poprel ni prerez kroz tijelo kraljegka pokaz!
Svitak je okrugen kalcificiranim prwdjiwnom ti
hondrociti i osteoblasti koji zajedno sudjeluju u procesu mineralizacije centNanamutarnju

stranu centruma n@lie e acel ul ar.naOlovwgene ahrsvkdkiac om,

dominiraju u sredigtu tiyeelliak & ruar ( teagrksat. a rSit lam

kojihci j el a strukt.ura nalikuje mregi

Slika4d.Poprel ni prerez kkezmat Wpni Hk |)aslitpkds a h r sm& E
hondrociti(C), osteoblasti{f ),u n u t a r sakuole {v)lcentum (c) Hematoksilineozin.
Ljestvica= 100 m.
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4. Rezultati

4.1.2.1Analiza primjenom bojenja po Malloryu
Metoda bojenjapo Mallory u  kor i st i se za diferencirano p
tvari, kao i za razlikovanje migil awagnai vez
boje se favo (anilinblue) ili zelenolight-gr een) , dok se strukture koc
boje crveno, stoga se pojedine strukture mo

mi giilna vliakna od kolagenih vliakana vezivnog

Na prerezima obojanim metodom po Mallemyidi se kako su se sve tkivne struktadgojile

specifilno plavo gto ukazuje na nazolnost ko
vliakana) u njima. Neke strukt urjlkrskavikesobojiligt o s u
Ssu se intenzivnije od ostalih struktura gto
odnosno druk|liji tip kolagena. | eganmezignvi t ak

strukturu (Slika %.

-

Slika5.Popr eleriezp kr oz trup k wviak (§),eWjkiea svitka€)s k e ma |
centrum (c)hijalina hrskavicalf), perhondrij hijaline hrskavicey( ). Mallory. Ljestvica= 25
Om.
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4. Rezultati

4.1.2.2 Analiza primjenom bojeja Acian blue Kernechtrot

Na wuzdugnom kprreelrjeezgunikruozmor ske mal ke wuo] ava
melLukraljeglanim kolutima (intervertebralni
naj vel i dio intervertebralnog diska i kao s
prol azelkii lnrodokwrdal ni kanalkaySlikage d iUg pjoe mud ij
IVD-a svitak je izvana okrugen vezivnojis hrska
ovom tehni klooj spelcavol no podrul ju tobojgna kr al

podrulja hrskavice. Crveno olgdtjaemaj @odnmrslkjaai
6).

Slika6.Uzdugni prerez kroz dva susjednpoklkral]j ec
intervertebralnogliska (IVD), annulus fibrosugqaf), centrum(c), notokordalni kanal (nk).
Alcian blue Ljestvica= 25 Om.
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4. Rezultati

Na poprelnim prerezima obojenim ovom metodom

u centrumu kraljegka vel i u neuralnom | uku.
ukam kt eri stil nom pol amijjednea apsrtoocne so bol kiPlay# auvka n j
boja u hrskavilnim dijelovima kraljegka uka:
melLustanilnoj tvari

Slika7.Popr el ni prer ez krnmoozr snkeeu rmaal | nkie .1 uNke ukrraallnjie ¢
mogdina (I m), p o0y, rperihondaij hilkne liyskavives()) peatrung (c).
Alcian blue.Ljestvica= 100 m.
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4. Rezultati

4.1.2.3.Analiza primjenom bojenja po Verhoeft

Na poprelnim prerezi nerhoafth vigi senkakm je mraitarojicdcldom p o
ovojnice svitka obojen crno gto upuluje na
Vanj ski i sredignji dio ovoj ni cdagemibwdakand i s u
(Slika 8. Stanice svitkasbmor e prepoznatl pi vusmdegaesval skeulk

vakuol e. Bl ago crveno obojenje u stanicama

vlakana.

Slika8.Popr el ni prerez kroz trup kralvaem@s®a u po
pora § ), kolagena vlakna (kv), stanice svitka (s). Verhogtistvica= 4 Om.
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4. Rezultati

4.1.2.4 Analiza primjenom bojenja orceinom

Na prerezima bojenim orceinom tamnije obojen

t akonbgd o uponhizwvhhbsha el wodnicilsvitkaBlika9 akamagt o |

to prikazananetodom bojenja po Verhoeffu.

Slika9.Uzdugni psvitakkmeo 7z s K re 0o @Qvagnick switka(og), el ast i lwma vI al
ovojnici svitka €), stanice svitka (s)Orcein.Ljestvica= 1 0 Om.
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4. Rezultati

42. Il munohi stokemijska analiza svitka i susj

mal| ke

Imunohistokemijske i imunofluoroscencijske metode primijenjene su na parafinskim

prerezima da bi se odredila prisutnost elemenata citoskeleta (mikrofilamenata i intermedijarnih

filamenata), el emenat abillggzpaogt ami | agm aa mi
(apoptozeu svi t ku i susjednim tvor bama. Na popr
mor ske mal ke, primijenjena su protutijela n
vi mentin i citokeratin 8 te elué&iselnyg agekan,zvans:
kolagen tip li 1. Kako bi se utvrdila apoptoza stanica svitka primjenjeno je protutijelo na
kaspazu 3.

4.2.1. Analizael emenata stanilnog skeleta u stan

4.2.1.1.Anti-h u m a-smobkth actin

Protutijelo za mikrofilament aktin reagira -alkt i nom u glatkim migil
mi oepitelnim stanicama i mi of i brobl asti ma.
mal ke nije wuvolena pozitivna reakcija na pro

aktina tako niuyekpatyef&aann{Slikal®dt stpni cama s
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4. Rezultati

Slikal0.Popr el ni p r eSviakz(s),kcentoum (cEnunohistokemijsko bojanje na
aktn. Ljestvica= 1 0 Om.

4.2.1.2Anti-vimentin and antthuman citokeratin 8

Dvostruko imunofluoroscencijsko bojanje protutijelima za intermedijarne filamente vimentin
(slika11A i 11E) i citokeratin 8 (slikel1Bi11F) , pri mi jenj eno je na p
prerezima kroz tijelo kral agnedgkana@mnijenenat a k me
protutijela za obai nt er medi j ar n aje Kakoluastaeicarhaasvitkaotdk@ nu
hrskavi |l nim i djelomi|l no okogtalim podrul ji:
pokazale si z r zadimeéntin i citokeratin 8 zajedr{elikallDillH) , dok se mogu
pojedinalne stanice s pozitivnom reakcijom n
za citokeratin 8. I pak, ani 2t apretfjijelmavimentn t ka u
(slikal1B i 11D). Slika 11C i11G prikazuje DAPI bojanje kojim se bojaju jezgre.

a7



4. Rezultati

"
A vimentin vimentin
‘

SlikallPopr @&IDni i uzHjprgeri e Ekr oz t i jSerdicepokitivre!l j e g k-
na vimentin €), stanice pozitivne na citokeratin § ), stanice pozivne na vimentin i
citokeratin 8(C), centrum (c), svitak (SUme t a k : uvelanje detalija s

Imunofluorcscencijsko bojanje namentin i citokeratirB. Ljestvica= 1000 m.
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4. Rezultati

422. Analiza komponent. i zvanstani |l nog mat

4.2.2.1. Anti-fish collagen type |

Pozitivna reakcija na protutijelo za kol agen
smjegtenim u podrulju intervertebralnog di sk
koj i i angulua fibogudl a kK o L e r nisna kolpgere tid {Siika 12 . U podrul j
trupa kraljegkaanher agdjavaadokodagaen ptvi pell azu
krajnjihdi j el ova kraljegka pr ema otkrougptuhrekawelaj e g k a
koja su pokazala pozitivhu reakciju na kolagem p 1| . Peri hondr i |j hij al

t a k gelpezitivan na kolagen tip I.

Slikal2Uzdugni prerez kroz kraljegak morske ma
kolagen tip | €), perihondrij hijaline hrskavice(p), intervertebralnidisk (IVD), annulus
fibrosusu(af), svitak (s) centrum (c) Imunohistokemijsko bejnje na kolagen tip Ljestvica
=250 m.
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4. Rezultati

4.2.2.2. Anti kolagen tip 1l

Na popreztnma brez kr al jzrazijapdzitivmeoreakcia®a protutijeloe

za kolagen tipll u o | ase aunutarnjemdijelu centruma tijelak r al j e g k a, dok s
pozitivitet moge ueoulperihandriju hijainesrskawca (Bika 18v i t k a
podrul ju hijaline hr skanaulusuefibrosusyvb-ha prisutnsta | j e g k

kol agena tip. 11 nije potvrlLena

Slika 13.Popr el ni prer ez kr o Pozivnaaréakcgada kotutipglorza k e m.
kolagen tip Il €), centrum (c), svitaks), perihondrij hijaline hrskavice (phijalina hrskavica
(hh). Imunohistokemijskb o j anj e na kol agen tip 11. Ljestyv
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4. Rezultati

4.2.2.3. Anti-BMP4 and antiBMP7

Na poprelni@MApPy ekeomizmacentrum Kkraljegka mor
njegovom sr edi ganiuz uaafpeanienjena protujelazza BMPV | BMP4 |

to na okogtalim dijelovima centr uma, posebn
pozitivan i homogen zr aagyaBMP7 se moge uol i ti cijelim
centruma, dok jé z r magpmtitieloz a BMP4 sl abijeg inteziteta t
strani centruma. Stanice svitka kaoilmkohr skavi |l no tkivo ne pokaze

za oba primjenjena kogtana morfogenetska pro

Na uzdugni (olikap t4eH)e zk maz krgdlejne § &knedmj elva i nt
di ska, vidljiva je pozitivna reakcija na BMF
uol ava se kblaokalgitamai jneo r $labigie nre 8 PX jaBMP4a kt or a

moge se uo]|mdtanicamasuitk poj edi ni
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4. Rezultati

Slikald.Po pr éA-D)ii u z ddHPpreiez kfoEsvitak i centruknr a | A eEG Btanice
pozitivne na BMPT centrumu@) i svitku (7 ). B i F - stanice pozitivne na BMP4centrumu
(C) i svitku (7 ). Ci G i DAPI bojanje.D i H - stanicekoje pokazujikolokalizeciju BMP7 i
BMP4 (C), stanice s predominamii z r a gaaBMB7§ ), kolokalizacija oba BMP faktora
u stanicama svitkéd ). Imunofluorcscencijana BMF7 i BMP4. Ljestvica= 1000 m.
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4. Rezultati

Na poprelnim prerwzpoéar Kirjoeh ekgadrigdeggalku ka u ol
nagl age n BVMPz4r(Slikpd5B) i BMP 7 (Slika 1% na vanjskom i unutarnjem rubu
neuralnog | uka u kar aktlezrriasfitaiplinjoenyg oibnltieknuz iptoel
na rubovima hemalnog lukéSlika 1A , B i D) . Kol okali zakai ju ob
faktora prikazuje Slika 15.

Slikal5.Popr el ni prer ez kr oNeuralnilyk énl), centkum &), gvielg k a i
(s), hemalni luk (hl), stanice pozitivne na BMPX) i BMP4 (B) (C). (C) i DAPI; (D) i
kolokalizacija BMP4 i BMP7Imunofluorcscencija na BMP4 i BMP T jestvica= 2500 m.
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4. Rezultati

4.2.2.4. Anti-hijaluronska kiselina

Na poprelnom prerezu kurod za pkmtieshejzer jaagkatjtijetor s k e m
zahijaluronsku kiselind i me p o tpnsutibs glikknzaminoglikana hijaluronske kiseline
kao komponente izvanstanilnog matri ksa. Pozi

kraljegkativiltzertazudliavpao zse u mepasrednb nzaeuralhiu k u u

kanalu kar akteristi | nondookbljie unepgtl au ng leashkeicjaa r e a
hemalnoglukaPo zi ti vnan i zragaj za HBQugatenpbneka ki:
(Slika 1A T C).

Slikal6.Popr el ni prerez kabkekr Rbf ey pdutijozae B kci j
hijaluronsku kiselinu €), neuralni luk (nl), hemalni luk (hl), centrum (c), svitak (s), hijalina
hrskavica (h). A imunolokalizacija hijaluronske kiseline;iBDAPI; Ci hijaluronska kiselina

i DAPI. Imunofluooscencija na hijaluronsku kiselinkjestvica= 250 m.

N a velim povelanji ma poprelni hnhapgtaegena i kr e
hijal uronske lovojsieelsvitka Slika 14X p @),kaou d spriom svitku (Slika

17Ai C). Jezgre stanica tka prikazane su DAPI bojenjem (SlikaB)

Slika 172 Popr el ni p r e $vaak (s)k avanica svitka (bspoRitivani z r aaj a |
protutijelo za hijaluronsku kisleinu €). A 1 imunolokalizacija hijaluronske kiselind® i
DAPI; C T hijaluronskakiselina i DAPI. Imunofluorosencija na hijaluronsku kiselinu
Ljestvica= 2.0 m.
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4. Rezultati

4.2.2.5. Anti-agrekan

Na popredzmnimam Bgrerz Kkr al jueodl aakwantiosnds X e aamaijl k e
protutijelo za agrekan ok o gt al om podrul ju centruma t.i
manji pozitivitd u o | e nperihonddp hijaline hrskavice(Slika 18).U podr ul j u

i zvanstanil nog prostora hijaline hrskavi ce
se unutahijaline hrskaww € mogu uo]| i t istaceeneke pozitivne

Slikal8.Popr el ni p r ePoztizna fleakadjana pretutijelaza agrekéh.(Svitak
(s), centrum (c), hijalina hrskavica (hhperihondrij (p) Imunohistokemijsko bojanje na
agrekanLj est vica = 100Om.
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4. Rezultati

4.2.3. Analiza biljega apoptoze

4.2.3.1.Anti-caspase 3

Protuijelo antrcaspae 3 pri mi jenjeno je na prerezima mo

bi ut vrdili ut vrdi | i postojanje programiran
reakcijas | abi j eg i n tjeeunstanidareat saitkauSlikaédlddak ostale strukture

kral jegka, hrskavil ne i one dijelom okogta
protutijelo.

Slikal9.Popr el ni preriszi k ak z mhk Btankgazitivacknk kaspazu
3 (€), svitak (s), centrum (c)Umet ak: uvelanje det al j a s |
Imunohigokemijsko bojanje na kaspazul3estvica= 1 0 Om.
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4. Rezultati

43. El ektronskomi kroskopska analiza gralLe s\

4.3.1. Svjetlosnomikroskopska analizagr ale svitka 1 susjedni

polutankim prerezima

Serije polutankih prerezg|l avenog, trupnogrskepmpblapadeuls
svjetlosnim mikroskopom kako bi se odredil e

ul trastr ukittukran emogrrsaklee nsavl ke pomoi u el ektrons|

4311Grala kraljegka u morske mal ke

Na wuzdugnom pol utankommaorrske zma |kksetmpok|r av g jeu

kral jegaka i i ntervertebralani jdaissnkoovde (U ovIDg
izgralen od vakuol i zir aaniomesltuajnu ccae n tDrvuam stursy pe
koj i prol azi svitak. Razvidno je da svitak n

u podrud; uodwWdsno sugava praadlua zteriuip uk rkorza | nj cetgok
20 . Na trupu kraljegka vidljiva su podrul ja
svitak. Na perifernom dijelu IVEav i d | j i v o ajnelus fiboodusdojl jjee gr alen o

vezivne hrskavice.
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4. Rezultati

.

Slika20.Po | ut an kprerenkratkurganli j ma@ ms lc ai. Smitak (®),ecentrum (c),
notokordalni kanal (nk), intervertebralni disk (IVDannulus fibrosus(af), podrul je
ok o gt &). @atuidimsko modrilo Ljestvica= 2 5 Om.
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4. Rezultati

Na velem povelanju kroz trup kraljegka jasn

notokordalni kanal u trusau ISt alnjiegk s vii t Kiar isu
a ulazeli -a @irroestoea il VDo pr i mladi Unutas stamica skitkar a k t e
mogu se jasno uol i ti vakuol e. Di o trupa krc
obojen), za razliku od ostalog dijela koji |

hondrocitima(Slika 21).

'S
£ ,,3

Slika2LUzdugni pol utanki pr er Sviak ()rnotakordainikgmal k r a | j
(nk), centrum (c)jntervertebralni disk (IVD)Toluidinsko modriloLjestvica= 5 O m.
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4. Rezultati

Na wuzdugnom polutankom prerezu krozmogu skavi
razli kovati dijelovi kraljegka koji su miner
je u podruljutztreopat kuml kegka u obl i ku pr st

mi neraliziranom prstenu wuol| atv.aj Ro dreulh oan dliraotce

centruma i zgralLuSllka2hijalina hrskavica

Slika22 Uzdugni pol utanki prerez kroz mineraliz
ma | kO&.o ¢ hrakhvica ¢h), hijalina hrskavica (h), hondrocitiC), osteoblasti(y ).
Toluidinskomodrilo. Ljestvica= 5 O m.
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4. Rezultati

U podr udasjwi tlavkD j e s vanjske strane ankulusgen v
fibrosuslVD -a, dok svitak tvornucleus pulposul/D -a (Slika 23.

Slika23. Uzdugni p ol ut annukusfibrgsusiateneezebradnog diskaAnnulus
fibrosus(af), fibrociti (C), hondrociti(y ). Toluidinsko modrilo Ljestvica= 5 O m.
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4. Rezultati

Na polutankim pr er e zdodiras ktrrouzp osnv iktraakl jue gpkoad ruuol|
svitka. S unutarnje strane ovojnica jeledirus vakuoliziranim stanicama svitka, a s vanjske

strane granili s hrskavilnim matriksom trupa

struktur e razlike odfvanskogkije viaknate strukture (Slika 24

Slika24 Popr el ni prerez kroz trup kraljegka u p
ovojnici svitka €), kolagena vlakna u ovojnici svitkg {, stanice svitka (s), vezikule (v),
vakuola (V). Toulidinsko modrilajestvica= 1 0 Om.
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4. Rezultati

432. El ektronskomi kroskopska analiza grale

ultratankim prerezima

Kako bi se e wiofl ii |l resvikkd mo rgsrkaell e ma | k e bl jedice,
mi kroskopom proul avala se ultrastruktura sta
grade kraljegak. Posebna pagnja posvetila se

u podrul ju tpadjell jau kirratl g reyekrat a br al nog di ska.

4.3.2.1.Ultrastruktura stanica svitka

Svitak sadr gi rubneii j £r eRubsgstaiicese nalaze wzaoyojnicu svitka,

dok s u svitka stamidei kgjesvojim oblikom i rasporedonmvore strukturu nalik na
mredunut arnje stanice sadrge velike unutars
citoplazmatski sadr gaj stani ce, stoga su iz
citoplazmatski krajeviZbog st al nogapavehanagassadigni h vak
njihovog rasta, citoplazma i jezgre ovih stanica gami s e i rismajue rght seitkana

granici prema ovojnici svitkgSlika 25).1 zvanst ani | ni p ICitoglazroar i su

stanica svitk& a d r myne@gofibrilarnog i granularnog materijala.

Jezgra rubnih stanica svitka smjegtena je uz

izragene jezgrine ovojnice. U girem dijelu
materijal kompaktnodp et er okr omat i na, dok svjetla podru
materijalu eukromatinu. Rubni heterokromatin

uglavimm s adr ge gr a asndswavidljivée unutemja i@anjskp medmbrand jezgrine

ovoj nice. Na pojedinim mjestima | umen jezgr.i
se progiruje i otvara u perinukl earnne ci st e
cisterne endoplazmatsker e §i e UBMt ar cset @lpil f@aizi ngenummigle a r n

materijal. U prostoru ispod jezgre le(Blijge se v

25).
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4. Rezultati

Slika 25. Rubna stanica svitkalezgra €), jezgrice ¥ ), unutarnja jezgrina membragam),
vanjska jezgrina membrana (vm), perinuklearna cisterna (pc), endoplaamatsk §(EM),a
vakuola (V),jezgrine pordEE). TEM, 15 000x.
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4. Rezultati

U sredignjem dijelu svitka stanice popri ma

okru
vezi
pot.i
sadr
uol i

me L u

uj unuvalriske@anul ne akalod @l eu. nlansuttafjromey u U o0

s

g
kul e | iji sadr gaj omogul ava rast vakuo
skivanja stanilnog sZHdogapromjgrbokohnabt
gaja vidljive su mnogobrUzyjubwwkuolannvoguge naci j
ti zrnate tvor beM&lby estnadii kama Ppwiltilka m

stani| ne veze uZ26yJedra statieczpotisnatie nzaub stgnise i k a

(Slika 27).

3

Slika26.Sr e di ¢ nj .i\VakdaladV), sezikule k)adezmosonty, polisomi (p).TEM,

800X.
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4. Rezultati

™Y r

Slika 27. Jezgra u stanici svitk&). TEM, 6000x.
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4. Rezultati

Tijekom nastajanja vakuol a, staniceDayitka
stanilnih membrana melLu stanicama svitka uct
vakuol e) . Susjedne st azmoesomina tij@seimdEpojevima (Slikap 0 ] e n €
28).

Slika 28. Dodirme L'u st ani DexmosomisQ),itijeskiaspoj y), melustani |
vakuole( mv ) , u n evakuaoley).aBM, 0OX.
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4. Rezultati

Unutarstanilna vakuola vjerojsatmndkanasat gpjod om
prema rubnom dijelu stanice dok ne ispuni c
stani |l ni mat eandlajnadtrukture (Slika 29%ar ne i ¢

Slika29.Met abol i | ka aasvitka.iVezikieq\W s ts & ramelnbtagme dviju stanica
(Chunutarstani)TEM Q0xkuol e (uv
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4. Rezultati

Na velem povedaimg usjuegodhusjanica svitka mel

izragene pa se moge vidjeti i sadrgaj koji s
membrana i zmelu Vakuol abmog n e saltkkeddzonagsomamai | n e
(Slika 30.

’ A.' & Y v *
N 1A ¢

1

Wik, 1

PR T o

Slika30.Po d r doippsuusj edni h stanica svitka. MelLust a
(€). TEM, 25 000x.
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4. Rezultati

Na uzdugnim prerezima u podrulju prolaska sv

uol avaju se rubne s nhatokordalre kasal Stanikeasu dustg zbijene me L u |

sadrge brojne vakuol e, a i zvan stanica se n

prema hr sk av avase odojnielsvitka ¢SkkaBlu o |

Slika3LUzdugni ©prer ez kr lazasvikakrot nothkordalnikandl.rRubng u pr
stanice svitka (s), dio ovojnice svitka (0s)
(mv), citopla&matski izdanci stanica svitk&), notokordalni kanal (nNk)TEM, 2500x.

Na pojedinim prerezima kros vi t ak mogu se uol i ti znatno
i spunjene vliaknatim sadr ¢gaj amkolagepim vlaknimas v oj o
(Slika 321 33.
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4. Rezultati

Slika321 z vanst aniQ)ispanjer aldkoatm neaterfjalom. TEM,000x.

Slika33.Sadr gaj i zvanstani | n€) TEMKI00K. e . Kol agena
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