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1. UVOD 

 

Morska maļka Scyliorhinus canicula L. (1) pripadnik je nadrazreda riba (Pisces) i 

razreda hrskaviļnjaļa (Chondrychtyes) (2, 3). Glavno obiljeģje razreda hrskaviļnjaļa je njihov 

hrskaviļan kostur koji je evolucijski i razvojni prethodnik koġtanog kostura. Svi kraljeģnjaci 

(Vertebrata) ukljuļujuĺi i ļovjeka, pripadaju koljenu svitkovaca (Chordata) ļije je glavno 

obiljeģje svitak (chorda dorsalis). Svitak je organ koji se tijekom embrionalnog razvoja 

pojavljuje u svih kraljeģnjaka kao osnova buduĺe kraljeģnice. Kod ļovjeka svitak nestaje tijekom 

embrionalnog razvoja kada ga zamjenjuje najprije hrskaviļan, a potom koġtani kostur (4). U 

niģih kraljeģnjaka svitak se zadrģava i u stadiju liļinke dok se u svitkoglavaca 

(Cephalochordata) zadrģava cijeli ģivot (5-7). Morska maļka Scyliorhinus canicula L. se 

evolucijski nalazi izmeĽu svitkoglavaca i riba koġtunjaļa pa je kao objekt istraģivanja zanimljiva 

i s evolucijskog stajaliġta (1).  

 

1.1. Morfoloġke osobine svitka 

 

Svitak (chorda dorsalis) je struktura koja odreĽuje sve pripadnike koljena Chordata i 

ima vaģnu ulogu u razvoju kraljeģnjaka (8, 9). Pojavljuje se tijekom embrionalnog razvoja, 

glavni je skeletni element embrija i sluģi kao izvor signala za nastajanje okolnog tkiva (10-12). 

U viġih kraljeģnjaka to je prijelazna struktura s dobro odreĽenom dorzalno-ventralnom i lijevo-

desnom stranom. U nekih kraljeģnjaka, poput paklare (Petromyzontidae) i primitivnih riba, 

svitak se zadrģava cijeli ģivot, dok u viġih kraljeģnjaka svitak okoġta u podruļjima od kojih ĺe 

nastati kraljeģnica te ostaje oļuvan u srediġnjem dijelu tzv. nucleusu pulposusu 

intervertebralnog diska (12, 13). Kao tkivo, svitak je sliļan hrskavici i predstavlja primitivni 

oblik hrskavice. Eksprimira mnoge gene koji su karakteristiļni za hrskavicu, poput onih koji 

kodiraju kolagen tip II i IX, agrekan ili hondromodulin. No, bitna razlika izmeĽu hondrogeneze 

i formiranja svitka je u tome ġto hondrociti normalno izluļuju visoko hidriran ekstarcelularni 

matriks, koji hrskavici daje glavna strukturna obiljeģja. S druge strane, stanice svitka izluļuju 

tanki membranski zaġtitni sloj, a visoko hidrirane materijale zadrģavaju unutar vakuola koje 
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omoguĺavaju stanicama svitka da obavljaju pritisak na zaġtitne slojeve i tako stvaraju strukturu 

svitka.  

U svih kraljeģnjaka, svitak ima vrlo vaģnu ulogu kao organizator stvaranja okolnog tkiva 

u embrionalnom razvoju. Signalne molekule koje su potrebne za pravilnu indukciju buduĺeg 

okolnog tkiva dolaze upravo iz svitka (14). Tako svitak inducira nastajanje srediġnjeg ģivļanog 

sustava, regulira razvoj srca i guġteraļe te odreĽuje sudbinu paraksijalnog mezoderma (15-17). 

Svitak nastaje od kordamezoderma u stadiju rane gastrule (18, 19). Nakon proliferacije stanica 

i njihovog razmjeġtanja, kordamezoderm se transformira u izduģeni niz stanica. Zreli, 

diferencirani svitak se sastoji od epitela i mnogo velikih, vakuoliziranih stanica okruģenih s 

jednom ili viġe ovojnica nastalih od izvanstaniļne tvari  (14). Vakuolizirane stanice se nazivaju 

kordociti, posjeduju veliku srediġnju vakuolu koja omoguĺava stvaranje hidrostatiļkog pritiska 

(20). Izvanstaniļna tvar koja okruģuje svitak stvara ļvrstu, ali fleksibilnu ovojnicu koja djeluje 

upravo protiv hidrastatiļkog pritiska te tako svitak postaje fleksibilan, ali ļvrst tjelesni 

potporanj koji omoguĺuje kretanje embrija i plivanje u stadiju liļinki (14). Ovojnica svitka i 

elastiļna membrana koje okruģuju svitak sprijeļavaju ġirenje vakuoliziranih stanica (21). 

Epitelne stanice svitka smjeġtene su neposredno ispod ovojnice te okruģuju kordocite. Ove 

stanice ne posjeduju vakuole i izduģenog su oblika (14). U pojedinim sluļajevima epitelne 

stanice mogu proliferirati, vakuolizirati i poveĺati se i tako diferencirati u kordocite (22) te se 

i nazivaju kordoblasti (20-23).   

Svitak je struktura mezodermalnog podrijetla nalik na prutiĺ ili ġipku, a nastaje za 

vrijeme gastrulacije embrija svitkovaca te predstavlja primitivni aksijalni skelet (24). Svitak 

djeluje kao prva embrionalna staniļna struktura koja aktivno proizvodi izvanstaniļnu tvar (10, 

13). U nekih kraljeģnjaka poput Ascidia (Ascidiacea, mjeġļiĺnice) svitak se zadrģava i kroz 

liļinaļki stadij (25), kod kopljaļe (Branchiostoma lanceolatum) (6, 7) se zadrģava cijeli ģivot, 

dok u viġih kraljeģnjaka postaje osificiran te sudjeluju u formiranju kraljeģaka i tako doprinosi 

nastajanju nucleus pulposusa intervertebralnog diska (12, 13). Signali nastali iz svitka induciraju 

migraciju, kondenzaciju i diferencijaciju stanica sklerotoma, stvarajuĺi tako ovojnicu svitka 

(26). Svitak je oblika elastiļnog prutiĺa, a kao potporanj tijela mora podnijeti razliļite 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 Õm, sadrģe visoki postotak 

glikogena i mnogobrojne vakuole (13). U punoglavaca, rubne stanice svitka, kordoblasti se 

nalaze na unutarnjoj strani ovojnice svitka. Dijele se mitozom, a novonastale stanice se kreĺu 
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prema sredini. Tijekom ovog procesa, citoplazma se vakuolizira. Kordoblasti su metaboliļki 

aktivne stanice koje posjeduju jezgru s eukromatinom, bogati endoplazmatski retikulum s 

mnogobrojnim cisternama, izraģen 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 ġuplji kanal. Ovaj ograniļen broj stanica je odreĽen transkripcijskim 

faktorom, brachyury (27). U zebrice (Danio reiro), u ranoj fazi razvoja svitak se sastoji od 

velikog broja stanica koje se veĺ u drugom danu razvoja dijele na vakuolizirane stanice i stanice 

ovojnice svitka koje kasnije i same postaju vakuolizirane stanice (28). U pravih koġtunjaļa 

(Teleostei), u srediġtu svitka su velike, vakuolizirane stanice koje izluļuju ovojnicu svitka (29). 

Tako je zreli svitak u altantskog lososa (Salmo salar) graĽen od kordocita okruģenih 

kordoblastima, a sam je obavijen acelularnom fibroznom ovojnicom i unutarnjom elastiļnom 

membranom (30). Kordoblasti se diferenciraju u kordocite koji sadrģe velike, tekuĺinom 

ispunjene vakuole ļija glavna uloga je odrģavanje unutarnjeg hidrostatiļkog pritiska (24, 30). 

Kod sisavaca i koġtunjaļa, kordoblasti stvaraju bazalnu membranu i komponente izvanstaniļne 

tvari ovojnice svitka, koja se sastoji uglavnom od kolagena tip II (31). U veĺine vrsta, svitak je 

obavijen troslojnom ovojnicom graĽenom od kolagena i glikozaminoglikana (6, 24, 26, 32). 

Ovojnica svitka obavija vakuolizirane stanice koje s vremenom postaju sve veĺe i tako stvaraju 

turgorski pritisak (23). Acelularna ovojnica svitka i elastiļna membrana onemoguĺavaju ġirenje 

vakuoliziranih kordocita izvan prostora samog svitka. Turgorski pritisak, nastao u vakuolama 

stanica svitka, je odgovoran za mehaniļke osobine svitka, stabilnost, ļvrstoĺu, ali i fleksibilnost 

(Platz, 2006). Za vrijeme embriogeneze, turgor i ovojnica svitka omoguĺavaju rastezanje 

rastuĺeg embrija. Kasnije, u zrelijoj fazi, ova mehaniļka sila nastala iz stanica nucleus pulposusa 

ublaģava i prilagoĽava biomehaniļka optereĺenja na kraljeģnicu (13). U kraljeģnjaka s 

ograniļenim rastom, poput ljudi, regulirajuĺa uloga svitka za razvoj kraljeģnice prestaje kao dio 

normalne ontogenije (33), dok kod riba, kraljeģnjaka koji ne prestaju rasti, svitak ispunjava tu 

ulogu cijelog ģivota (34). 

U hrskaviļnjaļa, svitak se postepeno tijekom razvoja zamjenjuje nizom kraljeģaka koji 

se povezuju i stvaraju hrskaviļnu kraljeģnicu. Kraljeġci su amficelni, udubljeni s jedne i druge 

strane, a unutar samog trupa i kroz trup svakog kraljeġka prolazi svitak (3). Kanal trupa kraljeġka 

se suģava i ġiri, pa se tako i svitak u srediġtu kanala suģava, a pri krajevima ġiri (35). Iako svitak 

viġe nije srediġnji nekompresibilni potporanj tijela, u kombinaciji s hrskaviļnom kraljeģnicom 

se suprostavlja uzduģnoj kompresiji koju stvaraju miġiĺi za ostvarivanje pokreta plivanja i uopĺe 
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kretanja ģivotinje, a zahvaljujuĺi  elastiļnim svojstvima svoje ovojnice omoguĺava i fleksibilnost 

cijelog sustava (3).  

 

1.1. Molekularno-bioloġke osobine riba hrskaviļnjaļa 

 

Ribe hrsakaviļnajļe predstavljaju najstariju ģivuĺu skupinu kraljeģnjaka (36), a morski 

psi kojima pripada i porodica morskih maļaka, najprimitivniju vrstu od svih ģivuĺih vrsta riba 

(25). Zato ove ģivotinje jesu predmet mnogih istraģivanja, posebno razvojnih studija. 

Reprezentativni primjerak za ova istraģivanja zbog svojih specifiļnosti je svakako morska 

maļka bljedica, Scyliorhinus canicula L. (1, 37). Mnogi autori su uz pomoĺ ovog malog 

morskog psa koristeĺi razliļite molekularne i imunohistokemijske tehnike, pokuġali dobiti 

odgovore na mnoga neodgovorena evolucijska pitanja (38). Prouļavanjem dva gena iz skupine 

brachyury, nazvana LfT i ScT, a koji postoje i u koġtunjaļa, utvrĽeno je da sudjeluju u 

gastrulaciji kod hrskaviļnjaļa. Ovi geni kodiraju razvoj svitka i repa, a usporeĽivani su u 

morske maļke bljedice i paklare. Rezultati su pokazali sliļnosti u evolucijskom mehanizmu 

gastrulacije u ove dvije vrste unatoļ 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/ɓ-

catenin, BMP/Nodal, and FGF-signalni putevi (40). T-box transkripcijski faktor iz ove skupine 

gena odreĽuje diferencijaciju stanica i njihov opstanak (41). T-box brachyury gen (bra) je 

neophodan za normalnu specifikaciju i morfogenezu svitka, a njegova pogreġna ekspresija je 

dovoljna da izazove ektopiļnu ekspresiju specifiļnih struktura svitka u drugim linijama stanica 

(42). Rychel i Swalla (2007) su u svom istraģivanju razvoja i evolucije svitkovaca (Chordata) 

pokazali da su endodermalne stanice ģdrijela odgovorne za luļenje hrskavice u polusvitkovaca 

(Hemichordata), dok su u svitkoglavaca (Cephalochordata) to endodermalne, ektodermalne i 

mezodermalne stanice. Pretpostavlja se da je endodermalna sekrecija primarna te da je kasnije 

razvojem neuralnog grebena doġlo do nastanka novih populacija stanica koje izluļuju 

faringealni hrskaviļni matriks (8, 9). Nadalje, dva gena Sox5 i Sox6 kodiraju homologne 

transkripcijske faktore L-sox5 i 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 najvaģnijih tvorbi za rekonstrukciju filogenetskog podrijetla 

kraljeģnjaka. U sisavaca, skupina runt gena je glavni regulator skeletogeneze (44). Runx1 je 

odogovoran za hematopoezu,  runx2 ima viġe 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 pokuġaju razjaġnjenja korelacije runt 

gena s pojavom hrskavice i kosti u kraljeģnjaka, pokazalo se da su runt i hedgehog geni dio 

snaģne genske mreģe koja kodira formiranje hrskavice, a postojala je u davnih predaka 

svikoglavaca i kraljeģnjaka, mijenjala se i pojavila tijekom evolucije kraljeģnjaka (45). Hox 

proteini su obitelj transkripcijskih faktora specifiļnih za viġestaniļne ģivotinje, neophodni za 

formiranje stanica i tkiva tijekom razvoja (46). Obitelj hox gena sadrģi transkripcijske faktore 

koji su vjerojatno ukljuļeni u stvaranje ponavljajuĺih elemenata tkiva duģ antero-posterirone 

osi u bilateralnih embrija (47, 48). U kraljeģnjaka, hox geni vjerojatno kontroliraju 

segmentaciju rombomera, ġkrģnih lukova i somita, pa se smatra da imaju kljuļnu ulogu u 

evoluciji morfoloġkih struktura poput ļeljusti, pojaseva i kraljeģaka u ļeljustoustih 

(Gnathostomata). Ekspresija hox gena prouļena je i dobro poznata u koġtunjaļa, za razliku kod 

hrskaviļnjaļa gdje treba joġ istraģivati. U embrijima morske maļke utvrĽen je gubitak hoxC 

transkripata, a smatra se da je taj gubitak nastao prirodnom delecijom koja se odvija u 

preļnosutih riba (46). 

Znaļajni napredak i dostignuĺa na podruļju molekularne biologije, paleobiologije i 

razvojne evolucijske biologije, doprinijeli su boljem razumijevanju rane evolucije 

kraljeģniļkog kostura (49). Mnoga vaģna otkriĺa potvrdila su neoļekivano zajedniļko genetsko 

podrijetlo genetske mreģe koja regulira hondrogenezu.  
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1.2. Elementi citoskeleta i izvanstaniļne tvari u svitku i susjednim tvorbama  

 

Hrskavica je sloģena struktura protkana mreģom kolagenih vlakana, koji joj daju 

ļvrstoĺu i elastiļnost (50). bogata je izvanstaniļnom tvari koja je odgovorna za stvaranje 

osmotskog pritiska vaģnog za pokrete plivanja (51). Za vrijeme embriogeneze u veĺine 

kraljeģnjaka, hrskavica se transformira u kost (2). U hrskaviļnjaļa, kostur je sastavljen od 

hrskaviļnog i koġtanog tkiva (52). Koġtano tkivo uglavnom sadrģi kolagen tip I, dok hijalina 

hrskavica sadrģi kolagen tip II (53). U kraljeģnici atlantskog lososa kolagen tip II je pronaĽen 

u hondrocitima, dok je kolagen tip I pronaĽen i u hondrocitima i osteoblastima (54), kao i u 

ovojnici svitka kopljaļe (6). Imunofluoroscencijskim metodama u kraljeģnici morske maļke 

dokazano je prisustvo kolagena tip II u podruļjima koja su okoġtala (55). 

Obitelj koġtanih morfogenetskih proteina, BMP (eng. bone morphogenetic proteins) 

izoliranih iz kosti, predstavlja faktore rasta i diferencijacije, a potiļu ektopiļno stvaranje kosti 

i hrskavice (56). BMP zauzimaju vrlo vaģnu ulogu u mnogim regulacijskim procesima za 

vrijeme razvoja skeletnih (57, 58) i neskeletnih tkiva i organa (56), ukljuļujuĺi anaboliļke i 

kataboliļke utjecaje tijekom razvoja kosti. Neki od ovih proteina su osteoinduktivni poput 

BMP2 i BMP4 (58, 59), dok su drugi vaģni za zacijeljivanje koġtanih prijeloma poput BMP2 i 

BMP7 (60). BMP signalne molekule utjeļu na razliļite tipove stanica ukljuļujuĺi hondroblaste 

i osteoblaste (58-61). 

Hijaluronska kiselina (HA) je jedna od glavnih izvanstaniļnih komponenti vezivnog, 

epitelnog i neuralnog tkiva (62). Ovaj nesulfatizirani glikozaminoglikan ima razliļite uloge u 

hrskaviļnom tkivu, posebno u diferencijaciji hondrocita (30). Povezivanje hijaluronske 

kiseline s proteoglikanima stabilizira strukturu matriksa te utjeļe na ponaġanje stanica. 

Hijaluronskoj kiselini pripisuju se mnoga fizioloġka svojstva stanice poput lubrikantnosti, 

vodene homeostaze, filtracijskih utjecaja ili  regulacije distribucije proteina plazme (62). 

Proteoglikanski agregati u hrskavici, zahvaljujuĺi hijaluronskoj kiselini absorbiraju vodu i tako 

doprinose elastiļnosti hrskavice (30). 

Povezivanjem HA s agrekanom, kolagenom i drugim proteinima u izvanstaniļnoj tvari 

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

proteoglikana hondrotin sulfata, dovodi vodu u izvanstaniļnu tvar i tako omoguĺava njezinu 

tlaļnu rastezljivost (eng. compressive resilience) (63). Obiļno je agrekan s HA povezan u mreģi  

kolagenih vlakana, omoguĺavajuĺi tako osmotski pritisak potreban za plivanje (51).  
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Potporanj stanici osigurava unutarnja dinamiļna, trodimenzionalna mreģa citoskeleta, koja 

omoguĺuje stabilnost i pokrete stanice i njezinih dijelova (64). Citoskelet se sastoji od triju 

vrsta niti - mikrofilamenta, mikrotubula i intermedijarnih filamenata. Ovi skeletni elementi 

omoguĺuju veĺinu kretnji ģivog organizma. Mikrofilamenti su graĽeni od proteina aktina koji 

je prisutan u veĺini eukariotskih stanica. Aktin je evolucijski visoko konzerviran i sudjeluje u 

mnogim staniļnim funkcijama poput staniļne pokretljivosti, odrģavanja oblika stanice, pa ļak 

i u regulaciji transkripcije (65-67). Zajedno s miozinskim filamentima omoguĺava miġiĺne 

kontrakcije (65). U kraljeģnjaka, postoje tri glavne izoforme aktina, Ŭ- (skeletna, kardio i glatko 

miġiĺna) te ɓ- i ɔ-izoforme koje se ispoljavaju u nemiġiĺnim i miġiĺnim stanicama (66). U 

kopljaļe su pronaĽena dva tipa aktinskih gena, miġiĺni i citoplazmatski (68), ukazujuĺi tako na 

pojavu razliļitih formi aktina za vrijeme evolucije kraljeģnjaka (68, 69), dok je u nucleus 

pulposusu kod pasa pokazano prisustvo guste aktinske mreģe koja okruģuje vakuolizirane 

stanice (70, 71). 

Intermedijarni filamenti, poput citokeratina (CK) i vimentima, su takoĽer vaģni za razvoj svitka 

(72-75). Prisustvo citokeratina 8 (CK8) je dokazano u nucleus puplposu kod ljudi (72), dok je 

njegova ekspresija zajedno s vimentinom uoļena za vrijeme razvoja svitka u atlantskog lososa 

(76) te razvoja svitka ljudskih embrija (73, 77). Prisustvo ovih elemenata citoskeleta je 

potvrĽeno u degeneriranom lumbalnom disku (75) i u pluĺnom kordomu kod ljudi (78). S druge 

strane, vimentin je pronaĽen u kordocitima i kordoblastima u razvijajuĺem svitku atlantskog 

lososa prije i za vrijeme procesa mineralizacije (76). 

Kod ļovjeka, stanice svitka nestaju iz nucleus pulposusa u vremenskom razdoblju od 

10 godina (79), dok se kod mnogih drugih vrsta (maļka, lasica, ovca, svinja) stanice svitka 

zadrģavaju mnogo godina i nakon stadija zrelosti (79). Nestanak stanica svitka je uglavnom 

povezan zamjenom ovih stanica stanicama nalik na hondrocite ili je uzrokovan programiranom 

staniļnom smrĺu, apoptozom (79). Kaspaza-3 je jedan od posrednika programirane staniļne 

smrti (80), a sintetizira se kao inaktivni proenzim u stanicama koje ulaze u apoptozu (81). 

Istraģivanje na miġevima pokazalo je povezanost izmeĽu nestanka stanica svitka i apoptoze 

(30). Sliļno istraģivanje provedeno je na njuġnom epitelu u morske maļke gdje je apoptoza 

uoļena i u rastuĺim i u zrelim stanicama prouļavanog tkiva (82). 
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1.3. Uloga svitka u funkciji intervertebralnog diska 

Za vrijeme razvoja hrskaviļne kosti, u izvanstaniļnom matriksu bogatom kolagenom 

tip II, deponira se kolagen tip X koji uvjetuje zamjenu hrskavice s kosti. Sliļno, tijekom razvoja 

kraljeģnice, svitak koji prolazi kroz svaki kraljeģak, sadrģi kolagen tip X, a potom se 

zamijenjuje s kosti. No, izmeĽu kraljeģaka, svitak ne ispoljava koalgen tip X i ne postaje kost, 

veĺ postaje srediġte intervertebralnog diska, odnosno nucleus pulposus (12). Nucleus pulposus 

je aneuralna i avaskularna struktura koja utjeļe na homeostazu i funkciju intervertebralnog 

diska (83). Ļini ga populacija heterogenih stanica, ukljuļujuĺi stanice svitka i male stanice 

sliļne hondrocitima (26). Gubitak stanica svitka je povezan s patogenezom degeneracije diska, 

pa se pretpostavlja da bi uz pomoĺ stanica svitka bilo moguĺe i regenerirati disk (13, 26). 

Poveĺana degeneracija intervertebralnog diska uzrokuje smanjenu sintezu proteoglikana, ġto 

rezultira gubitkom mehaniļke funkcije diska (84). Jedan od moguĺih mehanizama koji uvjetuje 

smanjenu sintezu proteoglikana uz gubitak stanica svitka, je gubitak topljivih faktora koje 

izluļuju stanice svitka, ġto potvrĽuje da ove stanice imaju vaģnu ulogu u odrģavanju integriteta 

intervertebralnog diska. Korecki i sur. (2010) su proveli studiju u kojoj su dokazali da stanice 

svitka imaju sposobnost diferencijacije mezenhimskih stanica do stanica nucleus pulposusa, 

stvarajuĺi pri tome velike koliļine proteoglikana i kolagena tip III. S druge strane, smatra se da 

ne postoje ļvrsti 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 sadrģi stanice svitka cijeli ģivot. Stoga se predlaģe da se 

odgovarajuĺi animalni model treba viġe temeljiti na anatomskim i mehaniļkim znaļajkama, 

nego na ļinjenici gubitka ili zamjene stanica svitka (26). Smanjenje broja ili zamjena stanica 

svitka uzrokuje smanjenu sintezu proteoglikana ġto vodi ka degeneraciji intervertebralnog 

diska i posljediļno uzrokovanih degenerativnih bolesti diska (83, 85).  

Staniļni sastav nucleus pulposusa intervertebralnog diska (IVD) u post-embrionalnom 

stadiju i odrasloj dobi, utjeĺe 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. Sliļno je pokazano i citometrijskom analizom kojom su takoĽer 

iz nucleus pulposusa izolirane dvije grupe stanica (86). Nekoliko autora se slaģe da razlog 

nestajanja stanica svitka iz nucleus pulposus nakon roĽenja, leģi u njihovoj sporoj 

transformaciji i/ili zamjeni za stanice sliļne hondrocitima (86-89). Naime, i u kasnijim 

stadijima razvitka se mogu uoļiti dva tipa stanica razliļite morfologije: velike vakuolizirane i 
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male vretenaste stanice (32). Stoga nije nerazumno za oļekivati da stanice unutar jedne 

populacije koje su razliļitih veliļina mogu ispoljavati razliļite genetske profile. Tako su Chen 

i sur. (2006)  pokazali da dvije razliļite skupine stanica iz nucleus pulposusa pokazuju razliļite 

razine ekspresije integrina, kolagena i biglikana. Risbud i Shapiro (2011) smatraju da stanice 

nucleus pulposusa ipak zadrģavaju stanice svitka cijeli ģivot, uz moguĺnost da je razvoj bolesti 

diska vezan uz eventualni gubitak subpopulacije stanica svitka, onih velikih vakuoliziranih 

stanica i to staniļnom smrĺu ili diferencijacijom u modificirane fenotipove (90). Obzirom da 

stanice svitka zadrģe neke karakteristike matiļnih stanica, ne bi bilo neobiļno da one nastave 

proliferirati u disku i tako odrģavati homeostazu i funkciju tkiva (13). Promjene poput hipoksije 

i hiperosmoze te ekspresije citokina i faktora rasta, mogu sprijeļavati proliferaciju ovih stanica 

i tako izazvati njihovu diferencijaciju u linije hondrocita, fibrocita ili osteoblasta i posljediļno 

doprinijeti nastanku i razvoju degenerativnih bolesti diska (13). MeĽutim, postoje podatci koji 

govore o populaciji malih progenitorskih stanica pronaĽenih u odraslom disku koje mogu 

diferencirati u hondrogene ili adipogene linije stanica i 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 hrskaviļnjaļa 

 

Dugo se mislilo da endoskeleton preļnousti nema pravog koġtanog tkiva, no istraģivanja 

hrskaviļnog kostura pokazala su drukļije rezultate (52, 55, 92-96). Popreļna sekcija 

kraljeģnice (podruļje blizu jetre i anusa) morske maļke bljedice S.canicula (97), pokazala je 

srediġnji dio kraljeģnice koji okruģuje svitak, ispunjen veĺim kalcificiranim povrġinama te 

dorzalno neuralne i ventralno poloģene hemalne lukove izgraĽene od hijaline hrskavice vezane 

uskim kalcificiranim pojasom uz perihondrij hrskavice. Mineralizirane povrġine graĽene su od 

hondrocita koji sudjeluju u mineralizaciji, dok su krajevi neuralnih lukova graĽeni od hrskavice 

koju oblaģe tanki sloj koġtanog tkiva koji sadrģi osteoblaste i osteocite (97). Ultrastruktura 

koġtanog tkiva potvrĽena je transmisijskom elektronskom mikroskopijom te su uoļena 

kolagenska vlakna tipa I (55), dok su u podruļju kalcificirane hrskavice pronaĽena kolagenska 

vlakana tipa II povezana s proteoglikanima (95). Ovi podatci ukazuju na sposobnost danaġnjih 

morskih pasa da okoġtaju svoj endoskelet, kao i da je sposobnost kalcificiranja hrskavice 
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primitivno svojstvo ļeljustoustih koje nisu nikada ni izgubili (97). S druge strane, u sisavaca je 

dokazano da je stvaranje i kalcifikacija kostiju pod utjecajem kalcitonina, hormona kojeg luļi 

ultimobranhijalno tijelo (embrionska struktura) ili parafolikularne stanice (C-stanice) ġtitne 

ģlijezde (98). U koġtunjaļa, kalcitonin djeluje na kosti i ġkrge, dok se u hrskaviļnjaļa smatra 

da je funkcija kalcitonina nestala. Buduĺi da Elasmobranchii imaju i koġtano tkivo i ġkrge, 

pretpostavlja se da bi funkcija ovog hormona trebala biti aktivna u regulaciji metabolizma 

kalcija, no to joġ treba istraģiti (97). 

Mineralizacija hrskavice u sisavaca, a posebno u ljudi, upuĺuje na distrofiļne promjene 

koje se dogaĽaju ili starenjem ili degenerativnim procesima (99). Kalcifikaciju moģe uvjetovati 

ili pratiti gubitak hondrocita uz promjene u matriksu hrskavice, ġto poveĺava njegovu 

bazofilnost i eventualno uzrokuje poveĺanje broja tzv. amiantoidnih vlakana (100). 

Prouļavanje hrskaviļnog kostura S. canicula X-zrakama (55), pokazalo je povrġinske naslage 

minerala, odnosno kortikalnu kalcifikaciju na gotovo svim dijelovima hijaline hrskavice. U 

kraljeģnici su uoļene dodatne naslage minerala i to koncentriļno rasporeĽene oko svitka te u 

lateralnim segmentima neuralnih lukova. Kalcifikacija hrskaviļnog matriksa u morskih pasa 

ne izaziva raspad hrskavice, odnosno prvotno potpuno nestajanje kalcificirane hrskavice da bi 

potom nastala kost  kao u sisavaca, stoga kostur hrskaviļnih riba moģe posluģiti kao model za 

istraģivanje mineralizacije matriksa hrskavice koji uzrokuje degenerativne promjene, odnosno 

direktnu metaplaziju hondrocita kojom se hijalina hrskavica transformira prvo u kalcificiranu 

hrskavicu, a potom u koġtano tkivo (55). Bolje razumijevanje ovog procesa doprinijet ĺe i 

modernom bioinģinjerstvu u stvaranju novih biomaterijala koji ĺe moĺi zamijeniti kost. 

MeĽu hrskaviļnim ribama uoļene su razliļite morfoloġke promjene kalcificiranog tkiva 

koje su razliļite kod razliļitih vrsta, ovise o dobi, naļinu prehrane i poloģaju u tijelu. Dean i 

Samers (2006) su predstavili tri razliļita tipa kalcifikacije (areoalni, prizmatiļni i globularni) 

koji stvaraju dva osnovna tipa hrskavice, vertebralni i kockasti (eng. tessellated cartilage). 

Kockasti tip (95) je sastavljen od malih blokova (tesera) prizmatiļne i globularne kalcificirane 

hrskavice, dok je vertebralni sastavljen od sva tri tipa (93). Ļitava serija rezova napravljenih 

duģ osi kostura S. canicula, pokazala je da su hondrociti u blokovima tesere kao i u dvostrukim 

konovima kraljeģaka, degenerirani. TakoĽer, za razliku od drugih vrsta, ova morska maļka 

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

 

Koljeno (Phylum): CHORDATA ï svitkovci 

Potkoljeno (Subphylum): VERTEBRATA ï kraljeģnjaci 

Razred (Classis): CHONDRICHTHYES ï hrskaviļnjaļe 

Podrazred (Subclassis): ELASMOBRANCHII ï preļnouste 

Nadred (Superodo): SELACHIMORPHA, morski psi 

Red (Ordo): CARCHARHINIFORMES - kuļkovi 

Porodica (Familia): SCYLIORHINIDAE, morske maļke 

Rod (Genus): Scyliorhinus 

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

 

Slika 1. Morska maļka Scyliorhinus canicula L. (izvor: Institut RuĽer Boġkoviĺ, Centar za 

istraģivanje mora). 

 

Iako se u evoluciji riba pojavljuju ranije te ih obiljeģava nepostojanje koġtanog skeleta, 

pripadnici podrazreda preļnousta (Elasmobranchii), su vrlo razvijeni organizmi koji su svoje 

sposobnosti i obiljeģja poput brzog i okretnog plivanja, dobrih osjetnih organa i razvijenog 
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mozga te vrlo jakih ļeljusti okrenuli u svoju korist (3). U njihovoj krvi nalazi se visoka 

koncentracija uree, nemaju koġtanog kostura iako se njihova hrskavica moģe kalcificirati, 

nemaju ġkrģni poklopac, pluĺa ni plivaĺi mjehur. Jeziļnoļeljusna hrskavica sluģi kao potporanj 

ļeljusti. Rep im je heterocerkalan (gornji reģanj peraje je veĺi nego donji), a oplodnja unutarnja. 

Tijelo im je viġe-manje prekriveno plakoidnim ljuskama, koje se nalaze i u ustima tvoreĺi zube 

koji se serijski izmjenjuju. Probavna cijev im je relativno kratka, ali vijugava pa je i 

apsorpcijska moĺ poveĺana (3).  U ovaj podrazred ubrajaju se morski psi, raģe i drhtulje. 

 

1.6. Geografska rasprostranjenost i naļin ģivota morske maļke bljedice 

Morska maļka bljedica ili kako je joġ nazivaju mali morski pas, S. canicula L. rasprostranjena 

je na podruļju sjevernoistoļnog Atlantika, od Norveġke i Britanskih otoka do Senegala i 

vjerojatno Obale Slonovaļe, i Sredozemlja, pa tako i Jadranskog mora (102). To je priobalna, 

bentonska vrsta (benton ï biljni i ģivotinjski organizmi koji ģive na dnu mora ili slatke vode) 

koja moģe ģivjeti na razliļitim vrstama dna poput pjeġļanog, muljevitog ili obraslog algama, a 

povremeno vodi i nektonski ģivot (nekton ï organizmi koji samostalno plivaju neovisno o struji 

vode). Ovaj predator aktivan je uglavnom noĺu, dok danju miruje na morskom dnu. Moģe 

obitavati na dubinama do 400 m, ali uglavnom nastanjuje pjeġļana dna dubine ispod 100 m 

(102).  

 

1.7. Morfoloġke osobine morske maļke bljedice 

 

Uz hrskaviļan kostur, glavna obiljeģja hrskaviļnjaļa su jake ļeljusti s brojnim zubima, dobro 

razvijeni osjetni organi i parne peraje. Na srcu imaju arterijski ļunj, a ne posjeduju plivaĺi 

mjehur (25). Osim usta poloģenih s donje, trbuġne strane glave znaļajke ove skupine su pet 

pari ġkrģnih vreĺica koje se otvaraju na povrġini tijela. Morska maļka bljedica moģe dosegnuti 

duģinu 60 ï 70 cm, teģinu oko 3 kg, a ģenke su uglavnom veĺe od muģjaka. Najveĺi ulovljeni 

primjerak bio je dug 1m. Glava im je tupasto zaġiljena, a tijelo izduģeno i vitko. MeĽu 

pripadnicma ove vrste postoji i spolni dimorfizam, pa tako muģjaci imaju duģe glave s duģim, 

uskim ustima (103). LeĽna strana tijela svjetlosmeĽe je boje s tamnim mrljama, dok je trbuġna 

strana mlijeļnobijela ġto ovoj vrsti omoguĺuje dobru prilagodbu okoliġu u kojem ģivi. Tijelo 
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morske maļke je podijeljeno na glavu, trup i rep. Kroz trup i rep proteģe se hrskaviļna 

kraljeģnica, kroz koju prolazi leĽna moģdina. Na glavi se nalaze rostrum (vrġni dio glave ispred 

oļiju), oļi sa slobodnim kapcima, ġtrcala (spiraculum, modificirani ġkrģni otvori koji sluģe za 

ulaz vode dok se ģivotinja hrani), usta s viġe redova zubi (modificirane plakoidne ljuske), nosni 

otvori s zaklopcima, boļna pruga (linea lateralis, osjetilni organ koji se pruģa duģ cijelog tijela, 

a omoguĺuje ģivotinji detekciju strujanja i vibraciju vode), Lorenzinijeve ampule 

(elektroreceptori, sluģe za detekciju elektroimpulsa drugih ģivotinja koji nastaju otkucajima 

srca) i pet pari ġkrģnih otvora. Na trupu se uoļava boļna pruga, peraje, neļisnica i kopulatorni 

organ (mixipterygium, kojeg imaju samo muģjaci). Neļisnica je na trbuġnoj strani zajedno s 

mokraĺno-spolnom papilom kod muģjaka, odnosno mokraĺnom papilom kod ģenke. Rep ļini 

najveĺi dio ģivotinje, graĽen je od snaģnih miġiĺa pomoĺu kojih se ģivotinja pokreĺe. Na 

repnom dijelu se nalaze neparne peraje: leĽne (jedna do tri, pinnae dorsales), podrepna peraja 

(pinna analis) i repna peraja (pinna caudalis) (25). Odrasli primjerci hrane se manjom ribom, 

glavonoġcima i racima, a mlaĽi primjerci planktonskim raļiĺima. Za razliku od ostalih 

elasmobranchia, morska maļka bljedica ne mora stalno biti u pokretu da joj voda struji preko 

ġkrga, jer aktivno pumpa vodu koristeĺi razliku tlaka izmeĽu ģdrijela i ġkrģnih filamenata koji 

spreļavaju vraĺanje vode kada je ģdrijelo kontrahirano. Preļnouste su razvile razliļite 

prilagodbe kako bi smanjile svoju specifiļnu teģinu. Tako njihova jetra sadrģi nezasiĺena ulja 

poput skvalena (C30H70) koja mogu ļiniti 1/5 teģine ģivotinje. Krv im sadrģi manje soli nego 

morska voda. Gubitak kalcificiranog tkiva takoĽer moģe biti jedna od tih prilagodbi (3).  

 

1.7.1. GraĽa koģe morske maļke 

Koģa morske maļke bljedice je gruba i hrapava jer je prekrivena plakoidnim ljuskama. Vanjski 

sloj koģe, pousmina (epidermis) je viġeslojni epitel s mnogim ģlijezdanim stanicama koje 

izluļuju sluz (25). Pousmina pruģa zaġtitu od infekcija i regulira propusnost koģe (3). Usmina 

(dermis) sastavljena je od vezivnih vlakana rasporeĽenih u viġe slojeva i smjerova ġto 

omoguĺava koģi prilagodbu svakom pokretu ģivotinje, dajuĺi joj ļvrstoĺu i savitljivost (3). 

Plakoidna ljuska polazi iz usmine, a sastoji se od bazalne ploļe na koju se nastavlja zubiĺ graĽen 

od dentina i prekriven slojem vitrodentina (3, 25). U unutraġnjosti zubiĺa je pulpa. Glavna uloga 

plakoidnih ljuski je spreļavanje prihvaĺanja nametnika na povrġinu tijela, ali i smanjivanje 

hidrodinamiļkog otpora vode prilikom plivanja jer su zubiĺi usmjereni prema repu. Plakoidne 

ljuske  se koriste i za odreĽivanje vrste ribe. Ljuske su graĽom sliļne zubima, odnsono zubi 
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morskih pasa jesu modificirane plakoidne ljuske (3). Zahvaljujuĺi sloju kromatofora ispod 

epidermisa, ove ģivotinje se mogu bojom prilagoĽavati boji okoliġa (3). Koģa je vjerojatno, kao 

i kod drugih ģivotinja, osjetni organ, pa omoguĺuje morskoj maļki osjete poput dodira, boli, 

sviĽanja (3). 

1.7.2. GraĽa miġiĺa morske maļke 

Duģ ļitavog tijela hrskaviļnih riba proteģu se sa svake strane dva velika miġiĺna snopa (3, 25). 

Vanjski, tanki sloj ļine crvena miġiĺna vlakna, dok je srediġnja masa sastavljena od bijelih 

miġiĺnih vlakana. Svaki snop je podijeljen mioseptama na miomere koje su rasporeĽene poput 

tuljaca, a podudaraju se s kraljeġcima (25). Ovakav raspored miomera omoguĺuje da kontrakcija 

miġiĺnih vlakana ide boļno duģ tijela, a ne dorzoventralno (3). Gemballa i sur. (2011) su 

predloģili da se miosepte ne promatraju kao slojevi vezivnog tkiva, veĺ da se smatraju tetivama 

koje za pokrete plivanja raspodijeljuju snagu u odreĽenim smjerovima. U ļeljustouste svaka 

miosepta sadrģi set od ġest specifiļno poloģenih tetiva (104, 105). Ovakva organizacija miosepta 

nije poznata izvan ļeljustoustih te nije promijenjena veĺ 400 milijuna godina, ġto govori o 

visokoj funkcionalnosti ovakve arhitekture miosepta i moģe posluģiti kao kljuļ za razumijevanje 

samog mehanizma plivanja kod riba (104, 106). U trupu i repu su miġiĺi najjaļe razvijeni (25). 

Pokretanje omoguĺuju kontrakcije repnih miġiĺa, a peraje sluģe kao kormila. Miġiĺi ļine 40 ï 

60 % mase ļitavog tijela ribe, a razlikuju se od miġiĺa ostalih kraljeģnjaka. U morske maļke 

miġiĺe inerviraju dva motorna neurona (107), za razliku od teleosta gdje kontrakciju uzrokuje 

mnogo ģivļanih vlakana (30). Miġiĺi koji omoguĺavaju pokrete plivanja imaju uzduģna vlakna 

vrlo sliļna kao kod paklare i kopljaļe (3). 

1.7.3. GraĽa peraja morske maļke 

Peraje u morske maļke bljedice mogu biti parne (pterygia) i neparne (pinnae). Parne 

peraje su prsne (pterygia pectoralia) i trbuġne (pterygia ventralia), a neparne leĽna (pinnae 

dorsales), podrepna (pinna analis) i repna peraja (pinna caudalis). Prsne peraje su relativno 

velike, sluģe za kontrolu promjene smjera kretanja, dok dvije trbuġne peraje sluģe kao 

stabilizatori protiv vrtnje, odnosno spreļavaju okretanje. Kod muģjaka je dio trbuġnih peraja 

preobraģen u kopulatorni organ, mixipterygium. Repna peraja je jako duga i ravna s dugim, dobro 

razvijenim ventralno poloģenim reģnjem (102). Prsne peraje priļvrġĺene su na hrskaviļno 

opleĺje koje ima oblik debelog luka. Svaka od prsnih peraja ima tri perajne potpore 
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(pterygiophore): prednju (propterygium), srednju (mesopterygium) i straģnju (metapterygium). 

Na njih se naslanjuju zrakaste ġipļice (radialia) koje pridrģavaju koģne ġipļice (ceratotrichia) 

(3, 25, 35). Trbuġne peraje podupire samo straģnja perajna potpora koja se pridrģava za 

hrskaviļno kukovlje. Neparne peraje, dvije leĽne i repnu, podupiru pterygiophore na koje se 

nastavljaju elastiļne niti (actiniotrichia) (25, 35). Repna peraja je heterocerkalna, ġto znaļi da 

joj je dorzalni luk mnogo veĺi od ventralnog ġto omoguĺava dizanje ģivotinje prema gore (3). 

Ovakav rep je karakteristiļan za hrskaviļnjaļe koje su uglavnom teģe odvode. Ovakav rep 

omoguĺava kormilarenje u vertikalnom smjeru, a zajedno sa spljoġtenim prsnim perajama 

kompezira nedostatak uzgona (25). Zbog opisane anatomske graĽe, peraje hrskaviļnih riba se 

ne mogu sklapati stoga su stalno raġirene (25). Iako su hrskaviļnjaļe najprimitivnije meĽu 

kraljeģnjacima, graĽa njihovih parnih peraja sluģi kao model za istraģivanje podrijetla i razvoja 

parnih izdanaka (38). 

1.7.4. GraĽa skeletnog sustava morske maļke 

Kostur u morske maļke je hrskaviļan, na pojedinim dijelovima mogu se uoļiti okoġtanja, ali u 

njemu nema nikada pravih kostiju (25). Kostur se satoji od lubanje i kraljeģnice. Kod riba se prvi 

put u evoluciji pojavljuju zubi u ļeljusti. Lubanja se sastoji od niza hrskaviļni ploļica koje 

okruģuju mozak i osjetne organe (3). U prednjem dijelu lubanja je izduģena u rostrum, na lubanji 

se mogu uoļiti sljedeĺi dijelovi: predļeoni dio koji se produģava u rostrum, nosni dio s mirisnom 

ļahuricom, oļni (orbitalni) dio, sluġni (optiļki) dio, zatiljni (okcipitalni) dio koji se s dvije 

zatiljne kvrģice povezuje s prvim kraljeġkom, ļeljusni dio te ġkrģni dio s pet ġkrģnih lukova (25). 

Nosne ļahurice, orbitalni rubovi i sluġne ļahurice se spajaju u jedinstvenu strukturu, tzv. 

chondrocranium (3). Gornja ļeljust je graĽena od nepļanokvadratne hrskavice, a donja je tzv. 

Mekelova hrskavica s ļije donje strane se nalazi jeziļna hrskavica (hyoideum). Kraljeģnica 

morske maļke dijeli se na trupni i repni dio. Kraljeġci su amficelni, dvoļaļkasti udubljeni s obje 

strane, odnosno tijelo kraljeġka ima konkavni oblik (3, 25). Tijelo kraljeġka nastalo je od slojeva 

hrskavice poloģenih prema dolje oko svitka ili unutar njega (3). Zato kroz tijelo kraljeġka prolazi 

svitak koji se suģava i ġiri kako se suģava i ġiri samo tijelo kraljeġka, od sredine prema krajevima. 

Kroz gornji luk trupnih i repnih kraljeģaka prolazi leĽna moģdina pa se taj luk naziva neuralni 

luk. Neuralni lukovi podupiru neuralne grebene (35). IzmeĽu neuralnih lukova nalaze se 

trokutaste strukture, interneuralni lukovi (35). Zajedno, neuralni i interneuralni lukovi zatvarju 

neuralni kanal kroz koji prolazi leĽna moģdina. Donji luk je hemalni luk koji se s hemalnim 

grebenom uoļava samo u repnoj kraljeģnici. Kroz hemalni luk prolaze krvne ģile. Trupni 
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kraljeġci sastoje se od tijela kraljeġka, neuralnog i hemalnog luka te boļnih izraslina parapofiza 

(25). Repni kraljeġci ne posjeduju boļne izrasline. IzmeĽu svakog kraljeġka nalazi se 

intervertebralni disk nastao od svitka. Kraljeġci su povezani ligamentima, ali nisu sloģeni na 

naļin kao kod kopnenih ģivotnijna (3). 

1.7.5. GraĽa probavnog sustava morske maļke 

Morske maļke su predatori, hrane se raznim bentonskim beskraljeģnjacima i bentonskom ribom. 

Svoj plijen detektiraju Lorenzinijevim ampulama. U usnoj ġupljini morske maļke nalazi se 

nekoliko redova oġtrih, ġiljastih zubi koji su preobraģene plakoidne ljuske. Karakteristiļno je za 

morske pse da ih stalno zamijenjuju, a oblik i raspored zubi u ļeljustima znaļajan je za 

determinaciju vrste (25). Muģjaci imaju ġira usta i duģe zube od ģenki (108). U morske maļke 

bljedice uoļeno je devet razliļitih tipova zubi (109). Na usnu ġupljinu se nastavlja ģdrijelo, 

bogato mnogobrojnim ģlijezdama i prorezano ġkrģnim otvorima (25), koje se suģava u miġiĺavi 

jednjak te hrana dolazi u ģeludac. Ģeludac je podijeljen u dva dijela, silazni kardijalni dio i 

uzlazni piloriļki dio. Tu se hrana mijeġa i pretvara u kaġu, a sadrģaj ģeludca je kiseo zahvaljuĺuju 

enzimu sliļnom pepsinu (3). Na piloriļki dio ģeludca nastavlja se tanko crijevo. Nabor sluznice 

crijeva tvori spiralni zalistak (typhlozolis) koji smanjuje lumen crijeva, a poveĺava njegovu 

povrġinu (25). U ovom dijelu crijeva sadrģaj je alkalan i sadrģi enzime poput amilaze, lipaze i 

tripsina (3). Slijedi debelo pa straģnje crijevo koje se otvara u neļisnicu. U neļisnicu se otvaraju 

i mokraĺni i spolni izvodni kanali. Na prijelazu izmeĽu debelog i straģnjeg crijeva nalazi se 

rektalna ģlijezda (glandula digitiformis). Rektalna ģlijezda ima ulogu u osmoregulaciji, aktivno 

kontrolira osmotski tlak ģivotinje koja ģivi u vodenom mediju (3). Naime, morski psi kako bi 

zadrģali osmotsku ranoteģu i sprijeļili preveliki gubitak vode iz tijela, razvili su niz prilgodbi. 

Tako su bubrezi specijalizirani za zadrģavanje uree u krvi, a vodu primaju osmozom kroz ġkrge. 

Jetra je najveĺi visceralni organ, sluģi kao spremiġte za glikogen i mast. GraĽena je od dva velika 

i jednog malog srediġnjeg reģnja te  sadrģi ģuļni mjehur koji sa ģuļovodom ulazi u prednji dio 

debelog crijeva. Jetra ima ulogu plivaĺeg mjehura kojeg posjeduju ribe koġtunjaļe, pomoĺu 

kojeg odrģava ģivotinju na odreĽenoj dubini (3). Guġteraļa je izduģenog oblika smjeġtena 

izmeĽu ģeludca i tankog crijeva. GraĽena je od dva reģnja, egzokrinog i endokrinog (3). Uz 

kaudalni dio ģeludca nalazi se mala ģlijezda kompaktne graĽe, slezena. S obzirom da kod 

hrskaviļnjaļa nedostaje koġtana srģ, slezena ima ulogu stvaranja crvenih krvnih stanica (3). 
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1.7.6. GraĽa diġnog i krvoģilnog sustava morske maļke 

Morska maļka bljedica diġe pomoĺu ġkrga. Na lateralnim stranama glave nalazi se pet ġkrģnih 

pukotina. Svaka ġkrga (holobranchia) graĽena je od dvije poluġkrge (hemibranchia). Poluġkrge 

su graĽene od bogato prokrvljenih filamenata, ġkrģnih lamela. Morska voda neprestano prolazi 

kroz ġkrge, jer morska maļka drģi otvorena usta dok pliva (3). Voda ulazi kroz usta, prelazi 

preko ġkrga i izlazi van kroz ġkrģne pukotine. Krv u kapilarama ġkrģnih lamela struji u 

suprotnom smjeru od strujanja morske vode ġto omoguĺuje uļinkovitije obogaĺivanje krvi 

kisikom (3). Srce morske maļke je veliko i smjeġteno je u perikardijalnoj ġupljini (25), izmeĽu 

dva reda ġkrga. Obavija ga osrļje (pericardium) i hrskaviļni ovoj. GraĽeno je od ļetiri dijela: 

venski zaton (sinus venosus), pretklijetka (atrium), klijetka (ventriculus) i arterijski ļunj (conus 

arteriosus). Srce je vensko, kroz njega prolazi samo deoksigenirana krv. Venska krv se iz tijela 

ulijeva kroz ļetiri velike vene u venski zaton, prolazi kroz pretklijetku, klijetku i konaļno 

arterijski ļunj. Iz arterijskog ļunja izlazi velika trbuġna aorta (aorta ventralis) koja provodi 

vensku krv iz srca (25). Iz nje se grana pet dovodnih ġkrģnih arterija (arteriae branchiales 

afferentes) koje dovode vensku krv do ġkrga. Na ġkrģnim lamelama se krv oksigenira, a 

arterijska krv izlazi iz ġkrga pomoĺu 4 para odvodnih ġkrģnih arterija (arteriae branchiales 

efferentes) te se ulijeva u veliku leĽnu, silaznu aortu (aorta dorsalis). LeĽna aorta se proteģe 

ispod kraljeģnice duģ leĽne strane te se produljuje u repnu arteriju (arteria caudalis), ali se i 

grana na manje arterije (bubreģnu, jetrenu, glavenu,...) (25). Cirkulacija je spora, u prosjeku 

traje ispod 2 minute (3). 

1.7.7. GraĽa ģivļanog sustava morske maļke 

Ģivļani sustav hrskaviļnjaļa je u nekim strukturama, posebice mozgu, bolje razvijen nego kod 

koġtunjaļa (25). U odnosu na tijelo, mozak preļnousti je teģi nego li u ostalih anamniota, ptica 

i sisavaca (3). Mozak se sastoji od pet dijelova: prednji mozak, meĽumozak, srednji mozak, 

straģnji mozak i primozak. Prednji mozak (telencephalon, cereberum) sastoji se od velikih 

polutki ispred kojih su parni, mirisni reģnjevi (lobi olfactorii). Ġupljina prednjeg mozga je 

neparna, pa nema podjele na dvije samostalne polutke. U pokrovu prednjeg mozga uoļava se 

ģivļano tkivo ġto je znak naprednijeg razvitka u odnosu na koġtunjaļe (25). Osjet mirisa, 

morska maļka prima kroz mirisne vreĺice koje su na dnu nosnih pukotina. Mirisne vreĺice su 

kemoreceptori, neuro-osjetne stanice koje direktno prenose signal prema mirisnim reģnjevima 

u prednjem mozgu. Zahvaljuĺi osjetljivosti ovih stanica, morski psi mogu osjetiti kap krvi na 



1. Uvod 
     __________________________________________________________________________________ 

18 

 

nekoliko kilometara udaljenosti (3). MeĽumozak (diencephalon) je smjeġten izmeĽu prednjeg 

i srednjeg mozga, a s njegove leĽne strane je smjeġtena nadmoģdana ģlijezda, epifiza 

(epiphysis) (25). Epifiza luļi hormon melatonin koji kontrolira razdoblja spavanja i aktivnosti 

ģivotinje. S donje strane meĽumozga je smjeġtena hipofiza (hypophysis) koja izluļuje hormone 

koji upravljaju radom svih ostalih endokrinih ģlijezda. Tako hipofiza kontrolira krvni i 

osmotski tlak, rad bubrega, metabolizam i druge funkcije. Srednji mozak (mesencephalon) je 

jako dobro razvijen, a sadrģi dva vidna reģnja (lobi optici) (25). Osjetilo vida je vaģno ovim 

ģivotinjama za lov, ġto upuĺuje na dobru razvijenost oļiju (3). Zjenice morske maļke imaju 

sposobnost kontroliranja koliļine svjetlosti koja ulazi u oko. TakoĽer, morski psi mogu nauļiti 

razlikovati svjetlo od tame kao i okomite od vodoravnih pruga, a sve vjerojatno zahvaljujuĺi 

funkciji prednjeg mozga (3). Straģnji mozak (metencephalon, cerebellum) je priliļno velik (3), 

prekriva dio srednjeg mozga i prednji dio primozga. Ima ulogu kao centar za koordinaciju 

pokreta ġto morskim maļkama i morskim psima daje odlike dobrih i brzih plivaļa. Na 

straģnjem mozgu nalaze se uġni reģnjevi (lobi auriculares) koji se pruģaju duģ leĽne moģdine, 

a centri su za ravnoteģu. Uġi preļnoustih sadrģe receptore za detekciju linearnih i kruģnih 

pokreta, poloģaja drugog organizma i vjerojatno za sluh (3). Slijedi primozak (medulla 

oblongata) u ļijem se srediġnjem dijelu nalazi rombna jamica (fossa rhomboidalis). Na 

primozak se nastavlja leĽna moģdina (medulla spinalis) koja nije sastavni dio mozga. Iz leĽne 

moģdine grana se jedanaest pari lubanjskih ģivaca (25). Veliki, intrakranijalni prostor izmeĽu 

mozga i hrskaviļne lubanje ispunjen je tekuĺinom, nalik plazmi (3). 

1.7.8. GraĽa mokraĺnog i spolnog sustava morske maļke  

Kod muģjaka maļke bljedice mokraĺni i spolni sustav su strukturno povezani pa se govori o 

mokraĺno-spolnom sustavu, dok ģenke imaju potpuno odvojena ova dva sustava. Bubrezi 

izgledaju kao tanke, plosnate, tamno crvene pruge koje se pruģaju od prsnog pojasa sve do 

neļisnice. Iz bubrega izlazi pet mokraĺovoda koji se spajaju u jedan mokraĺni sinus koji se 

otvara u neļisnici. Morski psi zadrģavaju ureu u krvi i tako postaju hiperosmotiļni u odnosu na 

morsku vodu (3). Spolni sustav je visoko specijaliziran za unutarnju oplodnju i stvaranje 

nekoliko vrlo velikih jaja bogatih ģumanjkom (3). U muģjaka, parni sjemenici su izduģeni i leģe 

dorzalno u trbuġnoj ġupljini, po jedan uz svaku stranu jednjaka i ģeludca. Sperma nastala u 

sjemenicima odvodi se pomoĺu izvodnih sjemenih cjevļica (ductuli efferentes) u reproduktivni 

dio bubrega, nuzsjemenik (epididymis) na koji se nastavlja sjemenovod (vas deferens). Stijenke 

sjemenovoda izluļuju tvar koja sakuplja spermije u spermatofore koje se spremaju u sjemenu 
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vreĺicu (sacculus seminalis), koja je puna ili prazna ovisno o sezoni parenja (3). Ģenke imaju 

samo jedan jajnik (ovarium) koji je smjeġten uz rubni dio bubrega. Jajovodi su duge, tanke cijevi 

koje se u vrġnom dijelu ġire u zdjeliļastu strukturu nazvanu otvor jajovoda (ostium tubae). 

Jajaġca prvo padaju u trbuġnu ġupljinu, a potom kroz otvor jajovoda u jajovode. Na vrhu svakog 

jajovoda nalaze se lupinske (nidamentalne) ģlijezde koje stvaraju bjelanļevinastu tekuĺinu za 

jajaġca te stvaraju keratinsku ļahuru (3, 25). Donjim dijelom jajvodi se spajaju u jednu cijev i 

otvaraju se u neļisnicu. Viviparne (ģivorodne) vrste morskih pasa imaju maternicu (uterus) koja 

se takoĽer otvara u neļisnicu (3). Tijekom parenja muģjak kopulatornim organom 

(mikypteridium) u neļisnicu ģenke izbacuje spermatofore sa spermom. Maļke bljedice su 

oviparne, ģenka polaģe jaja, a embriji se samostalno razvijaju bez brige odraslih. Ģenka lijeģe 

manji broj jaja obavijenih roģnatim ļahurama s konļastim, spiralnim nastavcima kojima se 

prihvate za morske biljke (Slika 2). Zametak posjeduje veliku ģumanjļanu vreĺicu i vanjske 

ġkrge koje nestanu prije nego ġto se mladi izlegnu (25). Ģenke lijeģu jaja u proljeĺe i rano ljeto. 

Zanimljivo je da morska maļka bljedica ima najveĺa jaja u odnosu na tijelo od svih kraljeģnjaka 

(102, 110). Jaja su obiļno veliļine 4 cm x 2 cm i nikad nisu duģa od 6 cm. Embrionalni razvoj 

traje od 5 ï 11 mjeseci, u prosjeku izmeĽu 8 i 9 mjeseci. Mladi se raĽaju veliļine 9 ï 10 cm i 

izgledaju kao odrasle jedinke (102).  U podruļju sjevernog Atlantika, spolnu zrelost muģjaci 

doģivljavaju u prosjeku sa 6,6 godina i duģine 53,5 cm, dok ģenke sazrijevaju u prosjeku sa 7,9 

godina i duģine 57 cm. U Sredozemlju, gdje su temperature viġe, rast i sazrijevanje su puno brģi 

(110). Zanimljivo je da muģjaci za vrijeme sazrijevanja mijenjaju zube koji postaju duģi i oġtriji, 

jer tim dugim zubima pridrģavaju ģenku tijekom parenja (103). 

 

Slika 2. Jaje morske maļke obavijeno roģnatom ļahurom (izvor: Sander van der Wel). 

http://www.flickr.com/people/40803964@N08
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1.8. Morfoloġke osobine kraljeġka i svitka morske maļke bljedice 

U morskih pasa, svaki kraljeģak je sastavljen od dorzalno smjeġtenog neuralnog luka, 

ventralno poloģenog hemalnog luka te centruma, dijela trupa kraljeġka ovalnog oblika u kojem 

se nalazi notokordalni kanal kroz koji prolazi svitak. Kroz neuralni luk prolazi neuralna cijev, 

odnosno leĽna moģdina, a kroz hemalni luk krvne ģile, ali samo u podruļju repnog dijela 

kraljeģnice. Svi kraljeġci su kod ovih hrskaviļnjaļa amficelni, odnosno na oba kraja su 

konkavni. Notokordalni kanal se u srediġtu centruma svakog kraljeġka suģava, a na izlasku 

centruma se ġiri, tako da je i svitak koji ispunjava ovaj kanal, takoĽer naizmjeniļno proġiren, 

odnosno suģen. IzmeĽu svakog neuralnog luka nalaze se trokutasti interneuralni lukovi (35). 

Prostori izmeĽu svakog kraljeġka sadrģe ġupljine, odnosno podruļja 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 sadrģi agregate proteoglikana u 

kombinaciji s vlaknima kolagena tip I i II. Annulus fibrosus okruģuje nucleus pulposus, 

agrikanom bogato ģelatinozno tkivo. U veĺine vrsta, u neonatalnoj dobi nucleus pulposus je 

visoko celularna struktura s realtivno malo izvanstaniļnih proteoglikana, za razliku od odrasle 

dobi kada je taj odnos upravo suprotan. Nucleus pulposus je takoĽer nastao od svitka te sadrģi 

velike vakuolizirane stanice i manje stanice nalik hondrocitima. Kako IVD sazrijeva, broj 

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

Iako je morska maļka S. canicula zbog svoje dostupnosti i pristupaļnosti za razvojne 

studije veoma eksploatirani objekt istraģivanja, u literaturi postoje podatci o graĽi skeletnog 

sustava, stupnju mineralizacije hrskavice, ali ne i o graĽi samog svitka morske maļke koji su 

oskudni ili veĺim dijelom nedostaju. Na uzduģnim prerezima kraljeġka morske maļke bljedice, 

uoļava se tijelo kraljeġka koje okruģuje svitak te s dorzalne strane poloģen neuralni luk, a s 

ventralne hemalni luk (97). Na tijelu kraljeġka vidljivo je veliko kalcificirano podruļje koje 

poput prstena okruģuje svitak (55, 111). Neuralni i hemalni luk graĽeni su od hijaline hrskavice 

okruģeni uskim kalcificiranim pojasom tik uz perihondrij (97).  
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1.9. Molekularno-bioloġke osobine svitka u morske maļke bljedice 

Istraģujuĺi evolucijske mehanizme gastrulacije kraljeģnjaka, SaukaïSpengler i sur. (2003) 

prouļavali su skupinu brachyury gena usporeĽujuĺi je izmeĽu morske maļke bljedice i paklare; 

toļnije dva gena, nazvana LfT i ScT, koja postoje i u koġtunjaļa, a kodiraju razvoj svitka i repa 

te pokazuju prijelaznu ekspresiju za prekordalnu ploļu koja je vjerojatno podrijetlom 

zajedniļka kraljeģnjacima. Rezultati su pokazali da su ove stanice prisutne na cijelom rubu 

blastoderma te da za vrijeme gastrulacije migriraju prema straģnjoj strani, ġto se podudara s 

mjestom nastanka mezoderma i endoderma. Ova saznanja potvrdila su gastrulaciju 

hrskaviļnjaļa na molekularnoj razini, ali i sliļnosti samog procesa u morske maļke i paklare 

unatoļ njihovoj filogenetskoj udaljenosti (39). 

Za skupinu hox gena se smatra da ima vaģnu ulogu u evoluciji morfoloġkih struktura 

poput ļeljusti, pojaseva i kraljeģaka u gnastostoma. U morske maļke 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 istraģivanju otkrili gubitak hoxC 

transkripata u embrijima morske maļke te zakljuļili da gubitak ļitave hoxC skupine u 

preļnoustih riba predstavlja dokaz za odvijanje prirodne delecije ļitave hox skupine gena u 

kraljeģnjaka. Istraģujuĺi evoluciju transkripcije hox koda u morske maļke, Oulion  i sur. (2011) 

su zakljuļili da je ekspresija uzduģ anterio-posteriorne osi serijski homolognih struktura kao 

ġto su ġkrģni lukovi, straģnji mozak i somiti, podvrgnuta suptilnim promjenama tijekom 

evolucije. Hox geni djeluju kao predloģak prema kojemu nastaju morfoloġki raznolike 

homologne strukture koje se razvijaju uz tjelesnu os (48). Analiza transkripcije nakupina hox 

skupine gena u morske maļke, koji postoje i u sisavaca, a izrazito su sloģene strukture je 

pokazala da je to skupina gena visoko konzervirana meĽu ļeljustoustima (47).  
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1.10. Imunohistokemijske osobine hrskaviļnog kostura u morske maļke 

bljedice 

Prouļavanje hrskaviļnog kostura morske maļke bljedice, histokemijskim metodama je 

dokazano prisustvo kalcijevog karbonata i kalcijevog fosfata, dok je imunohistokemijska 

analiza pokazala znaļajne koliļine 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 Ŭ-aktin glatkih miġiĺa bile negativne. Negativne reakcije 

pokazala su bojanja na protutijela BSP (bone sialoprotein) i OC (osteocalcin), kao i ON 

(osteonectin) i OPN (osteopontin) u matriksu, iako je blijedo citoplazmatsko obojenje uoļeno 

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

Hondrociti u mineraliziranom matriksu bili su ili oļuvani ili nekrotiļni. Unutar kraljeģaka su 

uz naslage minerala pronaĽena i gruba kolagenska vlakna tipa I te se ovo tkivo smatra 

koġtanim, za razliku od tkiva u lateralnim segmentima neuralnih lukova koje je definirano kao 

acelularna kost koġtunjaļa (55). Elektronskim mikroskopom, na uzorcima tkiva podruļja ġkrga 

i peraja, uoļena su delikatna kolegenska vlakna promjera 20 nm bez jasne orijentacije, a izmeĽu 

vlakana granule proteoglikana. Kolagenska vlakna u snopovima promjera i do 100 nm, uoļena 

su i u perihondriju (55). 

 

1.11. Znaļaj morske maļke bljedice u bioinģinjerstvu 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 lijeļenje zajedniļkih 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 staniļnim membranama stanica i u izvanstaniļnom 

matriksu. Agrikan, glavni proteoglikan hondroitin sulfata, pronaĽen u hrskavici zajedno s 

hijaluronskom kiselinom, kolagenom i drugim proteinima, daje ovom tkivu ģelatinoznu 

teksturu te elastiļna svojstva. Hondroitin sulfat je izoliran denaturacijom hrskavice, a 

primjenom kemijskih i spektroskopskih tehnika prouļena su njegova svojstva. Rezultati su 

pokazali da hondroitin sulfat, izoliran iz hrskavice morske maļke posjeduje kemijsku strukturu 



1. Uvod 
     __________________________________________________________________________________ 

23 

 

kompatibilnu s ljudskom fiziologijom, ġto morsku maļku postavlja kao vaģan izvor ovog 

polisaharida. Lijeļenje osteoartritisa je uglavnom bazirano na uporabi analgetika, steroidnih i 

nesteroidnih protuupalnih lijekova, no ako se u lijeļenje ukljuļe preparati na bazi polisaharida 

hondroitin sulfata, potreba za gore spomenutim lijekovima je manja. Temeljem ovih saznanja, 

znaļaj hondroitin sulfata izoliranog iz S. canicula L. kako zanstveni tako i farmakoloġki, je 

neupitan (63).  

Dermatan sulfat kao glavni glukozaminoglikan ļini 75% polisaharida u koģi morske maļke 

(112). Ispitivanjem antikoagulacijskih svojstava izoliranog i proĺiġĺenog dermatan sulfata 

(38,6 kDa) te usporedbom sa svojstvima svinjskog intestinalnog dermatan sulfata (112) 

utvrĽeno je da je onaj prvi produģio vrijeme aktivacije poluģivota tromboplastina i ģivota 

trombina te zadrģao i inhibirao nastajanje trombina. Dermatan sulfat nije utjecao na agregaciju 

trombocita ni na aktivaciju induciranu razliļitim faktorima, ġto ga predstavlja kao potencijalno 

koristan lijek antikoagulantne terapije. 

Koģa morskih pasa prekrivena je plakoidnim ljuskama, koje posjeduju prirodni, joġ uvijek 

nedovoljno poznat, mehanizam protiv obraġtanja. U tu svrhu prouļavane su plakoidne ljuske 

morske maļke te je utvrĽena znaļajna razlika u dimenzijama ljuski kao i u stupnju 

kontaminacije ljusaka ovisno o njihovoj lokaciji na tijelu (113). Koristeĺi pravu koģu kao 

predloģak, uspjeġno je sintetizirana sintetiļka koģa koja ĺe sigurno posluģiti kod razvoja 

netoksiļnih antiobraġtajuĺih materijala (113). 

Hijaluronska kisleina (HA) se koristi i u terapiji bolesti poput osteoartritisa, koje 

karakterizira degeneracija subhondralne kosti i zglobne hrskavice. Aplikacija fibrin/HA-MA 

(MA - metilakril anhidrid koji pojaļava mehaniļka svojstva gela) hidrogela predstavlja 

minimalno invazivnu metodu (gel ulazi u sustav preko male igle), a potiļe matiļne stanice iz 

koġtane srģi da diferenciraju u hondrocite i tako sudjeluju u oporavku zglobne hrskavice (114). 

TakoĽer, 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 povrġina ġto moģe biti vrlo korisna metoda za tvorniļku 

izradu proizvoda poput cjevļica i otvorenih spirala s potencijalnom upotrebom u regeneraciji 

tkiva kao npr. kod perifernih ģivaca ili krvnih ģila (115). Nadalje, ispitivanjem svojstava dvaju 

glikozaminoglikana, hondroitin sulfata i HA utvrĽeno je da na kolagenim povrġinama mogu 

stimulirati migraciju miġjih matiļnih stanica i njihovu hondrogenezu in vitro. Obzirom da 

svojim svojstvima mogu mijenjati mehaniļke i morfoloġke karakteristike, kolagene povrġine u 
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kombinaciji s hondroitin sulfatom i hijaluronskom kiselinom imaju veliki potencijal kao 

pogodne matrice za oporavak hrskaviļnog tkiva (116). 
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2. CILJ I HIPOTEZE ISTRAĢIVANJA 

2.1. Ciljevi istraģivanja 

 

Evolucijski znaļaj svitka kao i mnoge nedoreļenosti i nedostatak podataka njegovim 

ultrastrukturnim i imunohistokemijskim znaļajkama u morske maļke Scyliorhinus 

canicula L., navele su na postavljanje sljedeĺih ciljeva istraģivanja: 

a) Prouļiti graĽu svitka morske maļke na razini svjetlosnog mikroskopa koristeĺi 

histoloġke i histokemijske tehnike. 

b) Koristeĺi elektronsku mikroskopiju detaljnije prouļiti ultrastrukturnu graĽu kraljeģnice 

u morske maļke bljedice s posebnim naglaskom na ultrastrukturne znaļajke svitka, 

kraljeġka i intervertebralnog diska. 

c) Pratiti promjene u graĽi svitka duģ njegove osnove (kranio-kaudalni smjer). 

d) Primjenom imunohistokemijskih i imunofluoroscencijskih metoda odrediti prisutnost 

elemenata citoskeleta mikrofilamenata (aktina), razliļitih intermedijarnih filamenata 

(citokeratina, vimentina), elemenata izvanstaniļne tvari hijaluronske kiseline, 

agrekana, kolagena tip I i tip II, proteina okoġtavanja (BMP-4 i BMP-7) te biljega 

apoptoze kaspaze 3, u svitku i susjednim tvorbama. 

e) Dobivene rezultate o morfoloġkim osobinama, ultrastrukturi i imunohistoloġkim 

znaļajkama svitka usporediti s onima u drugih vrsta, ukljuļujuĺi i ļovjeka i tako 

doprinijeti spoznajama o graĽi i ulozi svitka u evoluciji kraljeģnjaka.  
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2.2. Hipoteze istraģivanja 

 

Provedeno istraģivanje je nastavak sliļnih istraģivanja svitka u ļovjeka i kopljaļe koje su 

provodile prof. dr. sc. Mirna Saraga-Babiĺ i izv. prof. dr. sc. Ivana Boļina u Laboratoriju za 

istraģivanje ranog razvoja ļovjeka, Zavoda za anatomiju, histologiju i embriologiju 

Medicinskog fakulteta u Splitu; rezultati dobiveni prouļavanjem ultrastrukturne graĽe svitka u 

morske maļke i primjenom imunohistokemijskih metoda, usporeĽeni su s postojeĺim 

rezultatima dobivenim istraģivanjem u ļovjeka i kopljaļe. Rezultati tih istraģivanja objavljeni 

su u ļasopisima 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 

istraģivanja: 

 

1. Kopljaļa je evolucijski predak riba hrskaviļnjaļa kojima pripada i morska maļka, pa 

oļekujemo da ĺe evolucijski oļuvani proteini, a koji su potvrĽeni u svitku kopljaļe, biti 

prisutni i u svitku morske maļke. Pretpostavka je da ĺe se ultrastrukturna graĽa svitka 

u morske maļke razlikovati od iste u kopljaļe jer potonja zadrģava svitak cijelog ģivota, 

a morska maļka samo tijekom embrionalnog razdoblja. 

2. S druge strane, svitak u ļovjeka se takoĽer zadrģava samo tijekom embrionalnog 

razvitka kada ga zamjeni najprije hrskaviļan, a potom koġtani kostur pa je pretpostavka 

ovog istraģivanja da ĺe svitak morske maļke imati sliļnosti s graĽom svitka u ļovjeka. 

3. U ovom istraģivanju koriġteno je protutijelo za hijaluronsku kiselinu, jer morska maļka 

kao i ļovjek ima hrskaviļne elemente kostura pa je pretpostavka da ĺe 

imunohistokemijsko istraģivanje potvrditi sliļnost biokemijske graĽe svitka u morske 

maļke i ļovjeka, tim viġe jer se u posljednje vrijeme rade brojna istraģivanja patologije 

hrskavice u ļovjeka vezana upravo uz hijaluronsku kiselinu. 
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3. METODE I MATERIJAL ISTRAĢIVANJA 

3.1. Pokusne ģivotinje  

 

Istraģivanje je obavljeno na deset primjeraka morske maļke bljedice, Scyliorhinus 

canicula L. ulovljenih u splitskom akvatoriju. Ova vrsta nastanjuje uglavnom pjeġļana dna 

do dubine 50 m. Ģenke su u prosjeku veĺe od muģjaka. Prosjeļna duģina ovih ģivotinja je 

60 ï 70 cm, a teģina oko 3 kg. Za potrebe ovog istraģivanja koristili su se juvenilni, a time 

i manji primjerci, dok spol ģivotinja nije bio presudan. Ulovljenim primjercima izmjerena 

je duģina i izraļunata srednja vrijednost duģine. Sekcijom je izoliran vratni, trupni i repni 

dio kraljeģnice. 

 

Tablica 1. Duģina ulovljenih primjeraka morske maļke. 

Broj uzorka  1 2 3 4 5 

Duģina (cm) 26,5 24,3 21,0 22,0 25,4 

 

Srednja vrijednost duģine uzoraka, SE = 23,84 cm 

 

3.2. Metode istraģivanja 

3.2.1. Svjetlosna mikroskopija parafinskih prereza  

Za potrebe svjetlosne mikroskopije izolirani dijelovi kraljeģnice morske maļke fiksirani su u 

4% formalinu (96 ml H2O i 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 tekuĺoj vodi, a zatim se dehidriralo uzlaznim nizom koncentracija etilnog alkohola 

(od 30% -100%). Jasnjenje tkiva obavilo se pomoĺu tri izmjene ksilena po 20 minuta. Potom 

se tkivo ostavilo 30 minuta u smjesi ksilola i parafina (omjer 1:1) u termostatu na 37ÁC kako 
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bi se pripremilo za proģimanje parafinom. Proģimanje tkiva parafinom obavilo se kroz tri 

izmjene parafina po 1 sat na temperaturi 58ÁC. Nakon proģimanja tkivo se uklopilo u ļisti 

parafin kako bi se dobio parafinski blok (117). Parafinski blokovi rezali su se serijski na 

rotacijskom mikrotomu Leica RM 2155 na debljinu od 6 Õm. Parafinske serije prereza ļuvale 

su se u zamrzivaļu na - 20ÁC. 

 

3.2.1.2. Histokemijske metode bojenja tkiva 

 

3.2.1.2.1. Hematoksilin ï eozin metoda 

Metoda hematoksilin-eozin osnovna je histoloġka metoda bojenja kojom se dobro prikazuje 

meĽustaniļna 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 vruĺoj vodi, rashlaĽivanje te bojenje eozinom 10 minuta. Viġak boje 

ispire se u obiļnoj vodi te se tkivo dehidrira kroz niz etilnih alkohola silaznih koncentracija (od 

100 ï 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 meĽustaniļne tvari vezivnog tkiva. Tkivo se deparafinira 

i 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 ruģiļasto, a tkivni kiseli glikozaminoglikani plavo. Moģe 

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 meĽustaniļne tvari. 

Nakon deparafiniranja i ispiranja u destiliranoj vodi, tkivo se boji hematoksilinom 10 minuta 

nakon ļega 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-smeĽe jezgre, crvena citoplazma, naranļasti eritrociti i svjetlo plavi 

kolagen. Vezivo (plavo) i miġiĺi (crveno) se mogu meĽusobno vrlo jasno razlikovati (117). 

 

3.2.1.2.4. Orcein metoda 

Ova metoda koristi se za prikazivanje elastiļnih 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 obiļnoj toploj vodi te se isperu 70% etilnim alkoholom. Na ovako 

pripremljene prereze kapa se zasiĺena pikrinska kiselina, koja se brzo ispere  u 96% etilnom 

alkoholu te se prerezi posuġe filter papirom. Preparati se zatim uranjaju u smjesu 100% etilnog 

alkohola i ksilena te u ļisti ksilen (dva puta) i prekrivaju kanada balzamom. Rezultati bojenja 

jesu ljubiļasto-plave jezgre obojene hemalaunom, smeĽa elastiļna vlakna obojena orceinom, 

a miġiĺi i kolagena vlakna obojena ģuto pikrinskom kiselinom (117).  

 

3.2.1.2.5. Verhoeff metoda 

Metoda bojenja po Verhoeff-u koristi se za prikazivanje elastiļnih i kolagenih vlakana. Tkivo 

se deparafinira i ispere u destiliranoj vodi. Potom se boji bojom za elastiļna vlakna (20 ml 

hematoksilina + 8 ml ģeljezo(III)-klorida + 8 ml Lugolove otopine). Slijedi diferenciranje u 

2% otopini ģeljezo(III)-klorida, uklanjanje joda pomoĺu 5% Na-tiosulfata ili 96% etilnog 

alkohola te bojenje po Van Giesonu (2,5 ml 1% vodenog kiselog fuksina + 97,5 ml zasiĺene 

vodene otopine pikrinske kisleine) 1 minutu. Preparati se potom ispiru u 95% etilnom alkoholu 

te dehidriraju kroz niz etilnih alkohola i ksilena te poklapaju kanada balzamom. Ovom 

metodom elastiļna vlakna se boje plavo-crno do crno, jezgre su plavo do crne, kolagen je crven, 

a ostali tkivni elementi ģuti (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 proģelo se Durcopan smolom, najprije u mjeġavini 

Durcopan smole i 100%-tnog acetona (omjer 1:1) 2 sata, a potom u ļistoj smoli 1 sat te se 

uklopilo u Durcopan smolu i ostavilo 3 dana u termostatu na 64ÁC. Tkivo se orijentiralo 

popreļno, uzduģno i boļno kako bi se dobila ġto potpunija slika ultrastrukturne graĽe morske 

maļke bljedice. Blok tkiva rezao se na ultramikrotomu RMC Products MTX. Najprije su se 

izradili polutanki prerezi debljine 0.5 Õm koji su se bojili 1% toluidinskim-modrilom i 

prouļavali svjetlosnim mikroskopom. Napravile su se i serije polutankih prereza, u glavenom, 

trupnom i repnom dijelu morske maļke te se tako preliminarno utvrdila mikroskopska graĽa 

odreĽenih podruļja kraljeģnice, ġto je posluģilo za odreĽivanje podruļja od uģeg interesa za 

istraģivanje na elektronskom mikroskopu. 

 

3.2.3. Elektronska mikroskopija  

 

Nakon ġto su se pomoĺu polutankih prereza oznaļila podruļja od uģeg interesa za daljnje 

istraģivanje, izradili su se ultratanki prerezi debljine 0.07 Õm. Ultratanki prerezi postavili su se 

na bakrene mreģice koje su se prethodno presvukle folijom, kako bi se tkivo ġto bolje odrģalo 

na mreģici. Tkivo na mreģici se potom kontrastiralo najprije 4% uranil-acetatom (5-15 min), a 

zatim 5-10 minuta olovo-citratom (118). Gotove mreģice s ultratankim prerezima pregledane 

su transmisijskim elektronskim mikroskopom JEOL JEM 1400 u KBC ,,Dubravaôô u Zagrebu. 

Elektronskim mikroskopom prouļavala se ultrastruktura stanica svitka i okolnih tkiva koja 

okruģuju svitak i grade kraljeģak morske maļke bljedice. Posebna paģnja posvetila se 

prouļavanju graĽe ovojnice svitka te graĽi svitka u podruļju tijela kraljeġka i podruļju 

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 odreĽeno tkivo. ProizvoĽaļ protutijela izdaje ujedno i 

postupak primjene tog protutijela pri razliļitim metodama rada. Imunohistokemijske metode 

za parafinske prereze uglavnom su sliļne 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% (2x1ô) 

- 96% (10ô) 

- 70% (3-5ô). 

Nakon dehidracije prerezi su isprani destiliranom vodom. Slijedilo je blokiranje peroksidazalne 

aktivnosti u tkivu pomoĺu 0.1-1% otopine vodik-peroksida 30 minuta u mraku, pa ispiranje 

destiliranom vodom. Prije daljnjeg postupka na svakom predmetnom stakalcu masnom 

olovkom oznaļeni su prerezi tkiva radi uļinkovitije primjene protutijela. Oznaļeni prerezi 

isprani su u odgovarajuĺoj 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 uĺi u stanice tkiva. U 

ovom sluļaju tkivo smo tretirali proteinazom K 15 minuta (aktin, kaspaza 3, citokeratin 8, 

vimentin, hijaluronska kiselina, BMP 4  i BMP 7) i hijaluronidazom 4 sata na 37ęC (kolagen 

tip I, kolagen tip II i agrekan). Potom su se prerezi isprali odgovarajuĺim puferom (3x2 minuta). 

Na ovako pripremljene prereze nakapalo se primarno protutijelo (Tablica 2) i ostavilo stajati 

oko 1 sat na sobnoj temperaturi ili preko noĺi na 4ÁC. Nakon primjene primarnog protutijela 

prerezi su se isprali odgovarajuĺim puferom i nakapalo se odgovarajuĺe 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 obiļnoj vodi prerezi su poklopljeni medijem 

za ļuvanje 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 naļin kao i prije opisane 

imunohistokemijske metode do dijela kada je primijenjeno sekundarno protutijelo (Tablica 3). 

Prerezi su inkubirani odgovarajuĺim 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 zavrġnog ispiranja s PBS-om, prerezi su 

potpuno osuġeni i poklopljeni medijem za ļuvanje 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 miġje protutijelo (Tablica 2) koncentracije 100 mg/L koje reagira s Ŭ-aktinom 

u glatkim miġiĺnim stanicama, mioepitelnim stanicama i miofibroblastima. Primjenjuje se na 

parafinske prereze tkiva koja su fiksirana formalinom (119). 

3.3.3.2. Anti-Fish Collagen Type I  

Monoklonalno zeļje protutijelo (Tablica 2) reagira na kolagen tip I u riba, ptica i sisavaca. 

Primjenjuje se u imunoflorescenciji i imunohistokemiji s preporuļenim razrijeĽenejm u omjeru 

1:50 (7). 

3.3.3.3. Anti-collagen Type II 

Poliklonalno zeļje protutijelo (Tablica 2) koje reagira na kolagen tip II u mladim hondrocitima 

i neġto slabijim intezitetom, u fetalnim. Kolagen tip II specifiļan je za hrskaviļno tkivo. 

Primjenjuje se u imunohistokemiji i imunofluoroscenciji u koncentraciji od 5 Õg/mL 

{Restovic, 2015 #445} te u Western Blot analizi  u koncentraciji od 1 Õg/mL. 
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3.3.3.4. Anti-Human/Mouse Active Caspase-3  

Polikolonalno zeļje protutijelo (Tablica 2) koje detektira p17 podjedinicu kaspaze-3. Razlikuje 

apoptotiļke stanice od onih koje nisu zahvaĺene apoptozom. Primjenjuje se u imunohistokemiji 

na parafinskim rezovima u koncentraciji 5-15 Õg/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 Õg/mL primjenjuje se na parafinskim rezovima 

(121). 

3.3.3.6. Anti-Human Cytokeratin 8 

Monoklonalno miġje protutijelo (Tablica 2) koje reagira s citokeratinima 5, 6, 8, 17 i 19. Koristi 

se za detekciju i klasifikaciju normalnih i neoplastiļnih stanica epitelnog podrijetla. Na 

parafinskim rezovima preporuļa se koristiti u razrijeĽenju od 1:50 ï 1:100 (122). 

3.3.3.7. Anti-Human Bone Morphogenetic Factor 2/4 

Poliklonalno kozje protutijelo (Tablica 2) reagira s koġtanim morfogenetskim proteinima 2 i 4 

(BMP 2/4). Pripadnici BMP obitelji imaju vaģnu ulogu u embriogenezi i morfogenezi razliļitih 

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 Õg/mL (123). 

3.3.3.8. Anti-Human Bone Morphogenetic Factor 7 

Polikolonalno zeļje protutijelo (Tablica 2) koje detektira prisustvo BMP7. U koncentraciji od 

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

3.3.3.9. Anti-Hyaluronic acid 

Polikolonalno ovļje protutijelo (Tablica 2) specifiļno je za hijaluronsku kiselinu, 

mukopolisaharid koji je sastavni dio vezivnog ģivotinjskog tkiva. Koristi se u imunohistokemiji 

na parafinskim i smrznutim rezovima, s velikim rasponom moguĺih koncentracija koja ovisi o 

razrijeĽenju  (125). 

3.3.3.10. Anti-Aggrecan antibody 

Poliklonalno zeļje protutijelo (Tablica 2) reagira s agrekanom, specifiļnim proteoglikanom 

hrskavice. U imunohistokemijim analizama se koristi u koncentraciji od 5 Õg/mL, dok se u 

Western blot analizi preporuļa koncentracija od 1 Õg/mL (126). 
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Tablica 2. Znaļajke primjenjenih primarnih protutijela  

naziv protutijela  podri

-jetlo 

mono/

poli 

proizvoĽaļ kat. broj  razrjeĽenje 

protutijela  

Anti-Human Alpha-Smooth 

Muscle Actin 

miġ mono DAKO, Glostrup, Denmark M 0851 1:150 

Anti-Fish Collagen Type I zec mono BIODESIGN Int., USA T8917R 1:50 

Anti-Collagen II antibody 

 

zec poli Abcam Inc., Cambridge, MA, 

USA 

ab85266 1:100 

Anti-Human/Mouse Active 

Caspase-3 

zec poli  R&D Systems, USA AF835 1:1500 

Anti-Human Cytokeratin 8 miġ mono DAKO, Glostrup, Denmark M 0821 1:200 

Anti-Vimentin koza poli R&D Systems, Minneapolis, 

USA 

AF2105 1:300 

Anti-Human BMP-2/4 miġ 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, 

USA 

Ab53842 1:300 

Anti-Aggrecan antibody zec poli Abcam Inc., Cambridge, MA, 

USA 

ab36861 1:100 
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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 ï 

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 ï 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 ï 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) 
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 4. REZULTATI  

  4.1. Svjetlosnomikroskopska analiza svitka i susjednih tvorbi na parafinskim 

prerezima 

 

Popreļni i uzduģni prerezi kroz kraljeģak morske maļke prouļavani su svjetlosnim 

mikroskopom uz primjenu histokemijskih i imunohistokemijskih metoda, kako bi se utvrdile 

morfoloġke znaļajke svitka i susjednih tvorbi. 

 

4.1.1.  GraĽa kraljeġka morske maļke 

4.1.1.1. Bojenje hematoksilin-eozinom 

 

Trupni kraljeġci morske maļke sastoje se od tijela kraljeġka, neuralnog i hemalnog luka. Tijelo 

kraljeġka je konkavno udubljeno u leĽnom i trbuġnom dijelu, a graĽeno je od hijaline hrskavice 

koja okruģuje centralno poloģen svitak. Dio kraljeġka neposredno uz svitak naziva se centrum, 

a obiljeģava ga podruļje mineralizirane hrskavice (Slika 3). Svitak je graĽen od velikog broja 

stanica koje svojim rasporedom i oblikom tvore strukturu nalik mreģi. Unutarnje stanice svitka 

posjeduju velike unutarstaniļne vakuole. Stanice svitka obavijene su acelularnom ovojnicom 

koja odvaja stanice svitka od osificiranog centruma. Neuralni gornji luk kraljeġka je smjeġten 

dorzalno i zatvara neuralni kanal kroz koji prolazi leĽna moģdina. Hemalni (donji) luk poloģen 

je ventralno i kroz njega prolazi krvna ģila, ali samo u repnom dijelu kraljeģnice. Lateralno uz 

kraljeģak prilijeģu miġiĺi.  
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Slika 3.  Histoloġke znaļajke kraljeġka morske maļke. Hijalina hrskavica (h), dio neuralnog 

kanala (nk), dio hemalnog luka (hk), svitak (s), centrum (c), perihondrij (Ĉ), miġiĺi (m). 

Hematoksilin-eozin. Ljestvica = 25Õm. 
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4.1.2. GraĽa svitka morske maļke 

 

Popreļni prerez kroz tijelo kraljeġka pokazuje stanice svitka smjeġtene u njegovom srediġtu. 

Svitak je okruģen kalcificiranim prstenom tijela kraljeġka, tzv. centrumom u kojem su vidljivi 

hondrociti i osteoblasti koji zajedno sudjeluju u procesu mineralizacije centruma. Na unutarnju 

stranu centruma nalijeģe acelularna ovojnica svitka. Okruģene hrskavicom, stanice svitka 

dominiraju u srediġtu tijela kraljeġka. Stanice svitka sadrģe velike unutarstaniļne vakuole zbog 

kojih cijela struktura nalikuje mreģi.  

 

 

Slika 4. Popreļni prerez kroz trupni kraljeģak morske maļke. Hijalina hrskavica (h), svitak (s), 

hondrociti (Ĉ), osteoblasti (ý), unutarstaniļne vakuole (v), centrum (c). Hematoksilin-eozin. 

Ljestvica = 10 Õm. 
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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 meĽustaniļne 

tvari, kao i za razlikovanje miġiĺnog i vezivnog tkiva. Strukture koje sadrģe vezivna vlakna 

boje se plavo (anilin-blue) ili zeleno (light-green), dok se strukture koje sadrģe miġiĺna vlakna 

boje crveno, stoga se pojedine strukture mogu meĽusobno vrlo jasno razlikovati kao npr. 

miġiĺna vlakna od kolagenih vlakana vezivnog tkiva. 

Na prerezima obojanim metodom po Mallory-u vidi se kako su se sve tkivne strukture obojile 

specifiļno plavo ġto ukazuje na nazoļnost komponenti vezivnog tkiva (u prvom redu kolagenih 

vlakana) u njima. Neke strukture, kao ġto su centrum kraljeġka te perihondrij hrskavice obojili 

su se intenzivnije od ostalih struktura ġto bi moglo upuĺivati na drukļiji sastav vezivnog tkiva, 

odnosno drukļiji tip kolagena. I sam svitak se obojio specifiļno ġto ukazuje na njegovu vezivnu 

strukturu (Slika 5). 

 

Slika 5. Popreļni prerez kroz trup kraljeġka morske maļke. Svitak (s), ovojnica svitka (Ĉ), 

centrum (c), hijalina hrskavica (h), perihondrij hijaline hrskavice (ý). Mallory. Ljestvica = 25 

Õm. 
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4.1.2.2. Analiza primjenom bojenja Acian blue Kernechtrot 

 

Na uzduģnom prerezu kroz kraljeģnicu morske maļke uoļava se trup kraljeġka okruģen 

meĽukraljeġļanim kolutima (intervertebralni diskovi, IVD). Vidi se kako svitak izgraĽuje 

najveĺi dio intervertebralnog diska i kao se proteģe kroz susjedene intervertebralne diskove 

prolazeĺi kroz uski notokordalni kanal u srediġnjem dijelu trupa kraljeġka. (Slika 6). U podruļju 

IVD-a svitak je izvana okruģen vezivnim hrskaviļnim prstenom (annulus fibrosus) koji se 

ovom tehnikom specifiļno boji plavo. U podruļju trupa kraljeġka uoļavaju se razliļito obojana 

podruļja hrskavice. Crveno obojena podruļja prikazuju podruļja okoġtavanja hrskavice (Slika 

6). 

 

 

Slika 6. Uzduģni prerez kroz dva susjedna kraljeġka morske maļke. Svitak (s), u podruļju 

intervertebralnog diska (IVD), annulus fibrosus (af), centrum (c), notokordalni kanal (nk). 

Alcian blue. Ljestvica = 25Õm.  
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Na popreļnim prerezima obojenim ovom metodom uoļavaju se podruļja okoġtavanja, ne samo 

u centrumu kraljeġka veĺ i u neuralnom luku. Lateralni dijelovi neuralnog luka boje se crveno 

u karakteristiļnom polumjeseļastom obliku ukazujuĺi na proces okoġtavanja (Slika 7). Plava 

boja u hrskaviļnim dijelovima kraljeġka ukazuje na prisutnost kiselih glikozaminoglikana u 

meĽustaniļnoj tvari. 

 

 

Slika 7. Popreļni prerez kroz neuralni luk kraljeġka morske maļke. Neuralni kanal (nk), leĽna 

moģdina (lm), podruļja okoġtavanja (Ĉ), perihondrij hijaline hrskavice (ý), centrum (c). 

Alcian blue. Ljestvica = 10 Õm. 
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4.1.2.3. Analiza primjenom bojenja po Verhoeff-u 

 

Na popreļnim prerezima obojenim metodom po Verhoeff-u vidi se kako je unutarnji rub 

ovojnice svitka obojen crno ġto upuĺuje na prisutnost elastiļnih vlakana u ovojnici svitka. 

Vanjski i srediġnji dio ovojnice obojili su se crveno ġto je dokaz nazoļnosti kolagenih vlakana 

(Slika 8). Stanice svitka tvore prepoznatljivu mreģastu strukturu i sadrģe velike unutarstaniļne 

vakuole. Blago crveno obojenje u stanicama svitka moģe ukazivati na prisutnost kolagenih 

vlakana. 

 

 

Slika 8. Popreļni prerez kroz trup kraljeġka u podruļju ovojnice svitka. Elastiļna vlakna (Ĉ), 

pora (ý), kolagena vlakna (kv), stanice svitka (s). Verhoeff. Ljestvica = 4Õm. 
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4.1.2.4. Analiza primjenom bojenja orceinom 

 

Na prerezima bojenim orceinom tamnije obojenje uoļava se u podruļju ovojnice svitka ġto bi 

takoĽer moglo upuĺivati na nazoļnost elastiļnih vlakana u ovojnici svitka (Slika 9) kao ġto je 

to prikazano metodom bojenja po Verhoeffu. 

 

 

Slika 9. Uzduģni prerez kroz svitak morske maļke. Ovojnica svitka (os), elastiļna vlakna u 

ovojnici svitka (Ĉ), stanice svitka (s). Orcein. Ljestvica = 10Õm. 
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4.2.  Imunohistokemijska analiza svitka i susjednih tvorbi u kraljeģnici morske 

maļke 

 

Imunohistokemijske i imunofluoroscencijske metode primijenjene su na parafinskim 

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

filamenata), elemenata izvanstaniļnog matriksa te biljega programirane staniļne smrti 

(apoptoze) u svitku i susjednim tvorbama. Na popreļne i uzduģne prereze kroz kraljeģak 

morske maļke, primijenjena su protutijela na mikrofilament aktin, intermedijarne filamente 

vimentin i citokeratin 8 te elemente izvanstaniļnog matriksa hijaluronsku kiselinu, agrekan, 

kolagen tip I i I I. Kako bi se utvrdila apoptoza stanica svitka primjenjeno je protutijelo na 

kaspazu 3. 

 

 

 

4.2.1. Analiza elemenata staniļnog skeleta u stanicama svitka 

4.2.1.1. Anti-human Ŭ-smooth actin 

 

Protutijelo za mikrofilament aktin reagira s Ŭ-aktinom u glatkim miġiĺnim stanicama, 

mioepitelnim stanicama i miofibroblastima. Na popreļnim prerzima kroz kraljeģak morske 

maļke nije uoļena pozitivna reakcija na protutijelo za aktinske mikrofilamente; prisutnost 

aktina tako nije potvrĽena ni u trupu kraljeġka niti u stanicama svitka (Slika 10).  
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Slika 10. Popreļni prerez kroz svitak. Svitak (s), centrum (c). Imunohistokemijsko bojanje na 

aktin. Ljestvica = 10Õm.  

 

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 popreļnim i uzduģnim 

prerezima kroz tijelo kraljeġka i svitak morske maļke. Pozitivan izraģaj na primijenjena 

protutijela za oba intermedijarna filamenta uoļen je kako u stanicama svitka tako i u 

hrskaviļnim i djelomiļno okoġtalim podruļjima centruma kraljeġka. Pojedine stanice svitka 

pokazale su izraģaj za vimentin i citokeratin 8 zajedno (slika 11D i 11H), dok se mogu uoļiti i 

pojedinaļne stanice s pozitivnom reakcijom na protutijelo za vimentin ili samo na protutijelo 

za citokeratin 8. Ipak, u stanicama svitka uoļava se dominatan izraģaj na protutijelo za vimentin 

(slika 11B i 11D). Slika 11C i 11G prikazuje DAPI bojanje kojim se bojaju jezgre.  
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Slika 11. Popreļni (A-D) i uzduģni (E-H) prerez kroz tijelo kraljeġka i svitak. Stanice pozitivne 

na vimentin (Ĉ), stanice pozitivne na citokeratin 8 (ý), stanice pozitivne na vimentin i 

citokeratin 8 (Ĉ), centrum (c), svitak (s). Umetak: uveĺanje detalja slike unutar kvadrata. 

Imunofluoroscencijsko bojanje na vimentin i citokeratin 8. Ljestvica = 100Õm. 
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4.2.2. Analiza komponenti izvanstaniļnog matriksa  

4.2.2.1.  Anti-fish collagen type I 

 

Pozitivna reakcija na protutijelo za kolagen tip I (smeĽe obojenje) uoļena je u stanicama svitka 

smjeġtenim u podruļju intervertebralnog diska (IVD). Rubni dijelovi intervertebralnog diska 

koji izgraĽuju annulus fibrosus takoĽer su pozitivni na kolagen tip I (Slika 12). U podruļju 

trupa kraljeġka ne uoļava se pozitivan izraģaj na kolagen tip I, dok se na prijelazu izmeĽu 

krajnjih dijelova kraljeġka prema trupu kraljeġka uoļavaju podruļja okoġtavanja hrskavice, 

koja su pokazala pozitivnu reakciju na kolagen tip I. Perihondrij hijaline hrskavice kraljeġka 

takoĽer je pozitivan na kolagen tip I. 

 

 

Slika 12. Uzduģni prerez kroz kraljeģak morske maļke. Pozitivna rekacija na protutijelo za 

kolagen tip I (Ĉ), perihondrij hijaline hrskavice (p), intervertebralni disk (IVD), annulus 

fibrosusu (af), svitak (s), centrum (c). Imunohistokemijsko bojenje na kolagen tip I. Ljestvica 

= 25Õm. 
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4.2.2.2.  Anti kolagen tip II 

 

Na popreļnim prerezima kroz kraljeģak morske maļke izrazito pozitivna reakcija na protutijelo 

za kolagen tip II  uoļava se u unutarnjem dijelu centruma tijela kraljeġka, dok se slabiji 

pozitivitet moģe uoļiti u stanicama svitka te u perihondriju hijaline hrskavice (Slika 13). U 

podruļju hijaline hrskavice tijela kraljeġka, kao i u annulusu fibrosusu IVD-a prisutnost 

kolagena tip II nije potvrĽena.   

 

 

Slika 13. Popreļni prerez kroz kraljeģak morske maļke. Pozitivna reakcija na protutijelo za 

kolagen tip II (Ĉ), centrum (c), svitak (s), perihondrij hijaline hrskavice (p), hijalina hrskavica 

(hh). Imunohistokemijsko bojanje na kolagen tip II. Ljestvica = 10Õm. 
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4.2.2.3.  Anti-BMP4 and anti-BMP7 

 

Na popreļnim prerezima (11A-D) kroz centrum kraljeġka morske maļke sa svitkom u 

njegovom srediġtu uoļava se pozitivan izraģaj na primijenjena protutijela za BMP7 i BMP4 i 

to na okoġtalim dijelovima centruma, posebno na njegovim vanjskim rubovima. Izrazito 

pozitivan i homogen izraģaj na BMP7 se moģe uoļiti cijelim dijelom okoġtalog prstena 

centruma, dok je izraģaj na protutijelo za BMP4 slabijeg inteziteta te je izraģen samo na jednoj 

strani centruma. Stanice svitka kao i okolno hrskaviļno tkivo ne pokazaju pozitivnu reakciju 

za oba primjenjena koġtana morfogenetska proteina. 

Na uzduģnim prerezima (Slika 14E-H) kroz kraljeģak smjeġten izmeĽu dva intervertebralna 

diska, vidljiva je pozitivna reakcija na BMP4 i BMP7. U podruļju okoġtalog dijela centruma 

uoļava se kolokalizacija oba koġtana morfogenetska faktora. Slabiji izraģaj BMP7 i BMP4 

moģe se uoļiti i u pojedinim stanicama svitka. 
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Slika 14. Popreļni (A-D) i uzduģni (E-H) prerez kroz svitak i centrum kraljeġka. A i E - Stanice 

pozitivne na BMP7 u centrumu (Ĉ) i svitku (ý). B i F - stanice pozitivne na BMP4 u centrumu 

(Ĉ) i svitku (ý). C i G ï DAPI bojanje. D i H  - stanice koje pokazuju kolokalizaciju BMP7 i 

BMP4 (Ĉ), stanice s predominatnim izraģajem za BMP7 (ý), kolokalizacija oba BMP faktora 

u stanicama svitka (Ð). Imunofluoroscencija na BMP7 i BMP4. Ljestvica = 100Õm. 
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Na popreļnim prerezima kroz kraljeģak u podruļju neuralnog i hemalnog luka uoļava se 

naglaġen izraģaj na BMP 4 (Slika 15B) i BMP 7 (Slika 15A) na vanjskom i unutarnjem rubu 

neuralnog luka u karakteristiļnom obliku polumjeseca. Izraģaj slabijeg intenziteta uoļava se 

na rubovima hemalnog luka (Slika 1A, B i D). Kolokalizaciju oba koġtana morfogenetska 

faktora prikazuje Slika 15D. 

 

 

Slika 15. Popreļni prerez kroz tijelo kraljeġka i svitak. Neuralni luk (nl), centrum (c), svitak 

(s), hemalni luk (hl), stanice pozitivne na BMP7 (A) i BMP4 (B) (Ĉ). (C) ï DAPI; (D) ï 

kolokalizacija BMP4 i BMP7. Imunofluoroscencija na BMP4 i BMP7. Ljestvica = 250Õm. 
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4.2.2.4.  Anti-hijaluronska kiselina 

 

Na popreļnom prerezu kroz kraljeģak morske maļke uoļava se pozitivan izraģaj na protutijelo 

za hijaluronsku kiselinu ļime je potvrĽena prisutnost glikozaminoglikana hijaluronske kiseline 

kao komponente izvanstaniļnog matriksa. Pozitivna reakcija vidljiva je u nekoliko dijelova 

kraljeġka. Izraziti pozitivitet uoļava se u neuralnom luku u podruļju neposredno uz neuralni 

kanal u karakteristiļnom obliku polumjeseca, dok je neġto slabija reakcija vidljiva u podruļju 

hemalnog luka. Pozitivnan izraģaj za hijaluronsku kiselinu uoļava se i duģ centruma kraljeġka 

(Slika 16A ï C). 

 

Slika 16. Popreļni prerez kroz kraljeģak morske maļke. Pozitivna reakcija na protutijelo za 

hijaluronsku kiselinu (Ĉ), neuralni luk (nl), hemalni luk (hl), centrum (c), svitak (s), hijalina 

hrskavica (h). A ï imunolokalizacija hijaluronske kiseline; B ï DAPI; C ï hijaluronska kiselina 

i DAPI. Imunofluoroscencija na hijaluronsku kiselinu. Ljestvica = 25Õm. 

Na veĺim poveĺanjima popreļnih prereza kroz kraljeģak uoļava se naglaġen izraģaj 

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

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

 

Slika 17. Popreļni prerez kroz svitak. Svitak (s), ovojnica svitka (os), pozitivan izraģaj na 

protutijelo za hijaluronsku kisleinu (Ĉ). A ï imunolokalizacija hijaluronske kiseline; B ï 

DAPI; C ï hijaluronska kiselina i DAPI. Imunofluoroscencija na hijaluronsku kiselinu. 

Ljestvica = 2.5Õm. 



4. Rezultati 
__________________________________________________________________________________ 
 

55 

 

4.2.2.5.  Anti-agrekan 

 

Na popreļnim prerezima kroz kraljeģak morske maļke uoļava se pozitivan izraģaj na 

protutijelo za agrekan u okoġtalom podruļju centruma tijela kraljeġka i u svitku, dok je 

manji pozitivitet uoļen i u perihondriju hijaline hrskavice (Slika 18). U podruļju 

izvanstaniļnog prostora hijaline hrskavice nema izraģaja na protutijelo za agrekan, iako 

se unutar hijaline hrskavice mogu uoļiti poneke pozitivne stanice. 

 

 

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

(s), centrum (c), hijalina hrskavica (hh), perihondrij (p). Imunohistokemijsko bojanje na 

agrekan. Ljestvica = 10Õm. 
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4.2.3.  Analiza biljega apoptoze 

4.2.3.1. Anti-caspase 3  

 

Protutijelo anti-caspase 3 primijenjeno je na prerezima morske maļke u podruļju svitka, kako 

bi utvrdili utvrdili postojanje programirane staniļne smrti u stanicama svitka. Pozitivna 

reakcija slabijeg intenziteta uoļena je u stanicama svitka (Slika 19), dok ostale strukture 

kraljeġka, hrskaviļne i one dijelom okoġtale, nisu pokazale pozitivnu reakciju na ovo 

protutijelo. 

 

 

Slika 19. Popreļni prerez kroz kraljeģak i svitak morske maļke. Stanice pozitivne na kaspazu-

3 (Ĉ), svitak (s), centrum (c). Umetak: uveĺanje detalja slike unutar kvadrata. 

Imunohistokemijsko bojanje na kaspazu 3. Ljestvica = 10Õm. 
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4.3.  Elektronskomikroskopska analiza graĽe svitka i susjednih tvorbi 

4.3.1. Svjetlosnomikroskopska analiza graĽe svitka i susjednih tvorbi na 

polutankim prerezima 

 

Serije polutankih prereza glavenog, trupnog i repnog podruļja morske maļke prouļavane su 

svjetlosnim mikroskopom kako bi se odredila podruļja od uģeg interesa za prouļavanje 

ultrastrukturne graĽe svitka morske maļke pomoĺu elektronskog mikroskopa. 

 

4.3.1.1. GraĽa kraljeġka u morske maļke 

 

Na uzduģnom polutankom prerezu kroz kraljeģnicu morske maļke uoļavaju se trupovi 

kraljeģaka i intervertebralni diskovi (IVD). U podruļjima IVD-a, jasno se uoļava svitak 

izgraĽen od vakuoliziranih stanica. Dva susjedna IVD-a omeĽuju centrum trupa kraljeġka kroz 

koji prolazi svitak. Razvidno je da svitak neprekinuto prolazi kroz kraljeģnicu, kao i da se ġiri 

u podruļju IVD-a; odnosno suģava prolazeĺi kroz notokordalni kanal u trupu kraljeġka (Slika 

20). Na trupu kraljeġka vidljiva su podruļja okoġtavanja te notokordalni kanal kroz koji prolazi 

svitak. Na perifernom dijelu IVD-a vidljivo je podruļje annulus fibrosusa koji je graĽen od 

vezivne hrskavice. 
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Slika 20. Polutanki uzduģni prerez kroz kraljeģnicu morske maļke. Svitak (s), centrum (c), 

notokordalni kanal (nk), intervertebralni disk (IVD), annulus fibrosus (af), podruļje 

okoġtavanja (Ĉ). Toluidinsko modrilo. Ljestvica = 25Õm. 
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Na veĺem poveĺanju kroz trup kraljeġka jasno se vidi kako svitak prolazi neprekinut kroz 

notokordalni kanal u trupu kraljeġka i ġiri se u podruļje IVD-a. Stanice svitka su jako izduģene, 

a ulazeĺi u prostor IVD-a ġire se i poprimaju svoj karakteristiļan izgled. Unutar stanica svitka 

mogu se jasno uoļiti vakuole. Dio trupa kroz koji prolazi svitak je mineraliziran (tamno 

obojen), za razliku od ostalog dijela koji je iskljuļivo hrskaviļne graĽe s jasno prepoznatljivim 

hondrocitima (Slika 21). 

 

 

Slika 21. Uzduģni polutanki prerez kroz trup kraljeġka i svitak. Svitak (s), notokordalni kanal 

(nk), centrum (c), intervertebralni disk (IVD). Toluidinsko modrilo. Ljestvica = 5Õm. 
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Na uzduģnom polutankom prerezu kroz hrskavicu kraljeġka morske maļke, jasno se mogu 

razlikovati dijelovi kraljeġka koji su mineralizirani od onih koji to nisu. Okoġtali dio hrskavice 

je u podruļju trupa kraljeġka, tzv. centrum koji u obliku prstena okruģuje svitak. Na 

mineraliziranom prstenu uoļavaju se hondrociti te pokoji osteoblast. Podruļja lateralno od 

centruma izgraĽuje hijalina hrskavica (Slika 22). 

 

 

Slika 22. Uzduģni polutanki prerez kroz mineralizirani dio hrskavice u kraljeġku morske 

maļke. Okoġtala hrskavica (oh), hijalina hrskavica (h), hondrociti (Ĉ), osteoblasti (ý). 

Toluidinsko modrilo. Ljestvica = 5Õm.  
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U podruļju IVD-a svitak je s vanjske strane okruģen vezivnom hrskavicom koja tvori annulus 

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

 

 

Slika 23. Uzduģni polutanki prerez kroz annulus fibrosus intervertebralnog diska. Annulus 

fibrosus (af), fibrociti (Ĉ), hondrociti (ý). Toluidinsko modrilo. Ljestvica = 5Õm. 
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Na polutankim prerezima kroz svitak u podruļju dodira s trupom kraljeġka uoļava se ovojnica 

svitka. S unutarnje strane ovojnica je u dodiru s vakuoliziranim stanicama svitka, a s vanjske 

strane graniļi s hrskaviļnim matriksom trupa kraljeġka. Unutarnji rub ovojnice izrazito je guste 

strukture i morfoloġki se razlikuje od vanjskog koji je vlaknate strukture (Slika 24). 

 

 

Slika 24. Popreļni prerez kroz trup kraljeġka u podruļju ovojnice svitka. Elastiļna vlakna u 

ovojnici svitka (Ĉ), kolagena vlakna u ovojnici svitka (ý), stanice svitka (s), vezikule (v), 

vakuola (V). Toulidinsko modrilo. Ljestvica = 10Õm. 
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4.3.2. Elektronskomikroskopska analiza graĽe svitka i susjednih tvorbi na 

ultratankim prerezima  

 

Kako bi se uoļile specifiļnosti graĽe svitka morske maļke bljedice, elektronskim 

mikroskopom prouļavala se ultrastruktura stanica svitka i okolnih tkiva koja okruģuju svitak i 

grade kraljeģak. Posebna paģnja posvetila se prouļavanju graĽe ovojnice svitka te graĽi svitka 

u podruļju tijela kraljeġka i podruļju intervertebralnog diska. 

 

4.3.2.1. Ultrastruktura stanica svitka 

 

Svitak sadrģi dvije vrste stanica, rubne i srediġnje. Rubne stanice se nalaze uz ovojnicu svitka, 

dok su u srediġtu svitka stanice koje svojim oblikom i rasporedom tvore strukturu nalik na 

mreģu. Unutarnje stanice sadrģe velike unutarstaniļne vakuole koje potiskuju preostali 

citoplazmatski sadrģaj stanice, stoga su izduģenog oblika, a posebno se istiļu njihovi tanki 

citoplazmatski krajevi. Zbog stalnog poveĺanja sadrģaja unutarstaniļnih vakuola i posljediļno 

njihovog rasta, citoplazma i jezgre ovih stanica pomiļu se i smjeġtaju rubno, uz rub svitka na 

granici prema ovojnici svitka (Slika 25). Izvanstaniļni prostori su jako mali. Citoplazma 

stanica svitka sadrģava mnogo fibrilarnog i granularnog materijala. 

Jezgra rubnih stanica svitka smjeġtena je uz rub staniļne membrane. Sadrģi viġe jezgrica i jasno 

izraģene jezgrine ovojnice. U ġirem dijelu jezgre uoļava se obilan, elektronski gust zrnati 

materijal kompaktnog heterokromatina, dok svjetla podruļja odgovaraju aktivnom genskom 

materijalu eukromatinu. Rubni heterokromatin je isprekidan u podruļju jezgirnih pora. Jezgrice 

uglavnom sadrģe granularni materijal. Jasno su vidljive unutarnja i vanjska membrana jezgrine 

ovojnice. Na pojedinim mjestima lumen jezgrine vanjske membrane se poveĺava, membrana 

se proġiruje i otvara u perinuklearnu cisternu. Iznad jezgre uoļavaju se spljoġtene, ravne 

cisterne endoplazmatske mreģice (EM). Unutar citoplazme moģe se uoļiti fibrilarni i granularni 

materijal. U prostoru ispod jezgre moģe se vidjeti nastajanje nove unutarstaniļne vakuole (Slika 

25). 
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Slika 25. Rubna stanica svitka. Jezgra (Ĉ), jezgrice (ý), unutarnja jezgrina membrana (um), 

vanjska jezgrina membrana (vm), perinuklearna cisterna (pc), endoplazmatska mreģica (EM), 

vakuola (V), jezgrine pore (ĚĚ). TEM, 15 000x. 
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U srediġnjem dijelu svitka stanice poprimaju izduģeni oblik. Tanki dijelovi citoplazme 

okruģuju velike unutarstaniļne vakuole. Unutar vakuola u nastajanju uoļavaju se brojne 

vezikule ļiji sadrģaj omoguĺava rast vakuole. Stanice svitka su gusto zbijene uslijed 

potiskivanja staniļnog sadrģaja tijekom nastajanja vakuola. Zbog promjena koliļine staniļnog 

sadrģaja vidljive su mnogobrojne invaginacije staniļnih membrana. Uz rub vakuola mogu se 

uoļiti zrnate tvorbe koje nalikuju polisomima. MeĽu stanicama svitka mogu se uoļiti 

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

(Slika 27). 

 

 

Slika 26. Srediġnji dio svitka. Vakuola (V), vezikule (v), dezmosomi (Ĉ), polisomi (p). TEM, 

8000x. 
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Slika 27. Jezgra u stanici svitka (Ĉ). TEM, 6000x. 
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Tijekom nastajanja vakuola, stanice svitka pokazuju izrazitu metaboliļku aktivnost. Duģ 

staniļnih membrana meĽu stanicama svitka uoļavaju se brojni mjehuriĺi (meĽustaniļne 

vakuole). Susjedne staniļne membrane spojene su dezmosomima i tijesnim spojevima (Slika 

28). 

 

 

Slika 28. Dodir meĽu stanicama svitka. Dezmosomi (Ĉ), tijesni spoj (ý), meĽustaniļne 

vakuole (mv), unutarstaniļne vakuole (uv). TEM, 8000x. 
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Unutarstaniļna vakuola vjerojatno nastaje najprije u srediġtu stanice svitka, a potom se ġiri 

prema rubnom dijelu stanice dok ne ispuni cijelu stanicu. Unutar citoplazme se moģe uoļiti 

staniļni materijal fibrilarne i granularne strukture (Slika 29). 

 

 

Slika 29. Metaboliļka aktivnost stanica svitka. Vezikule (v) i staniļne membrane dviju stanica 

(Ĉ), unutarstaniļne vakuole (uv). TEM, 4000x. 
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Na veĺem poveĺanju u podruļju dodira susjednih stanica svitka meĽustaniļne vakuole su jasno 

izraģene pa se moģe vidjeti i sadrģaj koji se nalazi unutar vakuola. Na mjestima duģ staniļnih 

membrana izmeĽu vakuola mogu se uoļiti i brojne meĽustaniļne veze nalik dezmosomima 

(Slika 30).  

 

 

Slika 30. Podruļju dodira susjednih stanica svitka. MeĽustaniļne vakuole (mv), dezmosomi 

(Ĉ). TEM, 25 000x. 
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Na uzduģnim prerezima u podruļju prolaska svitka kroz trup kraljeġka, tzv. notokordalni kanal, 

uoļavaju se rubne stanice svitka koje omeĽuju notokordalni kanal. Stanice su gusto zbijene i 

sadrģe brojne vakuole, a izvan stanica se nalaze i meĽustaniļne vakuole. Na granici svitka 

prema hrskavici kraljeġka uoļava se ovojnica svitka (Slika 31). 

 

 

Slika 31. Uzduģni prerez kroz svitak u podruļju prolaza svitka kroz notokordalni kanal. Rubne 

stanice svitka (s), dio ovojnice svitka (os), unutarstaniļne vakuole (uv), meĽustaniļne vakuole 

(mv), citoplazmatski izdanci stanica svitka (Ĉ), notokordalni kanal (nk). TEM, 2500x. 

 

 

Na pojedinim prerezima kroz svitak mogu se uoļiti znatno veĺe meĽustaniļne vakuole 

ispunjene vlaknatim sadrģajem koji po svojoj ultrastrukturi odgovara kolagenim vlaknima 

(Slika 32 i 33). 
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Slika 32. Izvanstaniļne vakuole (Ĉ) ispunjene vlaknatim materijalom. TEM, 4000x. 

 

Slika 33. Sadrģaj izvanstaniļne vakuole. Kolagena vlakna (Ĉ). TEM, 15 000x. 














































































