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SAZETAK

POSTNATALNA DIFERENCIJACIJA KOSTANOGA TKIVA
DOBROGA DUPINA (Tursiops truncatus)

Postnatalni razvoj kostanog tkiva i histoloska grada kostiju recentnih kitova nisu u
potpunosti  razjasSnjeni. Kao model istrazivanja dinamike osteogeneze i
histomorfoloSkih mjerenja u recentnih kitova u ovom istrazivanju proucena su rebra
i nadlakti¢ne kosti 105 dobra dupina (Tursiops truncatus). Na kostanim izbruscima
rebara 1 nadlakticnih kostiju odredeni su odnos kompakte i spongioze rebra,
povrsine primarnih i sekundarnih osteona, broj primarnih i sekundarnih osteona te
osteona u pregradnji, broj kostanih lamela u primarnim i sekundarnim osteonima te
oblik osteocitnih lakuna. lzbrusci kostiju analizirani su pomocéu Svjetlosnog
mikroskopa sa standardnim i polariziranim svjetlom. Ovim istrazivanjem utvrdeno
je da kostano tkivo dobroga dupina prolazi izrazite dinami¢ne promjene. Povrsina
kompakte u rebru se smanjuje naustrb spongioze do 7. godine starosti, da bi
starenjem doslo do povecanja udjela povrSine kompakte na 76%, dok se udio
spongioze smanjuje na 24%. Ovakva grada rebra kod adultnih jedinki upucuje na
zastitnu funkciju rebara za organe prsne Supljine prilikom dubokih zarona, a manje
kompaktna grada nadlakticne kosti sudjelije u smanjenju uzgona prilikom ronjenja
na veéim dubinama. Ujedno, gusto¢a sekundarnih osteona u rebru (20,73/mm?) je
vec¢a nego u nadlakti¢noj kosti (13,3/mm?) §to ukazuje na veéu kompaktnost rebra.
Osteocitne lakune dobrog dupina elipsoidnog su oblika s dugackim kanalikulima
koji radijalno izlaze iz lakune i nalikuju onima u prezivaca, a dobro se razlikuju od
lakuna ptica i svinja. Opisi mikroskopskih struktura kostiju kroz dobne skupine
dobrog dupina prvi su ovakav prikaz za morske sisavce, koji ¢e na¢i primjenu u
determinaciji vrsta, ekologiji i paleobiologiji i veterini u smislu kontrole sadrzaja
krmiva i krmnih smjesa za hranidbu Zivotinja na prisudstvo preradenih animalnih

proteina.

Kljuéne rijeci: kitovi, dobri dupin (Tursiops truncatus), kompakta, spongioza, rebro,

nadlakti¢na kost, osteon, osteocitna lakuna



EXTENDED ABSTRACT

POSTNATAL DIFFERENTIATION OF BONE TISSUE IN THE
BOTTLENOSE DOLPHIN (Tursiops truncatus)

INTRODUCTION

Previous research on the development and structure of the bones of aquatic mammals
has been conducted mainly on fossil bones. They were used for the study of growth
dynamics and paleoecology. The development of bone tissue and bone histology of
recent whales is still unexplored. In the present research the bones of bottlenose
dolphins (Tursiops truncatus) were used to study postnatal bone development and their
histomorphometric characteristics. The bottlenose dolphin is the only whale that lives in

the Adriatic Sea and has been legally protected in Croatia since 1995.

MATERIALS AND METHODS

For the purpose of this study bone sections of the right humerus and the 5™ right rib
originating from 105 bottlenose dolphins of all ages were used. The bone sections were
used for the histomorphometry and the determination of the intensity and dynamics of
bone growth based on the relationship between the thickness of the cortical and
cancellous bone parts, the area of the primary and secondary osteon, the number of
lamella in the primary and secondary osteon and the features of the osteocytes lacunae.
The bone sections were studied with a compound microscope with standard and
polarized light. The data were processed in terms of the correlation between the

individual parameters by using the statistical software STATA 10.

RESULTS

The rib of a newborn bottlenose dolphin consists of a thick compact bone tissue area,
that reduces until 7 years of age. After this age the thickness of compact bone tissue in
rib increasis again. The density of primary osteon decreases with the increasing age of

the dolphin while the density of secondary osteon and osteon in remodelling increases



with age in the humerus and ribs. Osteon density in the ribs is greater than in the
humerus. Secondary osteons in the ribs and in the humerus have a larger area in females
than in males. The number of lamellae in the secondary osteon is greater than the
number of lamellae in the primary osteon. Osteocyt lacunae are oval-shaped with a long

not dense canalicules

CONCLUSION

This study represents the first morphological and morphometrical description of the
microstructure of bones such as osteon, lamella and osteocytes lacunae in a cetacean
species from a dolphin’s birth to its old ages. The bottlenose dolphin ribs are more
compact in structure than the humerus, because of their protective function for thoracic
organs. On the other hand, the more cancellous structure of the humerus is supporting
the balancing function of the pectoral flippers. This detailed description of bottlenose
dolphin bone structures can be applied in species determination, ecology, paleobiology

and veterinary medicine.
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1. UvOD



Dobrog dupina (Tursiops truncatus) iz porodice kitova (Cetacea) prvi puta je opisao
Montagu 1821 godine. Ovog dupina ¢esto se vida uz obale mora te je stoga, ali i zbog
zastupljenosti u dupinarijima, zooloSkim vrtovima i medijim, najpoznatija vrsta dupina
(JEFFERSON i sur. 1993). Dobri dupin jedini je kit za kojeg se moze tvrditi da danas
nastanjuje Jadransko more (GOMERCIC i HUBER, 1989.; NOTARBARTOLO DI
SCIARA i BEARZI, 1992.; GOMERCIC i sur. 1998.a; BEARZI i sur. 2000.). S
obzirom na staniSte u kojem obitava dobri dupin dolazi u dva oblika: priobalni i
pucinski (LEATHERWOOD i REEVES, 1983.; BAIRD i sur. 1993.; JEFFERSON i
sur., 1993.; RICE, 1998.). BEARZI (2005.) navodi da se dobrog dupina osim u
priobalju moZe naci i u uS¢ima rijeka pa ¢ak i do pola kilometara u unutrasnjosti. Za
razliku od priobalnog dobrog dupina, pucinski dobri dupin Zivi u ve¢im skupinama,
vece je tjelesne grade te zivi u otvorenom moru (REEVES i sur., 2002.). Lov dobrog
dupina u prehrambene i ekonomske svrhe zabiljezen je u podrucju Srednj i Juzne
Amerike, Azije i Juzne Afrike (CULIK, 2004.). Siroka rasprostranjenost u svjetskim
morima te mogucnost prilagodbe na razlicite Zivotne uvjete ¢ini ovu vrstu indikatorom
ekoloskog zagadenja priobalnog i morskog ekosustava teskim metalima (BILANDZIC i
sur., 2012.) i pesticidima (LAHVIS i sur., 1995.).

Zakonska zastita kitova proglasena je u velikom broju drzava svijeta, a od 1995. godine
sve vrste kitova zastiCeni su u Republici Hrvatskoj Zakonom o zastiti prirode
(NARODNE NOVINE, 70/2005., 139/2008., 57/2011.) kojim se zabranjuje hvatanje,
drZanje, rastjerivanje i ubijanje ove Zivotinjske vrste. Osim ovim zakonom Kitovi su
zasticeni i Pravilnikom o zastiti pojedinih vrsta sisavaca (Mammalia) (NARODNE
NOVINE, 31/1995.), Pravilnikom o proglasavanju divljih svojti zasSticenim i strogo
zaSticenim (NARODNE NOVINE, 99/2009.) i Sporazumom o zastiti kitova (Cetacea) u
Crnom moru, Sredozemnom moru i susjednom atlantskom podrucju (Agreement on the
conservation of cetaceans of the Black Sea and contigous Atlantic area — ACCOBAMS)
(MEDUNARODNI UGOVORI, 6/2000.).

U posljednjih dvadeset godina provode se sustavna istraZzivanja populacije dobrog
dupina u Jadranskom moru. Prema tim istraZivanjima procijenjuje se da u hrvatskom
djelu Jadranskog mora zivi 218 jedinki dobrog dupina, od toga 202 adultne i 16
juvenilne Zivotinje, razvrstane u 40 jata u zimskom razdoblju (GOMERCIC i sur.,

1998.b). Prosje¢na veli¢ina jata krece se od 4,7 dupina u zadarskom podru¢ju (PURAS



GOMERCIC i sur., 2003., SELETKOVIC i sur. 2012.) do 6,4 jedinke u Kvarneri¢u
(BEARZI i sur., 1993.). Zastupljenost dobrih dupina u priobalnom moru hrvatskog djela
Jadranskog mora je 10,75 jedinki /km? a u otvorenom moru 3,3 jedinke /km?
(GOMERCIC i sur., 1998.b).

Kosti kitova i morskih krava, ali i perajara (Ordo: Carnivora, Subordo: Pinnipedia) koji
uz vodena koriste i kopnena staniSta, dozivjele su promjene u gradi koje su
makroskopski 1 mikroskopski vidljive. Razvoj kostanog tkiva i njegova histoloska grada
u dobrog dupina, posebice s aspekta postnatalnog razvoja i histologije kosStanog tkiva,
do sada nisu istrazeni. Pretpostavlja se da i u dobrog dupina dolazi do promjena unutar
grade kostiju kao §to je to opisano u ostalih vrsta kitova. Na temelju histomorfoloskih
analiza uzoraka raznih dobnih skupina opisan ¢e biti postnatalni razvoj koStanog tkiva
dobrog dupina. Dodatni cilj ovog rada je detaljan mikroskopski opis koStanog tkiva
dobrog dupina. Mjerenja i morfoloski opis osteona, vazne morfoloske jedinice koStanog

tkiva, biti ¢e prvi detaljan opis ovih mikrostruktura u dobrog dupina i kitova opc¢enito.



2.PREGLED DOSADASNJIH
SPOZNAJA



2.1 Biologija dobrog dupina

Dobri dupin (Tursiops truncatus) pripada porodici Delphinidae iz podreda kitova
zubana (Odontoceti), a BRUSINA (1889.), hrvatski zoolog, zabiljezio je da hrvatski
naziv potjece od njegove dobro¢udnosti koju pokazuje prema ribarima tjeraju¢i im ribe
u mrezu.

Dobri dupin ima robusnu glavu, a iza glave nastavlja se kratki vrat i zapocinje trup
valjkastog oblika. Ledna peraja je poloZena na sredini leda, oblik joj moze varirati, a
nedostaje u nekih populacija koje Zive u polarnom podru¢ju (LEATHERWOOD i sur.,
1988.). Prsni udovi preoblikovani su u prsne peraje koje su srednje veli¢ine i Siljato
distalno zavrSavaju. Vodoravna repna peraja i cijelo repno podrucje koje je lateralno
spljosteno, ¢ini glavni pokretac tijela. Dobri dupin je tamno sivi na ledima, lateralno na
trupu je svijetlo sive boje, a na trbuhu je bijele ili blago ruziast da bi na podrucju
trbuha presla u bijelu ili blago ruzi¢astu. Po tijelu moZe imati tocke, a mogu biti i
potpuno jednobojni, crni, bijeli ili smedi (LEATHERWOOD i REEVES, 1983.).
Tjelesna masa dobrih dupina Jadranskog mora u prosjeku iznosi 219 kg za odrasle
zenke 1 259 kg za odrasle muzjake. Prosjec¢na duljina za odrasle Zenke je 278 cm, a za
odrasle muzjake 298 cm (PURAS GOMERCIC, 2006.).

Zubalo dobrog dupina je homodontno bez generacije mlije¢nih zuba (GREEN; 1972.).
Zubna formula iznosi 20-20/20-20 do 25-25/25-25 (BRUSINA, 1889.). Oblik zubiju je
stoZast i Siljast (LEATHERWOOD i sur., 1988.; ELLIS, 1996.), duZine 4 do 5 cm,
promjera 10 mm (NISHIWAKI, 1972.). Sa staro$¢u zubi se potrose i otupe (ELLIS,
1996.), te se prema istroSenosti zubiju moze utvrditi zivotni vijek koji moze doseci i 40
godina (COCKCROFT i ROSS, 1990.).

Kraljezni¢na formula dobrog dupina je C7+T13-14+L15+S0+Ca29-30 (NISHIWAKI,
1972.).

Reprodukcija je sezonalna i u ovisnosti s uvjetima okolisa (URIAN i sur., 1996.).
Graviditet traje 12 mjeseci, a laktacija 18 mjeseci do 2 godine (COCKCROFT i ROSS,
1990.). Kao hrana dobrim dupinima sluze razli¢ite vrste riba i beskraljeznjaka. U
priobalim podrucjima dobri dupini hrane se ribom ulovljenom u mrezama, odbac¢enom s
ribarskih brodova ili onom rasprSenom djelovanjem turbina i mrezam s ribarskih
brodova (LEATHERWOOD i REEVES, 1983., BIANCO i sur., 2001.). Zbog lova



dobri dupin Cesto se udruzuje u vece skupine i s ostalim vrstama kitova (CONNOR i
sur., 1998.).

Dobri dupin nastanjuje sva mora svijeta osim u mora polarnog podrucja
(LEATHERWOOD i REEVES, 1983.), a zapisi 0 njegovom Zivotu u Sredozemnom
moru postoje jos od starih Grka i Rimljana (REEVES i sur., 2002.). Dobri dupin prema
nekim autorima (LEATHERWOOD i REEVES, 1983.; BAIRD i sur. 1993,
JEFFERSON i sur., 1993.; RICE, 1998.) dolazi u dva oblika, pucinski i priobalni. U
zadnjih dvadesetak godina provedena su brojna istrazivanja koja su izucavala
raznolikosti u genskoj struktura medu populacijama iste vrste ali razliCitih staniSta

(QUEROUIL i sur., 2007.).

2.2 Grada kosti sisavaca

Kostani sustav ima viSe uloga u organizmu. Prvenstveno sluzi za prihvac¢anje misi¢a i
ligamenata te tako omogucuje kretanje, zatim §titi organe srediSnjeg ziv€anog sustava i
vitalne organe prsne Supljine, a srz koja se nalazi u koStanim Supljinama kosti je
hematopoezni organ. Kostano tkivo stalno se mijenja kako bi prilagodilo svoj oblik i
gradu zahtjevima organizma. Od rodenja do smrti organizam modelira koStano tkivo
stvaraju¢i novo kos$tano tkivo i resorbiraju¢i staro, ve¢ postojece. Druga velika uloga
kostiju u organizmu je izvor minerala, posebno kalcija koji je potreban za odrzavanje
homeostaze tako Sto regulira koncentraciju klju¢nih elektrolita krvi ukljucujuci kalcij,
vodik i hidrogenfosfatov anion. Kostano tkivo se po svojoj izuzetnoj ¢vrsto¢i razlikuje
od ostalih vezivnih tkiva zbog svoje tvrdoc¢e i ¢vrsto¢e. Ove osobitosti posljedica su
deponiranja apatita i hidroksiapatita u kolagenski kostur koStanog tkiva. Jedinstveno je
po tome Sto ostala vezivna tkiva rastu ,,iz unutra“ (interstitially), dok kost raste samo
dodavanjem tkiva na povrsinske stanice. Kost ne cijeli ozZiljkom te je to jo$ jedna razlika
od ostalih vezivnih tkiva. (MARTIN, 1998.)

Grada kostiju moze se promatrati na nekoliko razina. Hijerarhijska struktura kostiju
sastoji se od makrostrukture (kompakta i spongioza), mikrostrukture (osteoni,
Haversovi kanali i lamele), nanostruktura (kolagenska vlakna sastavljena od
kolagenskih niti) i sub-nanostruktura (mineralni kostiju, molekule kolagena i ne
kolagenski proteini) (RHO i sur., 1998.).



2.2.1. Makrostruktura kostiju

Prema makroskopskoj gradi, kosti se dijele na: duge kosti, kratke kosti, plosnate kosti,
pneumatizirane kosti i nepravilne kosti. Duge kosti karakterizira trup kosti (dijafiza)
kojeg izvana obavija kompaktno kosStano tkivo. Unutar trupa kosti nalazi se srzna
Supljina. Duge kosti imaju proksimalni i distalni okrajak (epifize), koje izvana prekriva
tanka koStana kora. Oba okrajka kosti gradena su od spongioznog koStanog tkiva. Duge
kosti tipi¢ne su za udove. Kratke kosti variraju znatno oblikom, mogu biti valjkaste,
kockaste ili okrugle. Gradene su od spongioznog koStanog tkiva koje je ispunjeno
hemoretikularnim tkivom. Kratke kosti su kosti kraljeznice, karpusa i tarzusa. Plosnate
kosti sastoje se od dvije plo¢e kompaktnog koStanog tkiva izmedu kojih se nalazi
spuzvasto kostano tkivo. U ovu skupinu ubrajaju se lopatica, crijevna kost i rebra te
neke Kkosti lubanje. Pojedine kosti lubanje ubarajaju se u pneumatizirane Kkosti.
Nepravilne kosti nepravilnog su oblika, npr klinasta kost na bazi lubanje. Sezamoidne
kosti leZe u blizini zglobova ili u tetivama ili ispod tetiva (npr. Patela). (KONIG i
LIEBICH, 2009.)

Makroskopski na kosti jasno se razlikuju dva oblika kosStanog tkiva. Kompaktno
koStano tkivo (kompakta), sastavljeno od kostanih lamela te spongiozno kostano tkivo
(spongioza) koje je organizirano u mrezu koStanih gredica, trabekula. Trabekule
zatvaraju male komorice ispunjene kosStanom srzi. KosStana gredica (trabekula) je
Stapicastog ili plocastog izgleda, debljine 200 pum i 1000 um (1mm) duljine (JEE,
1983.). Svaka se koStana gredica sastoji od osteocita smjeStenih u lakunama okruzenim
nepravilnim ko$tanim lamelama. Samo se na nekim mjestima mogu naci tipi¢ni osteoni
s Haversovim lamelama. Za razliku od kompakte trabekule spongioze nemaju centralni
kanal s krvnim Zilama i Zivcima.

Izmedu kompakte i spongioze nema ostre, dobro vidljive granice. Debljina kompakte i
spongioze u pojedinim kostima ovisi 0 mehanickim silama koje utjeCu na kost.
Kvantitativni odnosi debljine kompakte i spongioze dobro su vidljivi na dugim kostima
udova sisavaca. U dugim, cjevastim kostima spongioza ispunjava epifize kostiju dok se
kompakta nadovezuje na spongiozu u tankom sloju. Kompakta gradi dijafizu kostiju,
koja oblikuje cijev Cija je Supljina prostrana i ispunjena koStanom srzi (BLOOM i

FAWCET, 1975.). Na povrsini vec¢ine kostiju nalazi se tanki sloj pokosnice (periosta).



Periost se sastoji od dva sloja: unutarnjeg koji nalijeze na kost i ima osteogeneticko
svojstvo, te vanjski sloj kojeg grade nepravilo rasporedena kolagena vlakna i krvne Zile.
Periost ne pokriva dijelovime kosti koji su pokriveni zglobnim hrskavicama i mjesta
gdje se prihvacaju tetive i ligamenati (DELLMAN, 2006.).

Stvarna razlika u gradu kompakte i spongioze lezi u njihovoj mikrostrukturalnoj gradi.
Mikrostruktura spongioze gradena je od nepravilnih, krivudavih lamela, dok je
kompakta gradena od pravilnih, cilindri¢nih lamela. Zbog svoje nepravilne, poroznije
grade, spongioza je podloznija vanjskim utjecajima te je metabolic¢ki aktivnija od
kompakte (RHO i sur., 1998.).

2.2.2. Mikrostruktura kostiju

Kostano tkivo se sastoji od stani¢nih elemenata 1 koStanog matriksa. Stani¢ni elementi
su: mati¢ne koStane stanice, osteoblasti, osteociti i osteoklasti. Mati¢ne koStane stanice
su stanice s velikom sposobno$¢u diobe i diferencijacije u druge koStane stanice. Nalaze
se na povrsini kostiju, unutarnjim dijelovima periosta, endostu i oko i u krvozilnim
kanalima kompakte. Medu mati¢nim stanicama razlikuju se dva tipa: preosteoblasti iz
kojih nastaju ostoblasti i preosteoklasti iz kojih nastaju osteoklasti. Osteobalsti su
stanice zaduzene za stvaranje kostanog matriksa. Uloga osteoblasta je sinteza kolagena i
amorfne medustanic¢ne tvari. Osteocitima nazivamo neaktivnu formu osteoblasta. Nakon
svoje aktivnosti osteoblasti ostaju okruzeni koStanim tkivom u malom prostoru,
lakunama. Oblik lakuna je razli¢it, oko mladih osteocita lakuna je okrugla, u starijih je
izduzena. Osteociti se ne dijele pa se u svakoj lakuni nalazi samo jedna stanica. Na
povrSini osteocita nalaze se dugacki citoplazmatski zavrSeci koji kroz kanalice u
kostanom tkivu (kanalikuli) medusobno povezuju susjedne stanice. Kroz kanalikule
prolazi intersticijalna tekuéina i metaboliti iz zilnog sustava. Osteoklasti su velike
stanice Cija je primarna uloga razgradnja koStanog tkiva prilikom pregradnje kosti.
Osteoklasti izlucuju organske kiseline koje otope kostane minerale i snize pH u kiselo
podrucje, Sto pogoduje aktivnosti lizosomalnih enzima koji potom razgrade organski
kostani matriks. (KOZARIC, 1997.)

Kostani matriks sastoji se kolagenskih vlakana, amforne osnovne tvari i velike koli¢ine

anorganskih soli. Kolagenska vlakna gradena su od kolagena tipa I i razmjeStena u



obliku debelih koncentri¢nih slojeva oko srediSta osteona. Anorganska komponenta
gradena je od kalcijevog fosfata u obliku hidroksiapatita, kalcijeva karbonata i natrija.
Kristali hidroksiapatita tvore osnovni oblik minerala u koStanom matriksu. Amorfna
osnovna tvar gradena je od sijeloproteina, fosfoproteina, kiselih proteina i male koli¢ine

sulfatnih polisaharida. (HENRIKSON i sur., 1997.)

2.2.2.1 Vrste koStanog tkiva

U visih kraljeznjaka kostano tkivo dolazi u dva oblika, kao valovito koStano tkivo i
lamelarno koStano tkivo.

Valovito koStano tkivo nezreli je oblik kostanog tkiva. Sadrzi mnogo okruglih osteocita
smjeStenih u lakunama koje su u kosti razmjeStene bez nekog reda i okruzene
nepravilno razmjeStenim debelim snopovima kolagenskih vlakana, pa zbog toga taj
oblik koStanog tkiva ne pokazuje pravilnu dvolomnost u polariziranom svijetlu.
Valovito tkivo je primarni oblik kosti koji se stvara u osifikacijskim centrima ploda kao
I u primarnoj spongiozi odraslih zivotinja. Prilikom zarastanja prijeloma kosti primarni
kalus je graden od valovitog koStanog tkiva. Valovito kostano tkivo dolazi u mladih
Zivotinja i karakteristi¢no je za brzorastuée Zivotinje. (KOZARIC, 1997.)

Jedno od podvrsta valovitog kosStanog tkiva je laminarno koStano tkivo. Laminarno
kostano tkivo ubraja se takoder u nezrela kosStana tkiva, a nastaje kad rast kostiju nije
kontinuiran ve¢ se zbiva razli¢itim intenzitetom. Stvaranje laminarne kosti pocinje
urastanjem nizova krvnih Zila s endostalne strane kompaktne kosti u primarno valovito
koStano tkivo. Oko krvnih zila aktivnoS$¢u osteoblasta potom se stvara koStano tkivo
primarnih osteona. Urastanjem slijede¢eg niza krvnih Zila isti postupak se ponavlja, ali
izmedu pojedinih nizova primarnih osteona uvijek ostane sloj valovitog kostanog tkiva.
Na taj nacin kompakta poprima laminaran izgled, gdje se izmjenjuju slojevi valovitog i
lamelarnog kostanog tkiva (MARTIN, 1998.; MORI i sur., 2003.).

Lamelarno kostano tkivo zreli je oblik kostanog tkiva i dolazi u vecini kostiju odraslih
zivotinja. Vezivnotkivni matriks dolazi u obliku slojeva mineraliziranih kolagenskih
vlakana. U susjednim slojevima kolagenska vlakna se krizaju pod kutom tako da se u
polariziranom svijetlu opaza pravilna dvolomnost (KOZARIC, 1997.). Osteocitne

lakune 1 osteociti plosnati su i rasporedeni u paralelne nizove izmedu koStanih lamela.



Raspored pojedinih elementa u formiranome koStanom tkivu rezultat je djelovanja sila
tlaka i vlaka na cijelu ili dio kosti, s jedne strane, a s druge strane, ovisan je o
razmjeStaju krvozilne mreze (ENLOW, 1963.).

Kompaktna kost gradena je od osteona, osnovne funkcionalno-morfoloske jedinice,
kojeg ¢ine 5-20 koncentri¢no razmjestenih lamela oko srediSnjeg Haversova kanala u
kojem se nalaze krvne zile i zivci. Izmedu lamela nalaze se lakune. Lakune su prostori u
koStanom tkivu u kojima se nalaze osteociti. Oblik lakuna je razli¢it s obzirom od kojeg
dijela kosti uzorak potjece. O toj razlici govore CANE i sur. (1982.), PAWLICKI
(1985.) i CADENA i SCHWEITZER (2012.). Oni razlikuju tri oblika lakuna i nazivaju

ih elipsoidne, izduzeno elipsoidne i zvjezdaste (slika 1).

0]
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Slika 1. Oblici lakuna: a) izduZeni elipsoidni oblik; b) elipsoidni oblik; c¢) zvjezdasti
oblik (CADENA i SCHWEITZER, 2012.)

Zvjezdaste lakune nalaze se ve¢inom u valovitom koStanom tkivu. Elipsoidne lakune
nalazimo u medulamelarnom prostoru lamelarnog kostanog tkiva, a izduZene elipsoidne
lakune u lamelama osteona. Izduzene elipsoidne lakune prevladavaju u kostima starijih
Zivotinja koje imaju formirano lamelarno kostano tkivo.

Osim ove podjele prema obliku lakuna, razlika postoji i u gusto¢i lakuna u koStanom
tkivu (ARDIZZONI, 2001.; SKEDROS i sur., 2011.). Oblik i gustoéa te raspored
kanalikula svojstven je klasifikacijskom razredu kojima zivotinje pripadaju, premda je i
izmedu nekih razreda zivotinja samo prema obliku 1 gusto¢i lakuna teSko odrediti
razliku. Oblik lakuna nije povezan s vodenim ili kopnenim staniStem u kojima Zivotinje
zive (CAO i sur.,, 2011.). Na slikama od 2 do 6 prikazani su fragmenti kostiju

zivotinjskih vrsta koji se najcesce nalaze u mesno kostanom brasnu. Prikazane slike
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sluze kao referentni materijali za mikroskopsku analizu krmiva i krmnih smjesa u
Laboratoriju za mikrobilogiju hrane za Zivotinje pri Hrvatskom veterinarskom institutu i

do sada nisu nigdje objavljeni.

Slika 2. Fragment stani¢ne kosti ribe (obojena alizarinskim crvenilom)

Slika 3. Fragment nestani¢ne kosti ribe (obojena alizarinskim crvenilom)
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Slika 4. Fragment kosti peradi

Slika 6. Fragment kosti goveda
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Slika 7. Fragment kosti ovce

Najveca razlika u morfologiji lakuna uocena je izmedu morfologije lakuna riba,
sisavaca i ptica. Oblik lakune riba ovisi o vrsti riba, tj da li imaju staniéni ili nestani¢ni
oblik kosti (HORTON i SUMMERS., 2009.). Nestani¢ne kosti (slika 3.) nemaju tipi¢ne
lakune ve¢ one djeluju kao poduzno izcrtane linije na kosti bez kanalikula. Stani¢ne
kosti (slika 2.) imaju izrazito izduzene, vretenaste lakune s dugackim kanalikulima
(GIZZI i sur., 2003.). DOMENIS i sur. (2009.) lakune peradi opisuju kao gusto
rasporedene, lecaste i s kanalikulima koji se teSko uocavaju (slika 4.). Za razliku od
ptica, kosti kopnenih sisavaca imaju elipti¢no-globularne lakune s relativno dobro
vidljivim kanalikulima (slike 6 i 7). Od ovog opisa odstupaju kosti svinja (slika 5), jer
su lakune vise okruglog oblika i gusée rasporedene, te stoga vrlo nalikuju onima u
kostima peradi (ARIES, 2004.).

Mnogobrojnim istraZivanjima grade kostiju, od dinosaura (ROSENBERGER i
WATABE, 2000.), riba i gmazova (CAO i sur. 2011; CADENA i sur., 2012.), ptica
(DOMENIS i sur., 2009.) do sisavaca, ukljucujuéi i Covjeka, (CANE i sur. 1982.;
ARDIZZONI 2001.; MORI i sur. 2005.; MARTINIAKOVA i sur. 2006.b,
MARTINIAKOVA i sur. 2007.) uofena je zamjetna razlika u veli¢ini i obliku
mikrostruktura kompakte te su se ta saznanja pocela koristiti u razlikovanju razli¢itih
vrsta (MARTINIAKOVA i sur., 2006.a; GREENLEE i DUNELL 2010.).

Haversovi kanali (slika 8.) paralelni su s povrSinom kosti, a krvne su Zile u njima u
kontaktu s koStanom srZzi 1 periostom. Susjedni Haversovi kanali spojeni su poprecnim

kanalima koji se nazivaju Volkmanovi kanali. Volkmanovi kanali takoder sadrze krvne
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Zile kojima se krvozilna opskrba Haversovih kanala spaja s koStanom srzi i s periostom,
ali nisu okruzeni koncentricnim lamelama koStanog tkiva. Grada kompakte kosti
rezultat je niza promjena koje ukljucuju formiranje primarnih osteona i njihovu
pregradnju u sekundarne osteone. Primarni osteoni su male cilindri¢ne tvorbe gradene
od krvne Zile koja je okruzena slojevima koStanog tkiva, a formiraju se na periostalnoj
povrsini kosti. Primarni osteoni nastaju tako da na periostalnoj povrSini krvnu Zzilu
okruzi koStani matriks koji oko nje oblikuje nekoliko slojeva kosStanog tkiva nejasno
ograni¢enog od okolnog kostanog tkiva. (KOZARIC, 1997)

Sekundarni osteoni sli¢ni su po svojem izgledu primarnim osteonima, ali su mnogo veci
1 jasno ograniceni cementnom linijjom. Promjer sekundarnih osteona krece se od 200 do

300 pm (MARTIN i sur. 1998.).

Pretvorba primarnih u sekundarne osteone slozeni je proces koji ukljucuje aktivnost
osteoklasta i osteoblasta. Aktivno$¢u osteoklasta koji se nalaze u srediSnjem kanalu
primarnog osteona razgraduje se sloj po sloj kostanog tkiva primarnog osteona, tako da
na njegovu mjestu nastane resorptivna Supljina. Granicu resorptivne Supljine ¢ini
cementna (grani¢na linija). U resorptivnoj Supljini nalazi se krvne zila i mnostvo
osteoblasta koji, po¢evsi od grani¢ne linije naslojavaju sloj po sloj novog kostanog
tkiva. Kada se cijela Supljina popuni slojevima kostanog tkiva u srediSnjem dijelu ostaje
kosStani kanal s krvnom zilom. (ENLOW, 1962.).

U kompaktnoj kosti nalaze se cetiri vrste lamela. Lamele koje se nalaze oko Haversova
kanala (Haversove lamele), lamele na unutraSnjoj povrSini kosti iznad endosta
(unutradnje koncentri¢ne lamele) i lamele na vanjskoj povrsini kosti, neposredno ispod
periosta (vanjske koncentriéne lamele) (slika 8.). Cetvrti tip lamela nalazi se u
prostorima izmedu osteona i rezultat su razgradnje i pregradnje starih Haversovih

lamela (intersticijalne ili madulamele). (KOZARIC, 1997.)
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Haversov kanal

Haversov kanal

lamele

Sponginena kost

Kompakina kost

Slika 8. Grada lamelarne kosti. Obradeno.

(http://www.ufrgs.br/imunovet/molecular immunology/muscles.html)

2.3 Znacajke grade kostiju morskih sisavaca

Grada kostiju morskih sisvaca ima svoje specificnosti. Neka stanja koja se kod
kopnenih sisvaca smatraju patoloskim stanjima u morskih sisavaca su fizioloSki nalaz.
U tablici 1 opisani su osnovni pojmovi koji se koriste pri opisu grade kostiju morskih
sisavaca.

Tablica 1. Osnovna terminologija pojmova vezanih uz gradu kosti morskih sisavaca
(GRAY i sur., 2007.)

Stanje Opis

Osteopenija Prorjedivanje kompakte kostiju, smanjenje
broja trabekula i opéenito gubitak koStane
strukture.

Osteoporoza Tezak oblik osteopenije, uzrokovan
intenzivnom aktivnoS$cu osteoklasta.

Pahiostoza Izuzetno guste ili  masivne  kosti.
Histoloski: proSirenje kompaktnog sloja
kostiju prema van i izrazen debeo

kortikalni dio kosti naspram spongioze i
kostane Supljine. Anatomski: opéenito Sire
1 deblje kost od uobicajnih dugih kostiju.

Hiperosteoza Neuobicajno velika Sirina sloja koStanog
tkiva Kkoji moze biti kompaktni ili
spongiozni.
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Osteopetroza Hipermineralizirana kost. KoStana srz se
razvija kasnije ili se uopce ne razvije |
ponekad se mogu naci ostaci kalcificirane
hrskavice. Moze nastati kao posljedica jake
aktivnosti osteoblasta.

Osteoskleroza Kost koja nastaje zbog velike koli¢ine
kalcificirane hrskavice. Ponekad se nalazi
uz osteopetrozu. Takoder se moze naci uz
pahiostozu u endoskeletu tetrapoda koji su
se naknadno prilagodili Zzivotu u vodi.

Kitovi (Ordo: Cetacea) i morske krave (Ordo: Sirenia) su Zivotinjske skupine koje su se
razvile iz kopnenih sisavaca, a danas cijeli svoj zivot provode iskljucivo u vodenom
staniStu. Kosti kitova i morskih krava, ali i perajara (Ordo: Carnivora, Subordo:
Pinnipedia) koji uz vodena koriste 1 kopnena stanista, dozivjele su promjene u gradi
koje su makroskopski i mikroskopski vidljive. U odnosu na kopnene sisavce Kkosti
vodenih sisavaca su povecane ili smanjene gustoée (WALL, 1983.; de BUFFRENIL i
MAZIN, 1990.).

Uoceno je da vodeni sisavci koji dio Zivota provode u ve¢im dubinama imaju kosti
manje gustoée nego kopneni sisavci (WALL, 1983.; de BUFFRENIL i
SCHOEVAERET, 1988.; GRAY i sur., 2007.). Takve su kosti malih i srednje velikih
kitova zubana (Subordo: Odontoceti), nekih kitova velikih tjelesnih duljina i nekih
tuljana (MASS, 2002.). Nasuprot pliva¢ima, morske krave provode statiCan Zivot na
dubinama do 10 m hraneci se morskim biljem na dnu ili povrsini, a hidrostatski pritisak
svladavaju najve¢im dijelom statickim mehanizmom, tj. ve¢om gusto¢om koStanog
tkiva. Ovakva gustoc¢a kostiju postignuta je: osteosklerozom, tj. opseznim okoStavanjem
hrskavicnog matriksa, zatim pahiostozom, tj. razvojem osobito debelih 1 ¢vrstih kosti
zbog povecane gustoce zbitog kostanog tkiva, te redukcijom spongioze i nedostatka
srzne Supljine ili kombinacijom obiju (pahiosteoskleroza) (DOMNING i de
BUFFRENIL, 1991.). U morskih krava je pahiosteoskleroza posebno izrazena u
grudnom i zatiljnom podru¢ju (DOMNING i de BUFFRENIL, 1991). Ujedno, velika
gustoca koStanog tkiva utvrdena je i u kostima udova morzeva i nekih tuljana (MASS,

2002).
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U usporedbi s kopnenim sisavcima i morskim kravama kitovi imaju kosti manje
gustoce, no gustoca kostanog tkiva nije jednaka u mladih i odraslih Zivotinja. Promjene
u gradi kostiju kitova intenzivne su tijekom postnatalnog razvoja. U mladih Zivotinja
primarno nastaje kost gradena uglavnom od kompaktnog koStanog tkiva, ubrzo slijedi
intenzivna erozija i kompaktno kostano tkivo se preoblikuje u spuzvasto kostano tkivo.
Osnovne znacajke kosti kitova su: znatna redukcija kompaktnog kosStanog tkiva i
gubitak prostranih srznih Supljina u dijafizama dugih kostiju te povecanja udjela
spongioznog kostanog tkiva. Upitno je je li za ovakvu gradu kostiju odgovoran vanjski
¢imbenik, tj. smanjenje gravitacijskog utjecaja u vodenom mediju, ili je to posljedica
specijalne osteogeneze koja je odredena unutarnjim ¢imbenicima, tj. genima (de
BUFFRENIL i SCHOEVAERT, 1988.). Povecanje spongioznog kostanog tkiva na
racun kompaktnog kostanog tkiva nije patoloske naravi jer je mikrostruktura takve kosti
znatno bolje organizirana nego $to je to kod patoloski promjenjene, osteoporoti¢ne kosti

(MASS, 2002.).

Evolucijski razvoj promjena u gusto¢i kostanog tkiva vodenih sisavaca predmet je vise
istraZivanja (WALL, 1983.; de BUFFRENIL i SCHOEVAERT, 1988.; WIFFEN i sur.,
1995.; GRAY i sur., 2007.). Dosadasnja istrazivanja histoloske grade kostiju danasnjih
vodenih sisavaca upucuju da su se oba oblika kostiju razvila kao posljedica prilagodbe
na razli¢ite na¢ine dobavljanja hrane (WIFFEN i sur., 1995.; UHEN, 2007.). Prelazak
od kopnenog k semiakvati¢nom odnosno akvatiénom nacinu zivota postignut je pomocu
potpunih promjena na razini mikrostukture kostiju. Kod najranijih predaka Kkitova,
semiakvati¢nih organizama iz porodice Pakicetidae, ¢iji su ostaci stari oko 50 milijuna
godina, uocena je hiperostoza u postkranijalnom djelu kostura. Kasniji preci kitova, koji
su provodili viSe vremena u vodi, ali u pli¢acima (porodice Ambulocetidae i
Protocetidae) imaju pahiosteoskleroticnu gradu kostiju koja nije drugacija od one u
danasnjih morskih krava. Tek u predaka kitova ¢iji su ostaci stari oko 10 milijuna
godina i za koje se smatra da su bili potpuno vodeni organizmi i aktivni lovci u
morskim staniStima (porodica Basilosauridae, potporodica Zygorhiza), GRAY i
suradnici (2007.) uocili su smanjenu gustocu kosStanog tkiva karakteristicnu za kostur

danasnjih kitova.

17



Unutar skupine danasnjih kitova prisutne su kosti jedinstvene histoloske grade. Poznato
je da su pecinasti i bubnjisni dio sljepoo¢ne kosti najtvrdi dijelovi kostura opcenito u
svih sisavaca, no gustoca kostanog tkiva ovih kostiju posebno je izrazena u kitova. Dok
u ostalih sisavaca gustoca petroznog i timpani¢nog dijela sljepooc¢ne kosti ne prelazi 2,3
g/lcm® ona u kitova doseZe vrijednosti do ak 2,7 g /em®. Ove kosti u kitova su izrazito
kompaktne a najveéu gustocu dosezu vec tijekom prvih godina zivota. Smatra se da je
ovakva grada kosti, koje sudjeluju u osjetu sluha, vazna zbog poboljSanog prijenosa
valova visokih frekvencija i boljeg razludivanja izvora zvuka (de BUFFRENIL i sur.,

2004.).

Jedna od najtvrdih kosti unutar tetrapoda je ralo (vomer) kita zubana vrste Mesoplodon
densirostris. U odraslih muZjaka ralo je proSireno prema dorzalno i zamjenjuje
hrskavi¢nu nosnu pregradu (PITMAN, 2002.). Uzrok velike gusto¢e kostanog tkiva ove
kosti je hipermineralizacija sekundarnih osteona (ZYLBERBERG i sur., 1998.).
Smatralo se da ovako gradeno ralo doprinosi ¢vrstoéi rostralnog dijela glave i sprecava
oStecenja Celjusti prilikom agresivnih obra¢una muzjaka, no novija istrazivanja upucuju
na hidrostatsku ulogu rala ¢ime pomaze u ronjenju na ve¢im dubinama (PITMAN,
2002.).

Izmedu pojednih vrsta kitova ali i unutar jedne vrste, uocene su razlike u mineralnoj
gusto¢i 1 mineralnom sadrzaju kostiju. Tako je utvrdeno da nadlakticna kost dobrog
dupina sadrzi viSe minerala i ima veéu mineralnu gusto¢u od nadlakti¢ne kosti
plavobijelog dupina (Stenella ceruleoalba), te da se ove vrijednosti mijenjaju s dobi, a
razlikuju se 1 izmedu spolova. Naime, porastom duzine tijela dobrog i plavobijelog
dupina raste 1 mineralna gusto¢a. Mineralna gusto¢a manja je u zenki nego u muzjaka
(LUCIC, 2006.). Periodiéno taloZenje u periostu koriteno je u mnogim istrazivanjima
sisavaca za odredivanje dobi, no njegova je primjena ograni¢ena zbog Cinjenice da se
kosti sisavaca pregraduju tijekom cijelog zivota (KLEVEZAL, 1996.). Razvoj koStanog
tkiva i njegova histoloska grada u dobrog dupina, posebice s aspekta postnatalnog
razvoja 1 histologije koStanog tkiva, do sada nisu istrazeni. Pretpostavlja se da i u
dobrog dupina dolazi do promjena unutar grade kostiju kao $to je to opisano u ostalih
vrsta Kitova. Prilikom istrazivanja grade Kkostiju nije vazno samo opisati odnos

spongioze i kompakte i oblik osteona, nego je vazan i promjer osteona, broj lamela u
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osteonu, raspored lakuna i kanalikula u osteonu te pod kojim su kutem kanalikuli
postavljeni naspram lakuna (CHOEN i HARRIS, 1958.). U istrazivanju je najbolje
primjeniti tehniku koja se temelji na obradi mikroskopsih slika i primjeni statistickih
metoda (MARTINIAKOVA i sur., 2007.). Na temelju mikromorfoloskih analiza

uzoraka kostiju raznih dobnih skupina opisati ¢e se postnatalni razvoj kostanog tkiva
dobrog dupina.
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OBRAZLOZENJE TEME
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Dosadasnja istrazivanja razvoja i grade kostiju akvati¢kih sisavaca provedena su u
najvecoj mjeri na fosilnim ostacima kostiju u svrhu identifikacije vrste, utvrdivanja
dinamike rasta Zivotinje i paleoekoloskih uvjeta u kojima je Zivotinja Zivjela. Razvoj
kostanog tkiva i njegova histoloska grada u recentnih kitova, posebice s aspekta
postnatalnog razvoja i histologije kosStanog tkiva, prema dostupnoj literaturi do sada
nisu u potpunosti razjasnjeni. Na temelju histomorfoloskih analiza uzoraka raznih
dobnih skupina dobrog dupina biti ¢e opisan model postnatalnog razvoja kostanog tkiva
recentnog kita.

Dodatni cilj ovog rada je detaljan mikroskopski opis kosStanog tkiva dobrog dupina
(Tursiops truncatus). Mjerenja i morfoloSki opis osteona, vazne morfoloske jedinice
kostanog tkiva, biti ¢e prvi detaljan opis ovih mikrostruktura u dobrog dupina i kitova
opcenito.

Zbog aktualnosti spongiformnih encefalopatija i njihovim dokazanim Sirenjem putem
hrane za zivotinje koja sadrzi mesno kostano brasno, opis i mjere osteocitnih lakuna
uvelike ¢e doprinjeti u vrsnom razlikovanju koStanih fragmenata u mesno koStanom
brasnu.
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4.1. Materijali

Ovo istrazivanje provedeno je na 105 dobrih dupina (Tursiops truncatus) koji su
pronadeni mrtvi u hrvatskom dijelu Jadranskog mora u razdoblju od listopada 1990. do
travnja 2011. (tablica 2.), a istrazeni su u sklopu znanstveno-istrazivackog projekta
(053-0533406-3640) Ministarstva znanosti, obrazovanja i Sporta Republike Hrvatske
"Zdravstvene i bioloSke osobitosti populacija morskih sisavaca u Jadranu”. Budu¢i da se
radi o zaSti¢enoj zivotinjskoj vrsti, od 1995., prikupljanje i obrada leSina dobrih dupina
obavljani su u skladu s dopuStenjem za istrazivanje dupina u teritorijalnim vodama
Republike Hrvatske izdanim od nadleznih institucija. LeSine su obradene prema
istrazivaGkom obrascu za dupine na mjestu nalaza ili u Zavodu za anatomiju, histologiju
1 embriologiju Veterinarskog fakulteta SveucilisSta u Zagrebu. Njihovi koStani ostaci
cuvaju se u Zavodu za anatomiju, histologiju i embriologiju Veterinarskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu. Osim kostiju, U svrhu ovog istrazivanja koristili su se podaci o

spolu, dobi i vanjskim tjelesnim mjerama zabiljezeni u istrazivackim obrascima.

Tablica 2. Osnovni podaci uzorkovanih dobrih dupina (Tursiops truncatus) iz zbirke
Zavoda za anatomiju, histologiju i embriologiju Veterinarskog fakulteta Sveucilista u

Zagrebu (Z=zenka, M=muzjak, GLG=growth layer group)

Ukupna Dobna
Tjelesna | tjelesna skupina
Oznaka | Datum masa duZina Dob
dupina | nalaza (kg) (cm) (GLG) | Spol
2 01/11/1990 52,0 164 <1 z
10 01/09/1994 75,0 163 <1 M
18 02/08/1997 13,0 125 <1 M
46 03/07/2000 | 23,7 122 <1 Z
92 02/08/2002 32,0 134 <1 z
110 26/10/2003 43,5 160 <1 M |
Dobna
140 | 31/07/2005 13,0 117 <1 z skupina
163 09/06/2007 27,5 128 <1 z
184 10/05/2008 11,5 118 <1 M
187 01/06/2008 22,5 128 <1 M
189 | 11/06/2008 8,0 99 <1 Z
191 07/07/2008 47,5 182 <1 M
192 | 28/07/2008 | 35,0 132 <1 Z
205 07/04/2009 72,0 171 <1 M
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32
55
103
107
131
134
158
168
175

193
210
216

\l

87
97
101
109
113
127
128

136
138
149
150
157
172
198
204
206

15
17
35
36
40
41
62
72
76
83

01/11/1999
23/03/2001
14/03/2003
24/09/2003
14/12/2004
18/05/2005
19/02/2007
05/08/2007
05/10/2007

04/08/2008
11/10/2009
04/06/2010

18/06/1992
29/03/1994
26/05/1994
16/06/2002
10/11/2002
31/10/2002
10/10/2003
16/01/2004
20/09/2004
22/09/2004

15/06/2005
16/07/2005
28/04/2006
17/05/2006
08/11/2006
12/09/2007
06/11/2008
07/04/2009
08/05/2009

16/10/1990
02/10/1996
30/07/1997
24/11/1999
01/12/1999
17/03/2000
27/04/2000
19/07/2001
05/01/2002
20/02/2002
25/04/2002

128,0
62,0
101,0
57,0
77,0
128,0
85,0
89,0
47,0

79,0
33,0
53,0

240,0
120,0

79,0
66,0
98,0
69,0
144,0
130,0
60,0

161,0
124,0
186,0
87,0
67,0
100,0
117,0
80,0
119,0

204,0
279,0

163,0
156,0
288,0
224,0
155,0
153,0
177,5
180,0

208
165
186
172
175
223
191
199
162

193
154
176

263
219
265
188
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212
198
215
231
190

260
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242
186
196
227
226
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290
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258
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288
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290
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272
266
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88
91
96
99
100
111
129
178
183
217
225

20
25
28
38
39
51
54
64
66
80
102
104
108
112
120
124
126
139

141
142
143
152
159
162
169
170
173
177
186
194
195

18/06/2002
11/07/2002
22/08/2002
08/10/2002
23/10/2002
30/11/2003
24/09/2004
19/12/2007
10/05/2008
29/06/2010
22/09/2010

08/10/1997
27/02/1999
09/07/1999
12/01/2000
02/03/2000
15/02/2001
18/03/2001
09/10/2001
06/11/2001
01/03/2002
24/12/2002
17/07/2003
06/10/2003
20/12/2003
28/05/2004
01/09/2004
14/09/2004
25/07/2005

19/10/2005
22/10/2005
25/10/2005
05/07/2006
10/04/2007
28/05/2007
20/08/2007
24/08/2007
21/09/2007
06/12/2007
17/05/2008
09/08/2008
28/10/2008

135,0
246,0
169,0
249,0
215,0
130,0
168,0
148,0
218,0
160,0
163,0

214,0
228,0
249,0
261,0
192,0

236,0
305,0
199,0
324,0
216,0
210,0
209,0
268,0
206,0
205,0
182,0
239,0

197,0
270,0
163,5
171,0
298,0
216,0
314,0
222,0
167,0
234,0
204,0
206,0
154,0

249
280
268
256
270
251
280
275
267
281
264

288
2178
312
286
276
275
281
312
283
294
262
277
277
303
284
301
266
294

282
307
263
262
286
300
298
288
291
322
299
285
272

11
13
12
12
12
10
14
12
14
13
11

21
23
16
21
26
21
17
17
26
17
20
20
17
20
15
17
19
21

18
23
20
21
22
26
24
17
21
19
16
20
27
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skupina

\%
Dobna
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196 30/10/2008 | 166,0 280 26 z
200 26/11/2008 | 277,0 298 28 M
203 24/01/2009 218 280 25 z
209 24/07/2009 182 287 25 z
211 21/10/2009 232 302 20 M
212 09/01/2010 245 299 20 M
215 28/04/2010 304 278 19 M
221 21/08/2010 194 276 21 M

Kosti dupina nakon nalaza i postmortalnog pregleda leSine ocis¢ene su od veéih
ostataka mekih tkiva i kuhane u otopini detergenta. Nakon toga su isprane i potopljene
tijekom 48 sati u 4% otopinu vodikova peroksida radi izbjeljivanja, te osuSene na zraku.
Poslije susenja svaka kost je oznacena brojem dupina koji odgovara broju njegovog
istrazivackog obrasca. Vanjske tjelesne mjere mjerene su prema PERRIN-u (1975.).
Spol je odreden makroskopskim pregledom spolnih organa. Dob je odredena brojanjem
godiSnjih zona prirasta u dentinu (engl. growth layer group) (HOHN i sur., 1989.;
MYRICK i CORNELL, 1990.) pomocu svjetlosnog mikroskopa na poduznim i
poprecnim presjecima zubiju obojenim Harrisovim hemalaunom po SLOOTEN (1991.)
Za potrebe ovog istraZivanja Zivotinje su razvrstane prema dobi u 5 dobnih skupina
(tablica 3.).

Tablica 3. Kategorizacija dobnih skupina

Dob/godine Kategorija
<1 | dobna skupina
1-3 I1 dobna skupina
4-7 111 dobna skupina
8-14 IV dobna skupina
>14 V dobna skupina

U svrhu ovog istraZzivanja uzorkovano je peto desno rebro i desna nadlakti¢na kost
svake jedinke. Rebro je uzorkovano tako da je uz ventralni kraj rebrenog zlijeba (sulcus
costae) napravljen poprecni rez i rebro je prepiljeno na pola. Na tom mjestu jos§ jednim

rezom otpiljen je koStani segment debljine oko 0,5 cm (slika 9.). Nadlakti¢na kost
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uzorkovana je na nacin da je neposredno distalno od glave nadlakti¢ne kosti (caput

humerale) izrezan koStani segment, isjecak presjeka, takoder debljine 0,5 cm (slika 10.).

Slika 9.: Presjek rebra dupina 204

Slika 10.: Isjecak presjeka nadlakticne kosti dupina 128

Za dobivanje koStanog uzorka koristila se dijamantna ploa edenta,
NoDSB321.524.400HP, promjer 4 cm i reza¢: NSK ultimate 500. Izrazito masni koStani
segmenti odmascéeni su u tetrakloretilenu kroz 48 sati prije daljnje obrade. Nakon
odmas¢ivanja koStanih segmenata, dvokomponentnim ljepilom izrezani segmenti
kostiju lijepljeni su na predmetnice, a zatim su izradeni izbrusci brusenjem brusnim

papirom do debljine pogodne za mikroskopiranje svjetlosnim mikroskopom.
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4.2 Metode

Kostani uzorci promatrani su pod lupom Zeiss SteREO Discovery.V20 (Zeiss,
Njemacka) i1 svjetlosnim mikroskopm Zeiss AXIO ImagerM2 (Zeiss, Njemacka).
Proucena je i opisana mikromorfologija uzoraka odvojeno za svaki spol unutar
pojedinih dobnih skupina te su provedena sljedeca mikromorfoloska mjerenja. U
istrazivanju je obradeno 14 dupina iz 1. dobne skupine (sedam zenki i sedam muzjaka),
12 dupina iz 2. dobne skupine (sedam muzjaka i pet Zenki), 19 dupina iz 3. dobne
skupine (deset muZzjaka i devet Zenki), 22 dupina iz 4. dobne skupine (jedanaest
muZjaka i jedanaest Zenki) te 39 dupina iz 5. dobne skupine (dvadeset muzjaka i

devetnaest Zenki). Ovim istrazivanjem obradena je 81 nadlakti¢na kost i 91 rebro.

4.2.1. Udio kompakte i spongioze na presjeku rebra

Uzimanjem uzorka obuhvacen je cjeloviti presjek samo rebra (slika 11.), zbog ¢ega je
udio kompakte i spongioze mogao biti odereden samo na rebrima, a ne i na nadlakti¢noj

kosti.

Slika 11. Presjek rebra dupina 128. Crvena linija: granica povrSine cijelog presjeka

rebra. Zelena linija: granica povrsine spongioze.

Svakom presjeku odredena je ukupna povrSina, te povrSina spongioze. Iz dobivenih

rezultata odredena je povrsSina spongioze i udio kompakte, prema sljede¢im formulama:
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¥ or v
PoOVrsing sSpongloze

= udio spongioze %

povriina presjeka

100% — udio spongioze% = udio kompakte %

povriina ukupnog presjeka rebra — povriina spongioze = povriina kompakte

4.2.2. Gustoca osteona, promjeri primarnih i sekundarnih osteona, broj lamela u
osteonima

U svrhu odredivanja gustoce osteona, promjera primarnih i sekundarnih osteona, broja
lamela u osteonima koStani izbrusci promatrani su svjetlosnim mikroskopom, pod
transmisivnom i polariziranom svjetlos¢u (slike 12. i 13.). Pod povecanjem 100 X na
svakom preparatu nasumicno je odabrano pet vidnih polja, veli¢ine 890 x 670 pm na
kojima je odreden broj primarnih i sekundarnih osteona te osteona u pregradnji. Zbog
interpretacije rezultata broj osteona je izrazen u mm?. Za razlikovanje primarnih od
sekundarnih osteona koristila se polarizirana svjetlost. Na svakom preparatu na dobro
izdifrenciranim primarnim i sekundanim osteonima (najvise do pet po preparatu)
odreden je promjer osteona i broj lamela u osteonu. Pomocu promjera osteona

izraCunata je povrsina osteona prema formuli:

(r:iuij ina dijametra

> ) T = povréina osteona

Na preparatima gdje osteoni nisu bili dobro izdiferencirani predvidena mjerenja i

brojanja nisu izvedena.
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Slika 12. Sekundarni osteoni. Dupin 200, 28 godina, rebro. a) vidno polje pod;

transmisivnim svjetlom b) vidno polje pod polarizacijom.

foun

Slika 13. Primarni osteoni. Dupin 103, 2 godine, rebro. a) vidno polje pod

transmisivnim svjetlom; b) vidno polje pod polarizacijom.

4.2.3. Veli¢ina i oblik lakuna

Velic¢ina i oblik lakuna odredivani Su na uzorcima nadlakti¢ne kosti Koji su usitnjeni u
tarioniku do veliéine Cestica <0,5 mm, kako bi dobivene Cestice bile $to viSe nalik
esticama kostiju dobivenih nakon proizvodnje mesno ko$tanog brasna (SAKAC i
FILIPOVIC, 2004.). Dobiveni fragmenti izbijeljeni su u natrij hipokloritu kroz 10
minuta te osuseni na zraku. Preparati za analizu lakuna izradeni su na pokrovnici na

koju se nakapalo Norland Optical Adhesive 65 (Norland Products, SAD) u koju je
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stavljena mala koli¢ina fragmenata usitnjenih i izbijeljenih kostiju i pokriveni su

pokrovnicom. Pripremljen preparat izloZzen je UV zrakama valne duljine od 320-400 nm

kroz 10 minuta kako bi se dobio trajan preparat. Preparati s ¢esticama promatrani su pod

povecanjem od 200 puta. Lakune su podijeljene prema obliku u lakune elipsoidnog

oblika, zvjezdastog oblika i izduZenog elipsoidnog oblika, i (slika 14. a, b i ¢). Svakom

od oblika lakuna odredena je duZina i Sirina. Na svakom uzorku izmjerene su najmanje

dvije lakune po obliku.

AL,

L%

Slika 14. Oblici lakuna: a) elipsoidni oblik, b) zvjezdasti oblik, c) izduZzeni elipsoidni

oblik

U tablici 4 navedni su uzorci kostiju dobrih dupina koji su koriSteni za pojedina
mikromorfoloSka mjerenja

Tablica 4. Uzorci kostiju dobrih dupina koriSteni za pojedina mikromorfoloska

mjerenja
Ispitivana kost
Dupin | Spol | Dob | Kategorija Nadlakti¢na Kkost Rebro
Promjer | Broj Lakune | Promjer | Broj Presjek
] osteona | lamela osteona | lamela | rebra

1 7 9 4 + + + +
2 7 <1 1 + + + + + +
3 M 7 3 + + + +
7 z 6 3 +
8 z 6 3 + +
10 M <1 1 + + + + +
15 M 12 4 + +
17 Z | 13 4 + + + + +
18 M <1 1 + +
20 Z | 21 5 + + + +
25 Z | 23 5 + + + +
28 M 16 5 + + + +
32 M 3 2 + +
35 Z | 14 4 + + + +
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13
21

26
13

12
<1
21

17

14
17
26
10
12
17
11

11
13
<1
12

12
12

20

20

17

<1
10
20

15

17
19

14

21

N

N

N

N

N

36
38
39
40

41

46

o1

54
55
62
64
66
72
76
80

83
87
88
91

92
96
97
99

100
101

102

103
104
107

108
109

110
111
112

113
120
124

126
127

128
129
131

134
136
138
139
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<1
18
23
20

21

22
<1

17
21

19
12
14
<1
16
<1
<1
<1
<1

20
27

26

28
25

<1

25

20
20
19

13
11

N

N

140
141

142

143
149

150
152
157

158
159

163
168
172

170
173
175
177

178
183
184
186
187
189
191

192

193
194
195
196
198
200
203
204
205
206
209

210
211
212
215
216
217
225
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4.2 4. Statisti¢ka obrada
Brojcani podaci statisticki su obradeni U informatickim programom Stata 10.0 (Stat.

Corp. USA). Dobivene vrijednosti medusobno su usporedene t-testom, analizom
varijance ili Kruskall Wallis neparametrijskim testom. Linearnom regresijom provjerena
je korelacija izmjerenih vrijedosti s dobi i spolom. Kao statisti¢cki znacajna razlika

smatrala se ako je p vijednost bila manja od 0,05 (p<0,05).
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5.1. Mikroskopski prikaz razvoja kosStanog tkiva u nadlakti¢noj kosti i rebru
dobrog dupina

Kostano tkivo prolazi tijekom Zivota kroz dinami¢ne promjene. Slijede¢im nizom slika
opisuje se razvoj kostanog tkiva u nadlakti¢noj kosti i rebru dupina mladih od godine
dana do njihove starosti, odvojeno za svaku navedenu kost i odvojeno po spolu. Prvo
slijedi prikaz razvoja koStanog tkiva u nadlakti¢noj kosti, zatim u rebru. Razvoj
kostanog tkiva nadlakti¢ne kosti i promjene koje se deSavanju opisane su kroz dobne
skupine.

Primjer izgleda sekundarnog osteona i njegovih djelova prikazan je na slikama 15. i 16.

Slika 15. Sekundarni osteon pod transmisivnim svijetlom, dupin oznake 200

Cementna linija
Lakuna K
Haversov kanal

Haversove lamele

g

K:’j‘f

Slika 16. Sekundarni osteon pod polariziranim svijetlom, dupin oznake 200
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5.1.1. Mikroskopski prikaz razvoja koStanog tkiva nadlakti¢ne kosti po dobi i spolu

Mikroskopski prikaz nadlakti¢ne kosti dobrih dupina mladih od 1 godine, 1. dobna
skupina

U muZjaka prve dobne skupine (slika 17.) kompaktni dio nadlakti¢ne kosti je vrlo homogene
grade 1 sastoji se od brojnih uzduznih kostanih kanala, koji su pretea primarnih osteona (slika
17. a, b i ¢), umetnutih u valovito fibrozno kostano tkivo. Oko pojedinih kanala nalazi se 4 do
6 lamela (primarni osteon). Ti primarni osteoni su razli¢itog promjera. Gredice spongioze

gradene su od valovitog koStanog tkiva.

1M| :

. i mnum' i\

Slika 17. Nadlakti¢na kost muzjaka dobrog dupina oznake 205. Slike a) i ¢) transmisivno
svijetlo, b) i d) polarizirano svijetlo. Uzduzni kostani kanali (zelena strelica), valovito kostano

tkivo (crvena strelica), primarni osteoni (Zuta strelica)
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Kompaktni dio nadlakti¢ne kosti Zenki prve dobne skupine (slika 18.) pokazuje izrazito
rasijanu orijentaciju koStanih kanala, a samo na prijelazu u spongiozu nalazi se poneki
uzduzni koStani kanal (slika 18. a, b i ¢). Najve¢i dio kostanog tkiva kompakte pripada
valovitom kostanom tkivu (slika 18. a, b i d). Oko uzduznih kanala nalazi se prosje¢no 5

slojeva lamela (primarni osteoni). Gredice spongioze gradene su od valovitog kostanog tkiva.

Slika 18. Nadlakticna kost zenke dobrog dupina oznake 163. Slike a) i c) transmisivno
svijetlo, b) i d) polarizirano svijetlo. Uzduzni koStani kanali (zelena strelica), valovito koStano

tkivo (crvena strelica), primarni osteoni (Zuta strelica). N

A

38



Mikroskopski prikaz nadlakti¢ne kosti dobrih dupina od 1. do 3. godine starosti, 2.
dobna skupina

Kompaktni dio nadlakti¢ne kosti muzjaka druge dobne skupine (slika 19.) pokazuje uglavnom
uzduZnu orijentaciju kostanih kanala (slika 19. a i ¢) i manji broj radijalno poloZenih kostanih
kanala. Oko veéeg broja uzduznih kanala nalazi se 5 do 7 lamela i predstavljaju primarne
osteone. Izmedu primarnih osteona nalazi se relativno velika koli¢ina valovitog kosStanog
tkiva. Znakovi koStane pregradnje i sekundarni osteoni se ne opazaju. Valovito kostano tkivo

zapaza se i u gredicama spongioze.

| 100 pum .. -

Slika 19. Nadlakti¢na kost muzjaka dobrog dupina oznake 103. Slike a i ¢ transmisivno
svijetlo, b i d polarizirano svijetlo. UzduZzni kostani kanali (zelena strelica), valovito kostano

tkivo (crvena strelica), primarni osteoni (Zuta strelica)
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Mikrostruktura nadlakti¢ne kosti Zenki druge dobne skupine (slika 20.) odgovara onoj u
muZjaka iste dobi. Kompakta nadlakti¢ne kosti zenki druge dobne skupine pokazuje veéi broj
uzduznih kostanih kanala povezanih s radijarno poloZzenim kanalima (slika 20. a i c). Oko
uzduznih kanala nalazi se 6 do 8 slojeva lamelarnog koStanoga tkiva (primarni osteoni), a
prostor izmedu njih popunjava velika koli¢ina valovitog koStanog tkiva. Valovito kostano

tkivo zapaZa se i u gredicama spongioze.

Slika 20. Nadlakti¢na kost Zenke dobrog dupina oznake 216. Slike a i ¢ transmisivno svijetlo,
b i d polarizirano svijetlo. Uzduzni koStani kanali (zelena strelica), valovito kostano tkivo

(crvena strelica), primarni osteoni (Zuta strelica)
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Mikroskopski prikaz nadlakti¢ne kosti dobrih dupina od 4. do 7. godine starosti, 3.
dobna skupina

Veliki broj uzduzno orijentiranih primarnih osteona popunjava kompaktni dio nadlakti¢ne
kosti muzjaka tre¢e dobne skupine (slika 21.). Oko primarnih osteona nalazi se jo$ uvijek
znatna koli¢ina valovitog koStanog tkiva. U dubljim dijelovima kompakte opazaju se poceci
pregradnje i pojava resorptivnih Supljina okruZenih valovitim koStanim tkivom. U ovoj
dobnoj skupini opaZzaju se i sekundarni osteoni koji su smjeSteni u srediSnjem dijelu
kompakte. Gredice spongioze su gradene od lamelarnog kosStanog tkiva u kojem se rijetko

zapazaju i sekundarni osteoni.

Slika 21. Nadlakti¢na kost muzjaka dobrog dupina oznake 3. Slike a i ¢ transmisivno svijetlo,
b i d polarizirano svijetlo. Valovito koStano tkivo (crvena strelica), primarni osteoni (Zuta

strelica), resorptivne Supljine (plava strelica), sekundarni osteoni (narancasta strelica).
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Kao i u muzjaka ove dobi i kompaktni dio nadlakti¢ne kosti Zenke tre¢e dobne skupine (slika
22.) ¢ine uglavnom primarni osteoni okruzeni s relativno velikom koli¢inom valovitog
kostanoga tkiva. U dubljim dijelovima kompakte opaza se pojava resorptivnih Supljina i
njihovo medusobno spajanje. Sekundarni osteoni rijetko se zapazaju. Gredice spongioze

gradene su od valovitog koStanog tkiva.
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Slika 22. Nadlakti¢na kost Zenke dobrog dupina oznake 198. Slike a i ¢ transmisivno svijetlo,
b i d polarizirano svijetlo. Valovito kosStano tkivo (crvena strelica), primarni osteoni (Zuta

strelica), resorptivne Supljine (plava strelica), sekundarni osteon (narancasta strelica).
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Mikroskopski prikaz nadlakti¢ne kosti dobrih dupina od 8. do 14. godine starosti, 4.
dobna skupina

Kompaktni dio nadlakti¢ne kosti muzjaka Cetvrte dobne skupine (Slika 23.) grade zbijeni
primarni i sekundarni osteoni s uzduznom orijentacijom koStanih kanala. Izmedu osteona
opaZaju se ostaci osteona u obliku medulamela. Na prijelazu kompakte u spongiozu opaZaju

se velike resorptivne Supljine okruzene valovitim kostanim tkivom. U gredicama spongioze se

zapaza lamelarno kosStano tkivo s rijetkim sekundarnim osteonima.

Slika 23. Nadlakti¢na kost muzjaka dobrog dupina oznake 100. Slike a i ¢ transmisivno
svijetlo, b 1 d polarizirano svijetlo. Medulamele (ruziCasta strelica), sekundarni osteoni

(narancasta strelica), primarni osteoni (zuta strelica), resorptivne Supljine (plava strelica).
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Kostani kanali u nadlakti¢noj kosti Zenki Cetvrte dobne skupine (slika 24.) su uzduzno
orijentirani i okruzeni lamelarnim kostanim tkivom (osteoni). Osteoni su razli¢itog promjera i
u najvecem broju pripadaju sekundarnim osteonima. Izmedu osteona ima dosta medulamela
koje su ostatci koStane pregradnje. Gredice spongioze gradene su od lamelarnog koStanog

tkiva sa pokojim sekundarnim osteonom.
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Slika 24. Nadlakti¢na kost zenke dobrog dupina oznake 17. Slike a i ¢ transmisivno svijetlo, b
1 d polarizirano svijetlo. Medulamele (ruziCasta strelica), sekundarni osteoni (narancasta

strelica), primarni osteoni (Zuta strelica).
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Mikroskopski prikaz nadlakti¢ne kosti dobrih dupina starijih od 14 godina, 5. dobna
skupina

Kompaktni dio nadlakti¢ne kosti muzjaka pete dobne skupine (Slika 25.) ¢ine uzduzno
orijentirani kostani kanali okruZeni s lamelarnim koStanim tkivom. Vecina tih osteona pripada
sekundarnim osteonima ili primarnim osteonima u pregradnji. U dijelu kompakte na prijelazu
U spongiozu opaza se veci broj resorptivnih Supljina (slika 25. a i b). Spongioza je lamelarne

grade u kojoj se rijetko zapazaju sekundarni osteoni u gredicama.
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Slika 25. Nadlakti¢cna kost muzjaka dobrog dupina oznake 124. Slike a i ¢ transmisivno
svijetlo, b i d polarizirano svijetlo. Osteoni u pregradnji (zelena strelica), sekundarni osteoni

(narancasta strelica), resorptivne Supljine (plava strelica).
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Kompaktni dio nadlakticne kosti zenki pete dobne skupine (slika 26.) ¢ine uzduzno
orijentirani sekundarni osteoni razli¢ita promjera. Izmedu osteona opazaju se medulamele. Na

prelazu u spongiozu uocavaju se resorptivne Supljine. Gredice spongioze su gradene od
lamelarnog kostanog tkiva sa pokojim sekundarnim osteonom.
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Slika 26. Nadlakti¢na kost Zenke dobrog dupina oznake 102. Slike a i ¢ transmisivno svijetlo,

b i d polarizirano svijetlo. Sekundarni osteoni (narancasta strelica), madulamele (ruZicasta

strelica).
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5.1.2. Mikroskopski prikaz razvoja kostanog tkiva rebra dobrog dupina po dobi i spolu

Mikroskopski prikaz rebra dobrih dupina mladih od 1 godine, 1. dobna skupina

Na periostalnoj povrsini rebra muzjaka prve dobne skupine (slika 27.) nalazimo tanki sloj
valovitog koStanog tkiva na koji se prema unutrasnjosti nastavlja dobro izrazena kompakta
koja bez jasne granice prelazi u spongiozu. U kompakti su kostani kanali u uzduznom smjeru.
Vecina kanala je velikog promjera okruzena s valovitim koStanim tkivom. Oko kanala manjeg
promjera uocava se 5 do 7 lamela (primarni osteoni). Prostor oko primarnih osteona ispunjen

je valovitim kosStanim tkivom. U spongiozi se zapaZa valovito tkivo.

Slika 27. Rebro muzjaka dobrog dupina oznake 10. Slike a i ¢ transmisivno svijetlo, b i d
polarizirano svijetlo. Valovito kostano tkivo (crvena strelica), primarni osteoni (Zuta strelica),

uzduzni kostani kanali (zelena strelica).
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Kompaktni dio rebra Zenki prve dobne skupine (slika 28.) pokazuje retikularnu organizaciju
kostanih kanala s naglaSenijom uzduznom komponentom. Veéina kanala uzduzne orijentacije
je okruZena s 6 do 8 slojeva lamelarnog koStanoga tkiva (primarni osteoni). Velike koStane
Supljine okruZene su valovitim koStanim tkivom koje popunjava i prostore izmedu primarnih

osteona. Gredice spongioze gradene su od valovitog koStanog tkiva.
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Slika 28. Rebro Zenke dobrog dupina oznake 2. Slike a i ¢ transmisivno svijetlo, b i d

polarizirano svijetlo. Valovito koStano tkivo (crvena strelica), primarni osteoni (Zuta strelica).
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Mikroskopski prikaz rebra dobrih dupina u dobi od 1. do 3. godine, 2. dobna skupina

Kostani kanali u kompakti rebra muzjaka druge skupine (slika 29.) uzduzno su orijentirani i
dosezu sve do periostalnog dijela kompakte. Oko kosStanih kanala opaZza se naslojavanje
lamelarnog kostanoga tkiva od 2 do 4 lamele (primarni osteoni). U oko 10% primarnih
osteona opazaju se poc¢eci kostane pregradnje pojavom velikih resorptivnih Supljina (slika 29.
a i b). Oko primarnih osteona opaza se vrlo malo valovitog kostanog tkiva. Gredice spongioze

lamelarne su grade.
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Slika 29. Rebro muzjaka dobrog dupina oznake 168. Slike a i ¢ transmisivno svijetlo, b i d
polarizirano svijetlo. Resorptivne Supljine (zelena strelica), primarni osteoni (Zuta strelica),

valovito kostano tkivo (crvena strelica).
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Kompakta rebara Zenki druge dobne skupine (slika 30.) ispunjena je uzduZno poloZenim
kostanim kanalima oko kojih se nalaze slojevi lamelarnog kostanoga tkiva (primarni osteoni).
U dijelu kompakte na prijelazu u spongiozu opaZaju se prostrane resorptivne Supljine
okruzene lamelarnim koStanim tkivom (slika 30. b, ¢ i d). Oko primarnih osteona opaZza se
relativno malo valovitog kosStanog tkiva (slika 30. a, b i c). OpaZa se i pojava sekundarnih

osteona. Gredice spongioze su lamelarne grade.

Slika 30. Rebro Zenke dobrog dupina oznake 216. Slike a i ¢ transmisivno svijetlo, b i d
polarizirano svijetlo. Valovito koStano tkivo (crvena strelica), primarni osteoni (Zuta strelica),
resorptivne Supljine (zelena strelica), lamelarno kosStano tkivo (plava strelica), sekundarni

osteoni (narancasta strelica).
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Mikroskopski prikaz rebra dobrih dupina u dobi od 3. do 7. godine, 3. dobna skupina

Kompakta rebra muzjaka tre¢e dobne skupine (slika 31.) ispunjena je gusto zbijenim
primarnim osteonima. Oko primarnih osteona nema tragova valovitog koStanoga tkiva.
Resorptivne Supljine vidljive su u dubljim dijelovima kompakte. lako se opaZza nekoliko
resorptivnih Supljina, razvijeni sekundarni osteoni se rijetko opaZaju. Kostano tkivo spongioze

lamelarne je grade.

Slika 31. Rebro muZzjaka dobrog dupina oznake 138. Slike a i ¢ transmisivno svijetlo, b i d

polarizirano svijetlo. Primarni osteoni (Zuta strelica), resorptivne Supljine (zelena strelica).
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U kompakti rebra Zenki tre¢e dobne skupine (slika 32.) kosStani kanali okruzeni su s 6-8
kostanih lamela i ¢ine primarne osteone. Oko primarnih osteona nalazi se relativno mala
koli¢ina valovitog koStanoga tkiva. Na nekim primarnim osteonima opazaju se poceci koStane
pregradnje. Sekundarni osteona rijetko su vidljivi. U gredicama spongioze uolava se

lamelarno kosStano tkivo.

Slika 32. Rebro Zenke dobrog dupina oznake 128. Slike a i ¢ transmisivno svijetlo, b i d
polarizirano svijetlo. Primarni osteoni (Zuta strelica), resorptivne Supljine (zelena strelica),

valovito kostano tkivo (crvena strelica).
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Mikroskopski prikaz rebra dobrih dupina u dobi od 8. do 14. godine, 4. dobna skupina

Kompakta rebra muzjaka Cetvrte dobne skupine (Slika 33.) gradena je od uzduzno
orijentiranih koStanih kanala okruzenih lamelarnim koStanim tkivom. Veéina osteona uz
periost su primarni osteoni, a sekundarni osteoni (slika 33. a i b) se pojavljuju u dubljim
dijelovima kompakte. Valovito kostano tkivo se ne opaza, ali se izmedu osteona nalazi dosta
medulamela. Lamelarno kosStano tkivo zapaZa se i u gredicama spongioze s ponekim

sekundarnim osteonom.

Slika 33. Rebro muzjaka dobrog dupina oznake 100. Slike a i ¢ transmisivno svijetlo, b i d
polarizirano svijetlo. Primarni osteoni (Zuta strelica), sekundarni osteoni (narancasta strelica),

medulamele (ruzicasta strelica).
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Kompakta rebra zenki Cetvrte dobne skupine (slika 34.) izgradena je od gusto zbijenih
osteona. Pored primarnih opaza se i veliki broj sekundarnih osteona. Valovitog kostanoga
tkiva nema, ali se izmedu osteona nalaze medulamele preostale nakon kosStane pregradnje. U

gredicama spongioze zapaza se lamelarno kostano tkivo sa rijetkim sekundarnim osteonima.
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Slika 34. Rebro Zenke dobrog dupina oznake 83. Slike a i ¢ transmisivno svijetlo, b i d

ot

polarizirano svijetlo. Primarni osteoni (Zuta strelica), sekundarni osteoni (narancasta strelica),

medulamele (ruzicasta strelica).
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Mikroskopski prikaz rebra dobrih dupina starijih od 14 godina, 5. dobna skupina

Kompaktni dio rebra muzjaka pete dobne skupine (slika 35.) graden je od gusto zbijenih
osteona s uzduzno orijentiranim koStanim kanalima. Pored primarnih i sekundarnih osteona
opaza se veéi broj osteona u pregradnji (zelena strelica) s izrazito Sirokim koStanim kanalima.
Prostor izmedu lamela popunjavaju medulamele, dok valovitog kostanog tkiva nema. Gredice

spongioze gradene su od lamelarnog kostanog tkiva.

Slika 35. Rebro muzjaka dobrog dupina oznake 64. Slike a i ¢ transmisivno svijetlo, b i d
polarizirano svijetlo. Primarni osteoni (Zuta strelica), sekundarni osteoni (narancasta strelica),

medulamele (ruzicasta strelica), osteoni u pregradnji (zelena strelica)
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Kompaktom rebra Zenke pete dobne skupine (slika 36.) dominiraju sekundarni osteoni
okruzeni medulamelama kao ostacima koStane pregradnje. U dubljim dijelovima kompakte
opazaju se resorptivne Supljine. Spongioza je gradena od lamelarnog kostanog tkiva. Gredice

u spongiozi gradene su od lamelarnog kostanog tkiva s rijetkim sekundarnim osteonima.

Slika 36. Rebro zZenke dobrog dupina oznake 203. Slike a i ¢ transmisivno svijetlo, b i d

polarizirano svijetlo. Sekundarni osteoni (narancasta strelica), medulamele (ruzicasta strelica),

resorptivne Supljine (zelena strelica).
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5.2. Histomorfometrijska mjerenja rebra i nadlakti¢ne kosti dobrog dupina

5.2.1. Rezultati mjerenja povrSine kompakte i spongiozerebra

Povrsina kompakte i spongioze izmjerena je u rebru 29 dupina nasumicno odabranih iz
svih dobnih skupina. Najmlade jedinke u oba spola imale su manje od godine dana, dok
je najstariji muzjak imao 27 godina, a Zenka 21 godinu. Razlike u dobnoj strukturi

izmedu nasumi¢no odabranih muzjaka i zenki dupina nisu statisticki znacajne (tablica

5).

Tablica 5: Dob istrazenih dupina

spol |n Median/godine | Min. | Maks. | p

M 13 |6 <1l |27

- 0,427
Z 16 |4 <l |21

U prvoj dobnoj skupini dupina na presjeku rebra kompakta ravnomjerno okruZuje
spongiozu koja je umjereno razvijena u sredistu presjeka. Kostane gredice u spongiozi
gusto su rasporedene (slika 37.).

Slika 37. Presjek rebra dupina 2 iz 1. dobne skupine
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U drugoj dobnoj skupini na presjeku rebra kompakta je naglasenija na lateralnom i
medijalnom djelu rebra, dok je s kranijalne i kaudalne strane za trec¢inu tanja. Gredice u

spongoizi rjede su nego na presjeku rebra dupina iz 1. dobne skupine (slika 38.).

Slika 38. Presjek rebra dupina 107 iz 2. dobne skupine
Presjek rebra dupina iz 3. dobne skupine obiluje spongioznim kostanim tkivom s vrlo
rijetkim gredicama. Kompakta je oko dva puta deblja na lateralnoj strani nego na
medijalnoj strani. Na kranijalnoj i kaudalnoj strane kompakta je oko Cetiri puta tanja

nego na lateralnoj strani (slika 39.).

Slika 39. Presjek rebra dupina 128 iz 3. dobne skupine
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Na presjeku rebra dupina iz 4. dobne skupine uocava se prorijedena spongioza s malo
gredica. Kompakta je jednako debela na lateralnoj i medijalnoj strani rebra, dok se na
kranijalnoj i kaudalnoj strani uo¢ava zadebljanje kompakte oko dva puta u odnosu na
kompaktu rebra dupina iz 3. dobne skupine (slika 40.).

Slika 40. Presjek rebra dupinal7 iz 4. dobne skupine
Presjek rebra dupina iz 5. dobne skupine obiluje kompaktom koja je izrazito zadebljana
na lateralnoj strani, s madijalne strane je za tre¢inu tanja. S kranijalne i kaudalne strane
kompakta je u odnosu na lateralnu stranu dvostruko tanja. Spongiza sadrZi rijetke
gredice (slika 41.).

Slika 41. Presjek rebra dupina 51 iz 5.dobne skupine
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Vrijednosti povrSine kompakte i spongoize u rebru dobrog dupina mijenjanju se s dobi

(tablica 6.). PovrSina kompakte smanjuje se u prve tri dobne kategorije (do 7 godina), a

zatim raste s povecanjem dobi. To povecanje posebno je istaknuto izmedu dupina

kategorije 3 i 4, tj. dobi od 4- 7 godina i 8-14 godina. Dupini 4. dobne skupine imaju

gotovo trostruko vecu povrsinu kompakte nego dupini 3. dobne skupine. PovrSina

spongioze se povecava s dobi do 4. dobne skupine, nakon ¢ega se smanjuje za gotovo

pola svoje vrijednosti dosegnute u dupina 3. dobne skupine (slika 42.). Promjena

vrijednosti povrSina kopakte i spongioze prema dobnim skupinama statisticki je

znacajna.

Tablica 6. Povrsine kompakte i spongioze rebra dobrog dupina

Dobna Udiou Srednja
skupina povrsini vrijednost | SD Medijan | Min. | Maks.
P (mm?)
kompakta 73% 14,25 2,39 |[19,85 15,5 | 22,38
1
spongioza 27% 5,34 148 |5,19 3,67 |711
kompakta 62% 12,97 3,59 |20,94 15,38 | 26,68
2
spongioza 38% 8,07 2,41 | 8,23 402 |11,29
kompakta 41% 9,23 7 21,27 13,82 | 36,98
3
spongioza 59% 13,45 4,09 |14,73 593 | 17,67
kompakta 57% 34,94 48,96 | 30,97 24,27 | 129,11
4
spongioza | 43% 26,37 24,59 | 15,44 10,38 | 69,29
kompakta 76% 48,75 57,59 | 25,29 22,48 | 148,92
5
spongioza 24% 15,75 10,66 | 11,51 6,79 | 33,71
p kompakta 0,02
(Kruskall-
Wallis) spongioza 0.00
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Slika 42. Promjene povrsina kompakte i spongioze rebra dobrog dupina u odnosu na

dob

Medodnos povrSine kompakte i spongioze rebra prikazan je koliénikom dobivenim

dijeljenjem povrSine kompakte s povrSinom spongioze. Ovaj je koli¢nik poput broj¢anih

komponenti iz kojih je raCunom dobiven, linearno povezan s dobnim skupinama dupina.

U prve tri kategorije vrijednost mu pada, dok u dupina starijih od 7 godina ponovno

raste (tablica 7.). Razlike u odnosima povrSina kompakte i Spongioze statisticki su

znacajne. Dobivene vrijednosti stratificirane su u slijede¢im tablicama.

Tablica 7. Odnos povrsine kompakte i spongioze u rebru dobrog dupina

Dobna skupina n SV+SD Min. Maks.
1 6 2,82+0,73 2,06 4,02
2 6 1,78+0,77 0,83 2,82
3 7 0,7540,38 0,27 1,33
4 5 1,43+0,9 0,86 3
5) 5 3,01+2,81 1,2 7,92
p 0,004

SV-srednja vrijednost, SD-standardna devijacija
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Starenjem dupina povrsina kompakte rebra se statisticki znacajno linearno povecava u
muskih jedinki dok se u Zenki smanjuje, ali ne statisti¢ki znac¢ajno. Svaki porast dobi za
jednu godinu dovodi do poveéanja povrSine kompakte u muzjaka za 16,4 puta (tablica

8.).

Tablica 8. Linearni odnos povrSine kompakte rebra s dobi i spolom dobrog dupina

spol |n Faktor regresije p

svi 29 8,78 0,01
VA 16 -0,45 0,55
M 13 16,4 0,02

Starenjem dupina povrsina spongioze rebra se statisticki linearno povec¢ava. Odvojenom
analizom po spolu zivotinja utvrdena je pozitivna linearna povezanost povrSine
spongioze i dobi u oba spola, iako je samo u Zenki ova povezanost statisticki znacajna.
Svaki porast dobi za godinu dana dovodi do povecanja prosjecne povrsine spongioze u

Zenki za 2,16 puta (tablica 9.).

Tablica 9. Linearni odnos povrsine spongioze rebra s dobi i spolom dobrog dupina

spol | n Faktor regresije p

svi |29 3,96 0,02
Z |16 2,16 0,01
M 13 5,16 0,15

U muZzjaka odnos povrSina kompakte povrsSina spongioze raste sa staro$c¢u, $to znaci da
se starenjem muzjaka povecava povrSina kompakte, a povrSina spongoize se smanjuje.
Taj porast vrijednosti odnosa povrSina kompakte povrSina spongioze nije statisticki
ZnacCajan. Porast dobi za jednu godinu U zenki dupina dovodi do povecanja povrSine
spongioze naustrb povrSine kompakte za 0,57. Smanjenje vrijednosti odnosa povrsina
kompakte povrSina spongioze u Zenki statisticki je znacajano (tablica 10.).
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Tablica 10. Linearna povezanost odnosa povrsina kompakte:povrsina spongioze s dobi
i spolom dobrog dupina

spol | n Faktor regresije p
svi | 29 -0,03 0,89
Z | 16 -0,57 0,00
M | 13 0,48 0,23

63



5.2.2. Rezultati mjerenja povrSine osteona, brojalamelai gustoée osteona

Prosje¢na povrsSina primarnog osteona U Svih kategorija dobrog dupina oba spola u
nadlakti¢noj kosti je 0,66 x 10* um® dok je u rebru veca i iznosi 0,76 x 10* pm?. Za
razliku od primarnih osteona, sekundarni osteoni imaju u nadlakticnoj kosti vecu
povrsinu (1,36 x 10* pm?) nego u rebru (1,31 x 10* pm?). Razlike u velidini povriine
primarnih i sekundarnih osteona u pojedinim kostima nisu statisticki znacajne (tablica
11.).

Tablica 11. PovrSina primarnih i sekundarnih osteona u nadlakti¢noj kosti i rebru
dobrog dupina

Nadlakti¢na kost Rebro
7
" | svisp | , |SVSDx10 P
x 10* pm? Hm

Primarni osteon | 57 066+027 | 62 | 076+037 | 019

v 2
PovrSina/pm Sekundarni

o7 1,36+0,38 80 1,31+0,35 0,45
osteon

SV - srednja vrijednost, SD — Standardna devijacija

PovrSina primarnih osteona u rebru linearno se smanjuje sa staroS¢u u dobrih dupina
oba spola, ali ove razlike nisu statisticki znacajne. U nadlakti¢noj kosti odnos povrSine
primarnih osteona i dobi nije jednak u oba spola. Naime, u nadlakti¢noj kosti muzjaka
povrsina primarnih osteona linearno se smanjuje s dobi (statisti¢ka znacajnost p=0,09),
dok se u Zenki povrSina primarnih osteona u nadlakticnoj kosti povecava sa staroséu ,

No OVO povecéanje nije statisticki znacajno (tablica 12.).

Tablica 12. Linearni odnos povrsine primarnih osteona s dobi i spolom dobrog dupina

spol | n kost | Koeficijent regresije p
Z | 13| H 171,82 0,15
M |14 | H -232,48 0,09
Z | 34| R -93,10 0,11
M |28 | R -198,82 0,05

H-Nadlakti¢na kost, R-Rebro
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Povrsina sekundarnih osteona u rebru oba spola linearno se povecava s dobi. Nasuprot
tome, povrSina sekundarnih osteona u nadlakti¢noj kosti oba spola smanjuje se sa
staroScu (tablica 13.).

Tablica 13. Linearni odnos povrsine sekundarnih osteona s dobi i spolom dobrog
dupina

spol | n | kost Koeficijent regresije p
Z |30 | H -32,45 0,76
M | 27| H -89,52 0,42
Z |45 | R 101,09 0,14
M |3 | R 62,43 0,45

H-Nadlakti¢na kost, R-Rebro

Uzimajuci u obzir pojedine dobne skupine, zamjecuju se znatne promjene u povrsini
sekundarnih osteona. Tako je povrSina sekundarnih osteona u rebru Zenki dobrih dupina
(slika 43.) u prvoj dobnoj skupini veca od povrsine sekundarnih osteona muzjaka (1,3 x
10*pum? u Zenki, a 0,84 x 10°um?u muzjaka). U drugoj dobnoj skupini, dolazi do obrata,
te prosjeéne povrsine sekundarnih osteona u muskom rebru iznose 1,63 x 10°um? a u
7enskom 0,66 x 10°um? Povecanjem dobne skupine prosje¢ne povrsine sekundarnih
osteona se ujednacuju te u 5. dobnoj skupini vrijednosti povrSina su gotovo jednake

(muZjaci 1,31 x 10°um?, Zenke 1,38 x 10*pm?).
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Slika 43. Prosje¢na povrsina sekundarnih osteona u rebru dobrog dupina
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Prosje¢ne povrsine sekundarnih osteona u nadlakti¢noj kosti (slika 44.) u prvoj dobnoj
skupini ne$to su manje nego u vi$im starosnim skupinama (muZjaci 1,15 x 10*um?,
Zzenke 1,5 X 104pm2). Starenjem prosjecne povrsSine sekundarnih osteona se najprije
povecavaju do 3. starosne skupine 1 u muzjaka i u zenki, da bi se povecanjem dobi te
prosje¢ne vrijednosti smanjile i u 5. starosnoj skupini iznosile u muzjaka 1,19 x 10*pm?,
a u zenki 1,38 x 10°um? Prosjetna povriina sekundarnih osteona u nadlakti¢noj kosti
zenki u svim starosnim skupinama veca je nego u muzjaka. Podaci za prosjecne
povrsine sekundarnih osteona u nadlakti¢noj kosti dupina druge skupine nedostaju zbog

nemogucnosti tocnog mjerenja.
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Slika 44. Prosjecna povrsina sekundarnih osteona u nadlakti¢noj kosti dobrog dupina

Broj lamela u primarnim osteonima prosjecno je 5,7 u nadlakti¢noj kosti, a u rebru 6. U
sekundarnom osteonu nadlakti¢ne kosti prosjecno ima 9 lamela, a u sekundarnom
osteonu rebra 8,9 lamela. Razlika u broju lamela u primarnim i sekundarim osteonima
nije statisticki znacajna (tablica 14.).

Tablica 14. Broj lamela u primarnom i sekundarnom osteonu u nadlakti¢noj kosti i
rebru dobrog dupina

Nadlakti¢na kost Rebro
p
n SV +SD n SV +SD
_ Primarni osteon 26 5,74+1,19 59 6,03+1,30 0,31
Broj lamela
Sekundarni osteon | g4 9+1,10 79 | 8,92+1,01 0,68

SV - srednja vrijednost, SD — Standardna devijacija
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Prosjecni porast dobi Zenki dupina za jednu dobnu skupinu vodi k prosje¢no manjem
broju lamela u primarnom osteonu rebra za 0,04. Blaga, statisticki znac¢ajna linearna
povezanost povecanja broja lamela u primarnom osteonu nadlakticne kosti s dobi

dupina zamijeéena je u muzjaka (p=0,06) (tablica 15.).

Tablica 15. Linearni odnos broja lamela u primarnom osteonu s dobi i spolom dobrog
dupina

spol | n | kost | Koeficijent regresije p
Z |39 | H 0,03 0,66
M (42 | H 0,12 0,06
Z |43 | R -0,05 0,01
M |48 | R -0,04 0,29

H-Nadlakti¢na kost, R-Rebro

Smanjenje broja lamela u sekundarnom osteonu nadlakti¢ne kosti zenki dupina s
povecanjem dobi je statisticki znacajno. Prosjecni porast dobi za jednu dobnu skupinu

dovodi do prosje¢nog smanjenja broja lamela za 0,1 (tablica 16.).

Tablica 16. Linearni odnos broja lamela u sekundarnom osteonu s dobi i spolom
dobrog dupina

spol | n | kost | Koeficijent regresije p
Z |13 H -0,11 0,00
M |14 | H 0,03 0,50
Z |3 |R 0,02 0,23
M | 28| R 0,03 0,24

H-Nadlakti¢na kost, R-Rebro

Gusto¢a primarnih osteona u nadlakti¢noj kosti dupina je 8,1, a u rebru je gotovo
dvostruko veca i iznosi 15,7. Ova razlika u broju osteona po jedinici povrSine je nesto
manja za sekundarne osteone kojih je u nadlakti¢noj kosti 12,5, dok ih u rebru ima 16,1.
Gustoca osteona u pregradnji u nadlakti¢noj kosti iznosi 7,9 dok je u rebru taj broj 9,7.

OpaZzene razlike u gusto¢i primarnih osteona i osteona u pregradnji po jedinici povrSine
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izmedu nadlakti¢ne kosti i rebra dupina statisti¢ki su znacajne. Veca gusto¢a primarnih
osteona, sekundarnih osteona i osteona u pregradnji u rebru nego u nadlakti¢noj kosti
nije statisticki znacajan (tablica 17.). Razlika u broju osteona izmedu rebra i nadlakti¢ne

kosti statisticki je znaCajna za primarne osteone i osteone u pregradniji.

Tablica 17. Gustoca osteona u nadlakti¢noj kosti i rebru dobrog dupina

Nadlakti¢na kost Rebro
p
n SV +SD n SV +SD
Primarni
osteoni 81 8,05+10,7 91 | 15,67+18,82 0,01
Sekundarni
H 2
Broj osteona/mm* | ' . 81 12,45+10,83 91 |16,13+14.02 | 0,36
Osteoni u
oregradnji 81 7,9+4,8 91 | 9,73+4,78 | 0,01

SV - srednja vrijednost, SD — standardna devijacija
S porastom dobi dobrog dupina dolazi do smanjenja gusto¢e primarnih osteona. Ovo
smanjenje gusto¢e primarnih osteona uoceno je u oba spola i u nadlakti¢noj kosti i u

rebru i statisti¢ki je znacajno (tablica 18.).

Tablica 18. Linearni odnos gusto¢e primarnih osteona s dobi i spolom dobrog dupina

spol | n | kost | Koeficijent regresije p
Z | 13| H -0,59 0,00
M |14 | H -0,6 0,00
Z |3 |R -0,98 0,00
M |28 | R -1,42 0,00

H-Nadlakti¢na kost, R-Rebro

Suprotno od gustoée primarnih osteona, gustoéa sekundarnih osteona raste s dobi.
Povecanje gustoce sekundarnih osteona s porastom dobi dobrih dupina u nadlakti¢noj

kosti i rebru oba spola statisti¢ki je zna¢ajno (tablica 19.).
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Tablica 19. Linearni odnos gusto¢e sekundarnih osteona s dobi i spolom dobrog dupina

spol | n | kost | Koeficijent regresije p
Z |42 | H 0,60 0,00
M | 39 H 0,44 0,00
Z |43 ] R 0,69 0,00
M |48 | R 0,82 0,00

H-Nadlakti¢na kost, R-Rebro

Prosje¢na gusto¢a sekundarnih osteona u rebru dobrog dupina u najmladih dobnih
skupina pada u muzjaka, a u Zenki raste do 4. dobne skupine. Znacajan rast broja
sekundarnih osteona pojavljuje se u muzjaka i Zzenki u 4. dobnoj skupini (u muzjaka
29,4; u zenki 30,7), da bi se u 5. dobnoj skupini gusto¢a sekundarnih osteona opet se
smanjila i iznosila 19,9 u muzjaka i 26,8 u Zenki dupina (slika 45.).
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Slika 45. Prosjecna gustoc¢a sekundarnih osteona u rebru dobrog dupina

Gustoca sekundarnih osteona u nadlakti¢noj kosti u prve tri dobne skupine dupina u oba
spola je ujednacena i kreée se oko 4 sekundarna osteona/ mm?. U 4. dobnoj skupini broj

sekundarnih osteona raste u oba spola (u muzjaka 16,13; u Zenki 20,51), da bi u 5.
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dobnoj skupini dosegao prosje¢nu vrijednost u Zenki od 22,9, a u muZjaka 15,2

sekundarna osteona na mm? (slika 46.).
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Slika 46. Gustoc¢a sekundarnih osteona u nadlakti¢noj kosti dobrog dupina

Ako se uzmu u obzir rezultati gustoce sekundarnih osteona u obje kosti, dobiva se da je

gustoc¢a sekundarnih osteona u zenki dobrog dupina opcenito veca od one u muzjaka i to

u svim starosnim skupinama. lzuzetak je prva dobna skupina gdje je u muZjaka nesto

veca gustoca sekundarnih osteona (muZjaci 2,3/mm?, Zenke 1,7/mm?). U petoj starosnoj

skupini gustoca sekundarnih osteona u zenki dobrog dupina je znacajno veca nego u

muZjaka (Zenke 25,0/mm? muZjaci 13,6/mm?) (slika 47.).
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Slika 47. Gusto¢a sekundarnih osteona u rebru i nadlakti¢noj kosti dobrog dupina

Gustoca osteona u pregradnji raste s dobi dobrog dupina, a taj porast je statisti¢ki

znacCajan u nadlakti¢noj kosti obaju spolova te u rebru zenki. U rebru muzjaka gustoca
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osteona u pregradnji s dobi se smanjuje, ali to smanjenje nije statisticki znacajno

(tablica 20.).

Tablica 20. Linearni odnos gustoce osteona u pregradnji s dobi i spolom dobrog dupina

spol | n | kost | Koeficijent regresije p
Z | 39| H 0,28 0,00
M |42 | H 0,13 0,00
Z |48 | R 0,24 0,00
M |43 | R -0,02 0,72

H-Nadlakti¢na kost, R-Rebro

Opazene razlike u vrijednostima povrSine primarnih osteona, broja lamela u primarnim i
sekundarnim osteonima te gusto¢i primarnih i sekundarnih osteona i1 osteona u
pregradnji izmedu pojedinih dobnih skupina izrazito su statisticki znacajne, osim
povrSine sekundarnih osteona koja se neznatno razlikuje izmedu dobnih skupina
(p=0,07). Kosti sa staros¢u imaju vise sekundarnih osteona i osteona u pregradnji.
PovrSina primarnih osteona se smanjuje, a sekundarnih osteona se povecava. Broj
lamela u primarnim osteonima smanjuje se sa povecanjem dobne skupine, a u

sekundarnim osteonima broj lamela se povecava (tablica 21.).

71



Tablica 21. Povrsine osteona, broja lamela i gusto¢a osteona po dobnim skupinama

dobrog dupina

Dobna skupina dupina

SD, n) / mm?

Varijabla
1 2 3 4 5 p

Povrsina
primarnih 0,83+0,19 |0,32+0,44 | 0,56%0,17 | 0,51+0,10 | 0,67%0,25 *
osteona x 10*pm? (9) (11) (10) (12) (47) 0.00
(SV, SD, n,)
Povrsina
sekundarnih 1,21+0,70 | 0,90+0,52 | 1,38+0,32 | 1,40+0,35 | 1,32+0,26 .
osteona x 10*pm? (11) (4) (22) (40) (60) 0.08
(SV, SD, n)
Broj lamela u
primarnom 6,22+0,44 7,9+£0,9 | 5,11+0,60 | 4,56+£0,53 | 5,90+1,01 0.00*
osteoni (SV, SD, 9) (10) 9) 9) (48) ’
n)
Broj lamela u
sekundarnom 7,5%£1,20 7,75£0,5 | 8,95£0,90 | 9,77+1,01 | 8,7+0,65 0.00*
osteonu (SV, SD, (8) 4) (22) (39) (60) '
n)
Broj primarnih
ostéloFr)ma (medijan, 28,3 24,7 20 0 L
min.-mKs., n) / 0-67 7,3-52 9-47 0-2,6 0-4,6 0,00**
i’ (23) (22) (25) (41) (61)
Broj sekundarnih
osteJona (medijan, L3 12 06 23,3 33
min.-maks., n) / 0-6 0-14,7 0-15,3 3-45,7 0-53 0,00**
e (23) (22) (25) (41) (61)
E::é rzztr?ﬁnés/ 1494159 | 445+156 | 5,05$212 | 6,054190 |6,70:316 |

’ (23) (22) (25) (41) (61) ’

*analiza varijance; **Kruskal-Wallis
SV —srednja vrijednost, SD — standardna devijacija
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5.2.3 Opisi lakunai rezultati mjerenja

U promatranim fragmentima kostiju dobrog dupina uoceni su razli¢iti oblici lakuna:
zvjezdaste, elipsoidne i izduZeno elipsoidne (slike 48, 49 i 50.). Na fragmetima kostiju
dobrog dupina prevladavaju elipsoidne lakune s dobro vidljivim dugackim kanalikulima
koji se radijalno Sire iz lakune (slike 48, 49 i 50.). Kanalikuli nisu gusto rasporedeni.
Duzina lakuna krece se od 3,4 do 30,9 um sa srednjom vrijednos¢u od 13,64 um, a
Sirina 1,3 do 14,2 um sa srednjim vrijednos¢u od 6,2 um (tablica 22.). Lakune su u

kostanom fragmentu rijetko rasporedene.

Tablica 22. Veli¢ine lakuna ukupno

Duzina/pum | Sirina/um
Srednja vrijednost 13,64 6,18
Standardna devijacija 6,74 2,99
Medijan 13,29 6
Min. 3,40 1,29
Maks. 30,94 14,18

Slika 48. Kostane lakune razli¢itih oblika dobrog dupina (fragment kosti dupina 198)
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Slika 49. Kostane lakune razli¢itih oblika dobrog dupina (fragment kosti dupina 17)

Slika 50. Kostane lakune razli¢itih oblika dobrog dupina (fragment kosti dupina 108)

DuZina pojedinog tipa lakune ne mjenja se statisticki zna¢ajno s dobi dupina (slika 45.).

mIzduzene elipsoidne lakune

EElipsoidne lakune

DuZina lakuna pun

m Zvjezdaste lakune

1 2 3 4 5
Dobna skupina

Slika 51. Duzine pojedinih tipova lakuna po dobnim skupinama dupina
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Svi tipovi kostanih lakuna duZi su u Zenki, ali te spolne razlike nisu statisti¢ki znacajne

(tablica 23.).

Tablica 23. Prosje¢ne duzine pojedinih tipova lakuna

Izduzene . .
Tip lakune / spol | elipsoidne/um Elipsoidne/um ZVJezd_aste/um
(n=10) (n=10)
(n=9)
M (SV, SD) 17,17+£4,39 14,14+3,01 7,92+1,76
Z (SV, SD) 20,30+4,42 14,75+2,2 8,46+0,84
p 0,15 0,61 0,39

SV —srednja vrijednost, SD - standardna devijacija

Na slici 52. prikazan je fragment kosti dobrog dupina na kojem se vidi rijetka gustoca

lakuna.

Slika 52. Fragment kosti dupina
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6. RASPRAVA
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6.1. Odnos kompaktei spongioze u nadlakti¢noj Kosti i rebru

Razli¢ite vrste zivotinja na razli¢ite su se nacine prilagodavale uvjetima Zivota i
dobavljanja hrane. Kostano tkivo je pri tome doZivjelo velike promjene jer je ono
nositelj cijelog organizma. Kopneni sisavci imaju kosti udova cilindri¢ne grade s
debelim slojem kompakte periferno i velikom Supljinom koStane srzi centralno. Takva
cjevasta grada dugih kostiju €ini ih tvrdima i otpornima na savijanje (CURREY, 2003.).
Da bi lakse letjele, ptice imaju kosti s tankom kompaktom, medutim, spongioza im je
izrazito Cvrsta 1 ispunjena zrakom (de MARGERIE, 2002.). Za razliku od ptica 1
kopnenih sisavaca, morski sisavci ovisno o na¢inu hranjenja imaju s jedne strane, vrlo
voluminozne i masivne kosti bez medularne Supljine (morske krave) (de BUFFRENIL i
sur., 2008.), ili pak s druge strane, porozne kosti u kojima se jedva raspoznaje kompakta
od spongioze (dupini) (LAURIN i sur., 2007.). Gmazovi su prema gradi kostiju izmedu
morskih krava i dupina (de RICQLES i de BUFFRENIL, 2001.). Relativna masa
kostura danasnjih kitova, znatno je manja od relativne mase kostiju kopnenih sisavaca
iste veli¢ine u odnosu na njihovu ukupnu tjelesnu masu (de BUFFRENIL i sur., 1985.).
Osteoporotiéne kosti ekstremiteta i rebara kitova karakterizira smanjenje debljine
kopakte i proSirena medularna Supljina koja je ispunjena spongioznim kostanim tkivom
(de RICQLES i de BUFFRENIL, 2001.).

U objavljenim istrazivanjima rebro dupina opisano je samo u jednom od stadija
tjelesnog razvoja. Prema dostupnoj literaturi dosada nije promatran rast i razvoj rebra
dupina i promjene koje se pritom desavaju u gradi kosti. De RICQLES i de
BUFFRENIL (2001.) histolo3ki opisuju rebro obi¢nog dupina Delphinus delphis kao
osteoskleroti¢no. Medutim, rebro dupina tako ne izgleda cijeli Zivotni vijek. Nakon
rodenja, vecinu presjeka rebra dupina cini kompakta, koja ravnomjerno okruzuje
spongiozu. U ovoj dobi udio povrSine kompakte izosi 73%, a spongoze 27% ukupne
povrsine presjeka rebra. Starenjem, (3. dobna skupina proucavanih dobrih dupina) udio
spongioze se povetava na ustrb kompakte, a kompakta zauzima lateralni i medijalni dio
rebra, dok je kranijalno i kaudalno kompakta izrazito stanjena (koli¢nik kopakte i
spongioze u ovoj dobi iznosi 0,75). Isti opis presjeka rebra u Archaeocetesa (preci
dupina) objavili su de BUFFRENIL i sur. (1990.b), u dobnoj skupini koja odgovara 3.
dobnoj skupini izu¢avanih dobrih dupina. U dobi od 7 godina udio povrSine kompakte u

povrsini presjeka rebra iznosi 41%, a spongioze 59%, dok u adultnih jedinki (iznad 14
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godina) udio povrsine kopakte iznosi 76%, a spongioze 24%. Znaci li to da starenjem
dupina kosti rebara postaju pahiosteoskleroticne kao kod predaka Basilosaurus i
Zygorhiza (de BUFFRENIL i sur., 1990.b)? Jedina ,,nepravilnost* u tezi osteoporotiénih
kostiju predaka dupina opisana je u Cretaceous plesiosauria u kojih su u mladih jedinki
rebra opisana kao pahiosteoskleroti¢na, dok su u adultnih jednki rebra osteoporoti¢na.
WIFFEN i sur. (1995.) objasnjavaju tu promjenu zbog nacina pronalaska hrane. Mlade
jedinke posjeduju pahiosteoskleroticna rebra 1 hrane se u plitkim vodama, kao §to to
¢ine danasnje morske krave (DOMNING i de BUFFRENIL, 1991.), vodozemci i
semiakvati¢ni sisavaci (npr. vidre, polarni medvjedi) (FISH i STEIN, 1991.;
HOUSSAYE, 2009.). Za razliku od njih, adultne jedinke Cretaceous plesiosauria imaju
osteoporoti¢na rebra, a love u otvorenim, dubokim vodama (kao danasnji dupini).
Dupini prilikom ronjenja kompresijom zraka u plu¢ima smanjuju volumen bez
redukcije mase, te zbog toga trebaju savladati manji uzgon (SCROVAN i sur., 1999.).
Za redukciju volumena zraka u plu¢ima na veéim dubinama (viSe od 20 m), prema
KRILOFFu i sur. (2008.) potrebna je ve¢a kompaktnost kostiju gudne Supljine. MoZe se
predpostaviti da se u KRILOFFovom objaSnjenju krije odgovor rasta povrsine
kompakte rebara odraslih jedinki dupina. Zasto onda uopée dolazi do smanjenja
povrSine kompakte i povecanje povrsine spongioze u rebru dupina nakon rodenja, kad
dupini nemaju fazu razvoja u plitkim vodama? Kao mozebitni razlog je da se majke s
mladuncadi zadrzavaju u pli¢acima, a tek kasnije kre¢u s njima u lov u dubine. Moze se
takoder predpostaviti da muzjaci love na ve¢im dubimama od zenki, jer se kod njih
kompakta statisticki znacajno povecava s dobi (16,4 puta). Ronjenje u dubinu upucuje
na povecanje kompaktnosti kostiju te moguénosti da jedinke zbog povecanja volumena i
mase lakSe dolaze do povrsine po zrak.

Ove pretpostavke su teoretski zakljuéci doneSeni na temelju rezultata ovog istrazivanja i
ukazuju na nedostatak podataka kojima bi trebalo upotpuniti znanje o biologiji dupina.
U covjeka se opcenito kompakta nakon rodenja najprije povecava, da bi kod starih ljudi
doslo do smanjenja debljine kompakte (KERLEY, 1965.; GOLDMAN i sur., 2009.). Za
razliku od Covjeka u izumrlog predka sisavaca semiakvati¢nog Lystrosaurus murrayi
(Therapsida, Dicynodontia), kompakta rebara cijelog Zivota se povecava, $to vrijedi za
sve semiakvati¢ne Zivotinje, kao i Zivotinje koje Zive i1 hrane se u vodenim pli¢acima

(RAY i sur., 2005.).
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Dok je u ovom istrazivanju obraden odnos povrSine kompakte i spongioze u rebru, de
BUFFRENIL i SCHOEVAERT (1988.) proucavali su odnos kompakte i spongioze u
nadlakti¢noj kosti obi¢nog dupina (Delphinus delphis) takoder ovisno o dobi. Oni su
utvrdili da se udio kopakte u nadlakti¢noj kosti smanjuje porastom dobi dupina. U
novorodencadi dupina udio kompakte u nadlakti¢noj kosti je 52,23%, dok je u dupina u
dobi od 22 godine taj postotak kompakte 37,42%. U nadlakti¢noj kosti nisu uocili
povecanje kompakte u kasnijoj dobi, kao S$to je uoceno u rebru tijekom ovog
sitrazivanja. Ovaj podatak mogao bi biti potpora KRILOFFovoj tvrdnji da je za duboka
ronjenja potrebna kompaktnija struktura onih kostiju, koja sluze za zastitu vitalnih
organa, kao Sto su rebra organima grudne Supljine. S obzirom da dupini prednje udove
koriste samo za balansiranje, osteoporoticne nadlakticne kosti koje su gubljenjem
kompakte rijede, sudjeluju u smanjenju ukupne tjelesne mase. I ostala mnogobrojna
istrazivanja provedena u svrhu proucavanja grade kostiju i na¢ina Zivota u vodi i uz
vodu ukazuju na izrazitu osteoporozu kostiju vrsta koje aktivno love u dubinama.
Medutim, ta istrazivanja su provedena uglavnom na kostima prednjih udova te se pri
tome nisu proucavale promjene koje nastaju rastom i razvojem (WALL, 1983.; de
BUFFRENIL i MAZIN, 1990.; WIFFEN i sur. 1995.; LAURIN i sur. 2007.; LAURIN i
sur. 2011.).

6.2. Povr&ine osteon, broj osteona, broj lamela u osteonima

Kostano tkivo podlijeZze promjenama kroz cijeli zivotni vijek. Nakon rodenja u svih
vrsta sisavaca prevladava fibrozno, valovito kostano tkivo s brojnim poduznim
koStanim kanalima (LOCKE, 2004.). Kako zivotinje stare, kanali u fibroznom tkivu
okruzuju se lamelama te na taj nacin nastaju primarni osteoni. U svinja, prezivaca
(MORI i sur. 2005.) i konja (MORI i sur. 2003.) tijekom odrastanja u dugim kostima
dolazi do formiranja laminarnog koStanog tkiva. U koStanom tkivu rebara jelena, psa i
svinje ne dolazi do formiranja laminarnog koStanog tkiva (MORRIS, 2007). U
koStanom tkivu dupina ne nalazi se laminarno koStano tkivo u ni jednoj dobnoj skupini

ni u nadlakti¢noj kosti ni u rebru. Kao i u ostalih vrsta sisavaca tako i u dupina daljnjim
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povecanjem dobi lamelarno koStano tkivo sve viSe zamjenjuje fibrozno. Primarni
osteoni procesom remodeliranja prelaze u sekundarne osteone, da bi se u adultnih,
starijih jedinki u lamelarnom koStanom tkivu izmedu sekundarnih osteona zamjetile
medulamele zaostale od pregradnje prijas$njih osteona te mnostvo osteona u pregradnji.
Proucavaju¢i mikroskopsku gradu kompakte rebra i nadlakticne kosti dupina nisu
nadeni karakteristi¢ni ,,markeri rasta®, vidljiva obiljezja u kompakti kostiju prema
kojima se mogu odrediti faze rasta i faze stagniranja. Markeri rasta u komapakti
uocavaju se kao godovi ili ako se koriste bojila kao koncentri¢na podrucja razli¢itih
intenziteta obojenja, ovisno o intenzitetu mineralizacije kostiju prema kojima bi se
mogla odrediti dob kao $to je to moguée u morskih krava i kornja¢a (de BUFFRENIL i
sur., 2008.; GREN, 2010.). GREN (2010.) nedostatak ,,markera rasta* u dupina i
njegovih predaka (Ichthyosaurus) objasnjava time Sto njihove kosti prelaze vrlo brze
pregradnje zbog povecanog metabolizma, te se stoga ,,markeri rasta“, iako su mozda i
formirani, vrlo brzo resorbiraju. U provedenom istrazivanju nisu se koristila bojila
kojima bi se mogla detektirati smanjena podruc¢ja mineralizacije kostiju prisutna u
gravidnih Zenki, Zenki u laktaciji, te u Zivotinja koje su prosle periode gladovanja. lako
je ovo istrazivanje ukljuc¢ivalo gravidne Zivotinje, morfoloski oblici koji bi upucivali na
gravidnost i laktaciju u proucavanim kostima nisu nadeni.

Prate¢i pojavnost vrsta osteona s povecanjem dobi u veéine zivotinjskih vrsta i covjeka,
broj primarnih osteona pada, broj sekundarnih osteona raste te se promjer sekundarnih
osteona smanjuje (KERLEY, 1965.; HILLIER i BELL, 2007.). Iste promjene deSavaju
se i u koStanom tkivu dupina, osim Sto se povrSina sekundarnih osteona u rebru
povecava s dobi. Toc¢ni podaci o broju i povrsini primarnih osteona ne postoje ni za
Zivotinjske vrste niti za covjeka. Ovim istrazivanjem po prvi puta je odredena povrSina
primarnih osteona koja u nadlakti¢noj kosti dupina iznosi 0,66 x 10* pm? a u rebru 0,76
x10* pm?. Povrsina primarnih osteona s dobi se smanjuje u oba spola u obije izutavane
kosti dupina, osim u nadlakti¢noj kosti zenki gdje se povrSina primarnih osteona
povecava. Ujedno je po prvi puta odredena gustoca primarnih osteona na mm? U
nadlakti¢noj kosti dupina koja iznosi 8,05, a u rebru 15,67. U tablici 24. usporedene su
vrijednosti povrSine sekundarnih osteona u nadlakti¢noj kosti i rebru u nekih vrsta

zivotinja i covjeka, te vrijednosti dobivene ovim istrazivanjem.
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Tablica 24. Povrsina i gustoca sekundarnih osteona u nadlakti¢noj kosti i rebru u nekih

vrsta zivotinja i Covjeka te dobrog dupina

NADLAKTICNA KOST REBRO
VRSTA Povrsina Gustoca Povrsina Gustoca
sekundarnih sekundarnih sekundarnih sekundarnih
osteona (um?) | osteona/mm? | osteona(um?) | osteona/mm?
Jelen* 1,47 x 10" 3,3 1,13 x 10" 15,54
Pas* 1,49 x 10* 15,5 1,03 x 10* 28,33
Svinja* 2,51 x 10* 3,0 1,13 x 10* 19,43
Covijek 4,88 x 10* 3,58 x 10%t 10,27%
Cimpanza' 3,3 x 10* 4,72
Dupin 1,36 x 10* 12,5 1,31 x 10* 16,1

*MORRIS, 2007.

tMULHERN, 2000.

* HORNI, 2002.

vV MULHERN i UBELAKER, 2009.

Usporeduju¢i vrijednosti povrSina sekundarnih osteona u nadlakti¢noj kosti izmedu
pojedinih vrsta Zivotinja, Covjeka i dobrog dupina vidi se da su dobivene vrijednosti za
sekundarne osteone nadlakti¢ne kosti dupina najmanje (1,36 X 10* umz) izmedu
usporedivanih vrsta, npr. u ¢ovjeka je povrSina sekundarnih osteona najveca i iznosi
4,88 x 10* um®. Ocekivano, gustoca osteona od 4,72/mm? kod &impanze (za Covjeka
nisu nadeni podaci u proucavanoj literaturi) je najmanja zbog velike povrSine osteona
(3,3 x 10* pm?), dok je gustoéa sekundarnih osteona dupina od 12,5/ mm? medu veéima
izmedu kompariranih vrsta. Pas ima vecu gusto¢u sekundarnih osteona u nadlakti¢noj
kosti (15,5/mm?) od dupina (12,5/mm?), mada su osteoni kod psa povr§inom nesto veéi
(1,49 x 10" pm? pas; 1,36 x 10* um? dupin).

Usporedba povrsSina sekundarnih osteona u nadlakticnoj kosti i rebru, ukazuje na
povr§inom manje osteone u rebru. Najvecu povrsinu sekundarnih osteona u rebru ima
Govjek (3,58 x 10* um?), a najmanju pas (1,03 x 10* pm?). Povrsina sekundarnih osteona
u rebru dupina (1,31 x 10* pm® moZe se okarakterizirati kao srednje velika, jer
sekundarni osteoni jelena i svinje imaju povrsinu od 1,13 x 10* pm?.

Promjene u veliCini sekundarnih osteona i njihovoj gusto¢i ovisno o spolu i dobi

proucavani su samo u ¢ovjeka (MULHERN, 2000.; PFEIFFER i sur., 2006.) (Tablica
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25.) i to u rebru, dok su u majmuna proucavani broj i povrsine sekundarnih osteona u
ovisnosti 0 dobi (PRZYBECK, 1985.). Podacima iz literature dodani su podaci i iz
provedenog istrazivanja na dobrim dupinima.

Tablica 25. Gustoca i povrsina sekundarnih osteona u rebru ¢ovjeka, majmuna i dobrog

dupina

Povrsina
Gustoc¢a sekundarnih | sekundarnih osteona
osteona u rebru/mm? | u rebru (x10*um?)
Srednja Srednja
Dob/godine | Spol N vrijednost SD | vrijednost SD
15-19 z 7 4,72 0,35 3,5 0,49
20-29 z 8 10,04 0,61 3,3 0,07
30-39 z 12 12,87 0,29 3,8 0,09
MULHERN 40-49 z 11 13,14 0,16 3,7 0,06
(2000.) 50+ z 7 12,92 0,56 3,2 0,08
_ 15-19 M 3 571 0,39 3,9 0,02
Covjek
20-29 M 7 9,04 0,3 43 0,02
30-39 M 10 11,55 0,38 3,6 0,01
40-49 M 14 11,94 0,26 3,3 0,01
50+ M 1 10,81 3,2 n/a
4 3 7,42 1,63 2,8 0,7
PRZYBECK 8 3 1341 | 582 23 0.2
(1985.)
13 3 16,33 2,2 2,3 0,4
Majmun 24 3 22,3 0,29 2,1 0,2
31 3 12,42 1,46 2,0 0,1
_ (N*=5)
<1 Z 6 1,33 0,7 1.3 0,08
. (N*=3)
1-3 Z 5 4,06 6,01 0.7 0,02
(N*=7)
4-7 z 7 4.8 6,45 1.2 0,03
§ (N*=11)
8-14 Z 11 30,7 6,85 1.4 0,04
Dobri dupin (N*=19)
>14 z 19 26,78 7,55 1.4 0,02
(N*=3)
<1 M 5 2,13 2,33 0.8 0,08
(N*=1)
1-3 M 6 0,17 2,78 1.6 0,16
(N*=10)
4-7 M 10 0,5 0,95 1.4 0,27
(N*=11)
8-14 M 11 29,4 6,9 14 0,32
(N*=10)
>14 M 11 19,92 8,92 1.3 0,26

* —broj osteona
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MULHERN (2000.) je promatrao promjene u broju i gusto¢i osteona u ljudi u dobi od
15 do 50 i viSe godina. PFEIFFER i suradnici (2006.) promatrali su rebra ljudi
prosjecne dobi od 30 do 50 i viSe godina, s time da ova skupina autora nije odredivala
gustocu sekundarnih osteona u rebru, ve¢ samo povrSinu. Prema MULHERNu (2000.) u
Zena dobi od 15-19 godina povriina sekundarnih osteona prosje¢no iznosi 3,5 x 10°
pm?, zatim se povrsina povecava do dobi od 30-39 godina (3,8 x 10*um?) da bi se tada
pocela smanjivati 1 u dobi od 50 i viSe godina iznosi 3,2 x 104um2. Gustoca sekundarnih
osteona iznosi u Zena dobi od 15-19 godina 4,71/mm? te naraste do 12,92/mm? u dobi
od 50 godina. PovrSina sekundarnih osteona u rebru muskaraca svoj maksimum doseze
u dobi od 20-29 godina i iznosi 4,3 x 10*um?, a nakon te dobi ta vrijednost pada i iznosi
3,2 X 104um2 kod pedestogodisnjaka. Pri tome, gustoca osteona prosjecno iznosi 5,71 U
dobne skupine muskaraca od 15-19 godina, a u pedestogodi$njaka je gotovo dvostruko
veéi i iznosi 10,8/mm?® Gustoéa sekundarnih osteona u rebru Zene je veéa nego u rebru
muskaraca, dok je povrSina sekundarnih osteona u rebru muskaraca u prosjeku veca
nego u Zena. PFEIFFER i suradnici (2006.), nisu proveli tako opsezno istrazivanje s
obzirom na raspon dobi 1 gustocu sekundarnih osteona u rebru ljudi. Njihova zapazanja
jednaka su zapazanjima MULHERNa (2000.) s obzirom na izu¢avanu skupinu ljudi u
dobi od 30-50 godina.

Sekundarni osteoni majmuna najvec¢i su u mladih kategorija (sa 4 godine povrSina
sekundarnih osteona je prosjecno 2,8 x 104um2), dok se sa staros¢u njihova povrSina
smanjuje pa u dobi od 31 godine ona prosjecno iznosi 2,0 x 104um2 (PRZYBECK,
1985.). Isto kao i u ¢ovjeka gustoca sekundarnih osteona u majmuna najprije raste do
adultne dobi, a u starijih jedinki se smanjuje. U svom istrazivanju PRZYBECK (1985.)
nije odvojeno pokazao vrijednosti sekundarnih osteona u rebru majmuna za muzjake i
zenke, tako da se ne moze niSta zakulju€iti o promjenama osteona u ovisnosti 0 spolu.

U zenki dupina povrsina sekundarnih osteona rebra je u ranoj dobi nesto veca nego u
muZjaka. Zenke mlade od 1 godine imaju povrinu sekundarnih osteona 1,3 x 10*pm?,
dok je u muZjaka iste dobi ta povrsina 0,8 x 10*um?. Starenjem, povrsina sekundarnih
osteona u rebru dupina se izjednacava te je u dupina oba spola starijih od 14 godina
prosjec¢na povrsina sekundarnih osteona 1,4 X 10*pum? Gustoéa sekundarnih osteona u

zenki dupina od rodenja pa do najstarije dobi je veca nego u muzjaka. U dupina ne
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dolazi do smanjenja gustoce sekundarnih osteona u starijoj dobi kako je to uoceno u
covjeka i majmuna.

U Zenki dupina broj sekundarnih osteona u rebru raste s porastom dobi za jednu dobnu
kategoriju za 0.478 (p=0.000). Porast broja sekundarnih osteona zapaZza se i u rebru
muskih jedinki, ali on nije statisticki znacajan. U nadlakti¢noj kosti dupina s porastom
dobi statisticki znacajno raste i broj sekundarnih osteona u oba spola (r;=0.561;
rm=0.406). Povrsina sekundarnih osteona u oba spola u nadlakti¢noj kosti se smanjuje s
porastom dobi, ali ovo smanjenje nije statisticki znacajno. PovrSina sekundarnih osteona
u rebru oba spola dupina se povecava, ali ovo povecanje nije statisticki znacajno.
Osteoni u pregradnji zapazaju se u manjem broju u kostanom tkivu mladih Zivotinja i
covjeka (ENLOW i BROWN, 1958.), dok njihov broj raste sa staro§¢u (KERLEY
1965.; ORTNER 1974.; MULHERN i UBELAKER, 2003.). U literaturi ne postoje
apsolutni brojevi za gusto¢u osteona u pregradnji, kao ni podaci o njihovom kretanju
ovisno o spolu. U dupina takoder se zapazaju osteoni u pregradnji u mladih Zivotinja, a
kako dupini stare u koStanom tkivu ima ih sve viSe i viSe. Prva dobna skupina dupina
ima 1,5/0,6 mm? osteona u pregradnji, peta dobna ih ima 3,2/0,6 mm? Broj osteona u
pregradnji statisticki znacajno raste s dobi u nadlakti¢noj kosti u oba spola dupina. U
rebru Zzenki broj osteona u pregradnji statisticki znacajno raste dok u rebru muzjaka broj
osteona u pregradnji se smanjuje, ali ne statisticki znacajno.

Osim u veli¢ini 1 gusto¢i osteoni se razlikuju 1 prema obliku 1 broju lamela koje
okruzuju Haversov kanal. MARTIN (1998.) opisuje osteone Covjeka kao ovalne i
cilindri¢ne sa 16 do 20 lamela. Rakun ima ujednacene osteone s 3 do 5 lamela, a jazavac
cilindri¢ne i ovalne s 5 do 8 lamela (HIDAKA i sur., 1997.). Osteoni goveda su takoder
cilidri¢cnog do ovalnog oblika s 12 do 15 lamela, osteoni svinja imaju 10 do12 lamela,
osteoni nepravilnog oblika u ovce imaju 14 do 16 lamela, dok se u malih osteona peradi
nalaze se 4 do 6 lamele (CASTROGIOVANNI i sur., 2011.). Ovi podaci odnose se na
sekundarne osteone. Osteoni dobrog dupina takoder variraju u obliku i broju lamela. U
kostanom tkivu nalazimo ih u cilindricnom obliku, ali i u ovalnom. Broj lamela u
primarnim osteonima krec¢e se od 5,1 do 7,9, dok se u sekundarnim osteonima opaza
veci broj lamela i to od 7,5 do 9,7 lamela te su stoga sekundarni osteoni po broju lamela

najvise slicni onima u jazavca. Broj lamela u primarnom osteonu raste u nadlakti¢noj
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kosti dobrog dupina u oba spola s porastom dobi, dok u rebru broj lamela pada s
porastom dobi pogotovo u Zenki gdje je taj pad statisti¢ki znacajan.

U dostupnoj literaturi nisu nadeni podaci o veli¢ini primarnih i sekundarnih osteona u
rebru 1 nadlakticnoj kosti, gusto¢i primarnih osteona, sekundarnih osteona i osteona u
pregradnji, te broju lamela u primarnim i sekundarnim osteonima za ni jednog morskog
sisavca te su stoga ovo prvi podaci za kitove i doprinose boljem poznavanju grade

kostiju dupina, ali i op¢enito morskih sisavaca.

6.3. Lakune

Cilj ovog dijela istrazivanja je opisati lakune u koStanim fragmentima dupina, kao
modela morskih sisavaca. Pri tome se zeljelo utvrditi da li postoje lako vidljive
specificnosti u obliku i veli¢ini lakuna na fragmentima kostiju dupina, kako bi se lako
raspoznale izmedu kostiju kopnenih sisavaca, peradi i riba. Mogu¢nost razlikovanja
kostiju kopnenih sisavaca i peradi od kostiju riba pokazala se vrlo korisnom pri kontroli
pojavnosti spongiformne encefalopatije kod farmski drzanih zivotinja. Naime, kada se
dokazalo da je uzrok govede spongiformne encefalopatije hranjenje zivotinja
(prvenstveno prezivaca) mesno koStanim brasnom koje je sadrzavalo dijelove farmskih
Zivotinja i peradi (BUDKA i sur., 2008.), uveden je ,feed ban*, zabrana hranjenja
farmskih zivotinja mesnim koStanim brasSnom (EUROPEAN COUNCIL 999/2001.).
Kao posljedica ove mjere pojavnost bolesti smanjila se 50 puta u deset godina (DG
SANCO, 2011.). Mesno kostano brasno proizvodi se termic¢kom obradom leSina
zivotinja ili njihovih djelova, nakon ¢ega se leSine ili njihovi djelovi melju na veli¢inu
Cestica u promjeru od najvise 0,5 mm. Mesno kosStano brasno najcées¢e se dobiva od
klanonic¢kog otpada i leSina s farmi zivotinja, Sto znaci da su zastupljene vrste u mesno
koStanom brasnu porijeklom od svinja, peradi, goveda i riba (SAKAC i FILIPOVIC,
2004.). Krmne smjese kojima se hrane farmske zivotinje kontroliraju se na prisutnost
mesno kosStanog braSna tako da se mikroskopski pregledava njihov sastav (van
RAAMSDONK i sur., 2004.) te se u sluéaju pronalaska animalnih djelova takva hrana

neskodljivo uklanja. Medutim, pojedine vrste i kategorije Zivotinja mogu se hraniti
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krmnim smjesama koje sadrze riblje brasno. Upravo zbog toga vrlo je vazno poznavati
razliku u izgledu fragmenata kostiju riba, kopnenih sisavaca i peradi.

Patvoreno riblje brasno sadrzi osim ribe i djelove drugih Zivotinjskih vrsta, pa tako i
morskih sisavaca (WDCS 2010.; BONCHEVA, 2011.). S obzirom da braSno morskih
sisavaca nije nigdje navedeno kao nepozeljno u hrani za zivotinje, postavlja se pitanje:
mogu li se fragmenti kostiju morskih sisavaca lako determinirati medu koStanim
fragmentima porijeklom od peradi, svinja 1 prezivaca (koji su nepozeljni u hrani za
farmske Zivotinje) u ribljem brasnu?

S obzirom na ¢injenicu da mesno kostano brasno sadrzi sve kosti kostura, za provedeno
istrazivanje takoder se nasumice izabrane kosti najéesée zastupljenih vrsta zivotinja u
mesno koStanom brasnu i kosti dupina.

Na fragmetima kostiju dupina (slika 52.) prevaladavaju elipsoidne lakune s dobro
vidljivim dugackim kanalikulima koji se radijalno Sire iz lakune. Izmedu fragmenata
kostiju dupina, fragmenti riba (slika 2.) lako se raspoznaju jer kosti riba (npr. haringa)
imaju izrazito izduzene, vretanaste lakune sa dugackim, razgranatim kanalikulima
(GIZZI i sur., 2003.). Jos je veéa razlika izmedu lakuna dupina i nestani¢nih kostiju riba
(npr. sardele), gdje su lakune vrlo izduzene, a kanalikuli su nezamjetni (slika 3.).
Kanalikuli lakuna dupina nisu gusto rasporedeni, za razliku od kanalikula koji izlaze iz
lakuna kostiju peradi (slika 4.) (DOMENIS i sur., 2009.) ili svinja (slika 5.) koji su
kratki i gusto izlaze iz lakuna. Lakune dupina elipti¢nog su oblika za razliku od lakuna
peradi i svinje koje su viSe okrugle, tj. zvjezdaste (slike 4. i 5.). Raspored lakuna na
fragmentima kostiju peradi i svinja vrlo je gust te se ponekad stje¢e dojam da fragmenti
njihovih kostiju imaju crne povrsine (slike 4. 1 5.). Duzina i gustoca kanalikula lakuna
dupina viSe je nalik lakunama goveda i ovce (ARIES, 2004.), koji su dulji i manje guséi
(slike 6. 1 7.) nego u peradi svinja. Lakune dupina su vrlo nalik lakunama goveda i ovce
koje su elipticnog oblika. Na fragmentima kostiju goveda, ovce i dupina lakune su
lijepo, pojedinacno rasporedene po fragmetu kosti (slike 6., 7. 1 52.).

U tablici 26. prikazani su rasponi zbirne vrijednosti duzine i Sirine svih tipova lakuna za
pojedine vrste Zivotinja. Podaci za ribe, perad i kopnene sisavce porijeklom su iz
softvera ARIES koji se upotrebljava kao pomo¢ u identifikaciji kostanih fragmenata pri
rutinskoj mikroskopskoj pretrazi krmiva i krmnih smjesa. Podacima iz ARIESa dodane

su vrijednosti duZina i Sirina lakuna dobrog dupina iz ovog istraZivanja.
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Tablica 26. Duljina i Sirina lakuna (*ARIES, 2004; ** ovo istrazivanje)

Sirina lakune/pum DuZina lakune/pm
Riba* 1-3 10-30
Perad* 8-15 10-15
Kopneni sisavci* 5-12 10-20
Dupin ** 1-14, medijan 6,2 3-30, medijan 13,6

Usporedujuci vrijednosti iz tablice, vidljivo je da su duzine lakuna dupina gotovo iste
duzine kao i lakune kopnenih sisavaca (10-20 pm) i peradi (10-15 pum) te da se i Sirina
lakuna dupina podudara sa istima (perad 8-15 pum; kopneni sisavci 5-12 pm). Jedina
vidljiva razlika postoji izmedu peradi, kopnenih sisvaca, dobrog dupina i riba, jer je
Sirina riblje lakune puno manja od one u peradi i sisavaca i iznosi samo 1-3 um.
Dobivene mjere duzina i Sirina lakuna na fragmenatima kostiju dobrog dupina ukazuju
da su veli¢inom vrlo nalik lakunama goveda i malih prezivaca. Promatranjem i
usporedivanjem slika 1 mjera postoji mala, ali ne zanemariva razlika u obliku, veli€ini 1
gusto¢i lakuna te raspredu kanalikula na fragmentima kostiju dobrog dupina te peradi i
svinja. Nabolje se mogu raspoznati fragmenti kostiju riba, bili oni sa stani¢nom ili
nestani¢nom strukturom, od fragmenta kostiju dobrog dupina.

U dostupnoj literaturi nisu nadeni podaci koji bi ukazivali na povezanosti veliine
lakuna s dobi i spolom ni u ¢ovjeka niti u Zivotinja. U ovom istrazivanju provedena je
kategorizacija uzoraka kostiju dobrog dupina prema spolu i dobi. Unutar svake
kategorije mjerene su dimenzije lakuna uzimaju¢i u obzir njihovu $irini i duzinu.
Usporedbom dobivenih mjera utvrdeno je da se veli¢ina lakuna statisticki znaCajno ne
mijenja s obzirom na spol i dob u dobrog dupina.

Ovim istrazivanjem se pokazalo da se razlike u obliku i veli¢ini lakuna na fragmentu
kosti izmedu dobrog dupina, kao modela morskog sisavca, i peradi, svinja te prezivaca
mogu razlikovati, ali za to je potrebno veliko iskustvo u mikroskopiranju i vrlo dobra
mo¢ zapazanja malih razlika, §to u rutinskom radu zahtjeva mnogo vremena i stoga nije
prihvatljivo. 1z tog razloga potrebno je razvijati neke druge manje zahtjevne metode za

operatora, a to su imunoenzimne ili molekularne metode (FUMIERE i sur., 2009.).
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7. ZAKLJUCCI
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Grada rebra kroz Zivotni vijek dobrog dupina prolazi dinami¢ne promjene.
Nakon rodenja rebro dobrog dupina uglavnom gradi kompakta, koja
ravnomjerno okruzuje spongiozu (udio kompakte u povrSini presjeka rebra
iznosi 73%, a spongioze 27%.). U dobi od 7 godina udio spongioze se povefava
na ustrb kompakte (kompakta zauzima 41%, a spogioza 59% ukupne povrSine
presjeka rebra). To je ujedno dob intenzivnog tjelesnog rasta i svladavanja
raznih tehnika plivanja i vjestina lova u dobrog dupina. U adultnih jedinki, koje
rone i love na velikim dubinama udio povrSine kopakte iznosi 76%, a spongioze
24%. Ovakva grada rebra kod adultnih jedinki upucuje na zastitnu funkciju
rebara za vitalne organe prsne Supljine prilikom dubokih zarona.

Veéi broj sekundarnih osteona u rebru (20,73/mm?) nego u nadlakti¢noj kosti
dobrog dupina (13,3/mm?) upucuje na kompaktnije ko$tano tkivo rebra u odnosu
na nadlakti¢nu kost. Ovi podaci idu u prilog pretpostavci da rebra imaju zastitnu
funkciju za organe prsne Supljine prilikom dubokih zarona. Kompakta
nadlakti¢ne kosti manje je gustoCe S$to potvrduje pretpostavku da nadlakti¢ne
kosti, koje su dio modificiranih prsnih udova, tj. peraja, sluze samo za
balansiranje tijekom kretanja. Na ovaj nacin sudjeluju u smanjenju ukupne
tjelesne mase. Na manju kompaktnost kostanog tkiva nadlakti¢ne kosti dupina
od kostanog tkiva rebra ukazuje i veéa gustoca osteona u pregradnji u
nadlakti¢noj kosti.

Usporeduju¢i  dostupne podatke o veli¢ini sekundarnih osteona drugih
zivotinjskih vrsta i dobrog dupina, u nadlakti¢noj kosti i rebru, sekundarni
osteoni u nadlakticnoj kosti dobrog dupina pripadaju manjim sekundarnim
osteonima, a sekundarni osteoni u rebru dobrog dupina pripadaju srednje
velikim sekundarnim osteonima.

U kostima dobrog dupina ne dolazi do smanjenja gustoce sekundarnih osteona u
starijoj dobi kao Sto je uoc¢eno kod ¢ovjeka i majmuna.

Fragmenti kostiju dupina sadrze ravnomjerno rasporedene elipsoidne lakune i
dobro vidljive dugacke kanalikule koji se radijalno Sire iz lakune. Ove fragmente
moguce je razlikovati od fragmenata kostiju ptica i svinja, jer oni imaju gusto

rasporedene lakune s kratkim i gustim kanalikulima. Lakune dobrog dupina
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najsli¢nije su lakunama prezivaca i ne mogu se od njih razlikovati na nativnim

mikroskopskim preparatima.
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