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O MENTORIMA:

Prof. dr. sc. Snjezana Kuzir rodena je 9. travnja 1969. u Zagrebu. Diplomirala je 1996.
na Veterinarskom Fakultetu Sveucilista u Zagrebu. Kao jedna od 10 % najboljih studenata
1997. izabrana je na radno mjesto mladeg asistenta — znanstvenog novaka na Zavodu za
anatomiju, histologiju i embriologiju Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu te je
upisala poslijediplomski znanstveni studij istog smjera. Akademski stupanj magistre znanosti
iz podrucja biomedicine i zdravstva stekla je 2002., a 2006. akademski stupanj doktora znanosti
iz podruc¢ja biomedicine i zdravstva, znanstvenog polja veterinarska medicina/veterinarska
medicina. U travnju 2007. izabrana je u znanstvenog suradnika, u studenom 2008. u viseg
znanstvenog suradnika, u lipnju 2012. u znanstvenog savjetnika te 2019. u znanstvenog
savjetnika u trajnom zvanju u znanstvenom podrucju biomedicine i1 zdravstva, polje
veterinarske medicine. U velja¢i 2010. izabrana je u znanstveno-nastavno zvanje docenta, u
rujnu 2015. u znanstveno-nastavno zvanje izvanredni profesor te u prosincu 2020. u
znanstveno-nastavno zvanje redoviti profesor.

Tijekom rada na Zavodu za anatomiju, histologiju i embriologiju sudjelovala je u
izvodenju i unaprjedenju nastave viSe predmeta u okviru Integriranog preddiplomskog i
diplomskog sveucilisnog studija veterinarske medicine. Za prvu generaciju studenata studija
na engleskom jeziku pokrenula je predmet Histology with General Embryology. Voditeljica je
dva obvezna te je suradnica na Cetiri izborna predmeta. Nadalje, voditeljica je jednog predmeta
te suradnica na dva predmeta poslijediplomskog specijalisti¢kog studija Sudsko Veterinarstvo.
Ukljucena je kao voditeljica jednog i1 suradnica na dva predmeta doktorskog studija
Veterinarske znanosti.

Do sada je bila ukljuena u istraZivanja vezana Uz tri znanstvena projekta MZOS i tri
projekta Hrvatske zaklade za znanost. Nadalje, suradnica je na projektu Unapredenje suradnje
izmedu ribara i znanstvenika u svrhu uvodenja naprednih tehnologija oznacavanja ribolovnih
alata, zastite zdravlja riba i ocuvanja okolisa (Europski fond za pomorstvo 1 ribarstvo te
Republika Hrvatska). Bila je suradnica na tri projekta tematski vezana uz nastavu te voditeljica
ili suradnica na Sest projekata u okviru Potpora u znanstvenom istrazivanju. Voditeljica je
Laboratorija za histologiju, histokemiju i imunohistokemiju Zavoda. Nadalje, recenzentica je
u vise znanstvenih Casopisa te ¢lanica urednickog kolegija Casopisa Veterinar te pridruzena
urednica Casopisa Veterinarski arhiv. Aktivno sudjeluje u radu tijela Fakultetskog vijeca
Veterinarskog fakulteta. Uclanjena je u Hrvatsku veterinarsku komoru, Hrvatsko drustvo

morfologa, Hrvatsko drustvo za kalcificirana tkiva te Hrvatsko ekolosko drustvo. Aktivna je



Clanica European Association of Veterinary Anatomists i International Society of Education in
Animal Sciences.

Sudjelovala je u objavi prvog e-priru¢nika u Hrvatskoj 3D atlas privjesnog kostura
konja te prijevodu udzbenika iz 2014. Veterinarska embriologija autora T. A. McGeadyja, P.
J. Quinna, E. S. FitzPatricka i M. T. Ryana u Nakladi Slap. Znanstveni interes povezan je s
morfologijom domacih i divljih zivotinja, a uze podrucje znanstvenog djelovanja je histologija
domacih i divljih Zivotinja s naglaskom na istrazivanja riba. Pregled objavljenih radova

dostupan je na: https://www.croris.hr/crosbi/searchByContext/2/2792.
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SAZETAK

Usporedba morfoloskih znacdajki i enzimske aktivnosti dijelova probavnog sustava u
odabranih vrsta hrskavi¢nja¢a (Chondrichthyes) i koStunjaca (Osteichthyes) iz

Jadranskoga mora

Hipoteza istrazivanja je da se u odabranih taksonomskih skupina riba ocekuju specificne
morfoloske razlike probavnog sustava te razlike u lokalizaciji i enzimskoj aktivnosti bez obzira
na njihova zajednicka obiljezja. S ciljem provjere hipoteze odabrane su Cetiri vrste grabeZljivih
riba slicne prehrane i pridnenog stanista: macka bljedica (Scyliorhinus canicula), pas mekas
(Mustelus mustelus), osli¢ (Merluccius merluccius) i lastavica prasica (Trigla lyra). Ukupno
119 riba iz tih dviju taksonomskih skupina, hrskavi¢njaca i koStunjaca, analizirane su u svrhu
opisa i usporedbe morfoloskih znacajki i enzimske aktivnosti razli¢itih dijelova probavnog
sustava. Za potrebe istrazivanja makroskopske grade probavnog sustava ribe su izmjerene i
izvagane te im je izmjerena duzina crijeva. U svrhu daljnjeg opisa makroskopske grade
nasumic¢no je odabrano po 10 adultnih primjeraka macaka bljedica, osli¢a i lastavica prasica te
9 pasa mekasa. U tih riba utvrdeni su i opisani pojedini dijelovi probavnog sustava. U svrhu
opisa mikroskopske grade uzorkovani su precizno definirani dijelovi straZnjeg dijela probavne
cijevi. Tkivne komponente prikazane su pomoc¢u pet metoda bojenja (hematoksilin-eozinska,
Mallory-trikromska, Verhoeff-Van Giesonova, komplet za prikaz retikularnih vlakana i Alcian
Blue-PAS komplet). Za istrazivanje lokalizacije i enzimske aktivnosti u probavnoj cijevi
koristene su azo-tehnike bojenja za dokaz alkalne fosfataze, kisele fosfataze, nespecificne
esteraze i aminopeptidaze. Unato¢ slicnim prehrambenim navikama makroskopska i
mikroskopska grada straznjeg dijela probavne cijevi u hrskavi¢njaca znatno se razlikuje od one
u koStunjaca. U svih istrazenih riba, iako su crijeva mjesta najintenzivnijeg metabolizma,
ostatak probavne cijevi takoder je, u odredenoj mjeri, uklju¢en u probavu i apsorpciju hranjivih
tvari. Istrazivanje je rezultiralo novim spoznajama o morfologiji probavnog sustava macke
bljedice, psa mekaSa, oslica i lastavice prasice te je postavilo temelj za razumijevanje
fizioloskih procesa probave. Znanstvene spoznaje unaprijedene su podacima o tri vrste riba u

kojih ovakav detaljan opis grade probavnog sustava nije dosad opisan.

Kljuéne rije¢i: morfologija; ribe; probavni sustav; probava; enzimi



EXTENDED ABSTRACT

Comparison of morphological characteristics and enzyme activities of the digestive
system in cartilaginous (Chondrichthyes) and bony (Osteichthyes) fish originating from
the Adriatic Sea

INTRODUCTION

The digestive system consists of the digestive tract and associated glands. The digestive tract
of fish can be divided into anterior and posterior part. The posterior part of the digestive tract
consists of the foregut (esophagus and stomach), midgut (intestine) and hindgut (rectum). The
midgut refers to the intestine proper, and in most fish, it can be further subdivided into the
anterior, middle, and posterior parts. The intestine represents the longest part of the digestive
tract, thereby serving as a key location for enzymatic digestion and nutrient absorption.

For understanding of the physiology of the digestive system in fish, it is essential to have
knowledge of metabolism and digestion processes. Digestion is the foundation of metabolism.
The breakdown and absorption of nutrients determine their availability for all biological
processes. The function of digestive system involves the mechanical, chemical, secretory and
microbiological activities. Mechanical activities include the intake and processing of food into
the oral cavity, swallowing, as well as stomach and intestinal movements. Chemical activities
include the secretion and action of digestive enzymes. Secretory activities involve the secretion
from associated glands and intraepithelial mucous glands. Microbiological activities refer to
bacterial colonies that assist the digestive process and have significant role in certain fish
species. In general, between all mentioned activities, the degree of digestion highly depends on
the availability of enzymes. Based on the site of enzyme action, the digestion can be either
extracellular or cellular.

The study of the digestive system of fish is specific due to the wide diversity of species, their
habitats and diets. Accordingly, variations in the structure and function of the digestive system
are numerous. Although, there is comprehensive literature focusing on the physiology of the
digestive system, the physiology of many fish species remains insufficiently researched. This
gives rise to the question about the variations in structure and function of the digestive system
found in fish with common characteristics. Therefore, the fundamental assumption of this
research was that, among cartilaginous and bony fish, specific morphological differences in the
digestive system are expected, as well as variations in enzyme localization and activity,

regardless of their common characteristics.



MATERIAL AND METHODS

To determine variations in digestive system, this study encompasses two taxonomic groups of
fish, cartilaginous and bony fish. Within these groups, the predatory fish with similar diets and
habitats were selected. Two representatives from each group were chosen: the small-spotted
catshark (Scyliorhinus canicula) and the smooth-hound (Mustelus mustelus) as representatives
of cartilaginous fish, and the European hake (Merluccius merluccius) and the piper gurnard
(Trigla lyra) as representatives of bony fish.

Fish were caught with longline fishing in the Adriatic Sea as a part of scientific project
“Improvement of cooperation between fishermen and scientists for the purpose of introducing
advanced technologies of marking of fishing tools, fish health and environmental protection”.
After measurements, fresh, ice-cold fish were dissected and the digestive tract was removed.
In this study, 30 small-spotted catsharks, 30 European hakes and 30 piper gurnards were used.
Within each species, 10 fish were used for the descriptive (topographical) investigation of
macroscopic structure of the digestive tract, 10 for histological and histochemical research and
10 for the investigation of the localization and enzymatic activity in the digestive tract.
Additionally, 29 smooth-hounds were used: 9 for the descriptive (topographical) investigation,
10 for histological and histochemical research and 10 for the investigation of the localization
and enzymatic activity in the digestive tract.

The macroscopic structure of the posterior part of digestive tract was investigated descriptively
(topographically) and morphometrically. Organ parts of the digestive system were identified
and described. For morphometric research, the digestive tract was removed from the body
cavity. The intestine length was measured, and the relative intestinal length was calculated.
Morphometric research included all 119 fish. Sampling was carried out within the anatomical
borders of the organs, in accordance with variations in the morphology of the digestive system
in cartilaginous and bony fish.

For histological and histochemical research, the tissue samples were fixed in 10% neutral
buffered formalin, embedded in paraffin, and sectioned with microtome into 6 pm sections.
The sections were stained using five different methods: hematoxylin and eosin, Mallory
trichrome, Verhoeff-Van Gieson, Alcian Blue-PAS kit and the seven-reagent kit for
determining reticulin fibers. For the investigation of cellular digestive processes, the
distribution and intensity of alkaline phosphatase, acid phosphatase, non-specific esterase and
aminopeptidase were investigated. The tissue samples were taken, embedded in Cryofix gel

and sectioned with cryostat into 8 pum sections. To detect the enzymatic reactions, azo-coupling



methods were used and the optical density (OD) of the reactions was measured using ImageJ

software.

RESULTS

Regarding macroscopic structure, cartilaginous fish, the small-spotted catshark and the
smooth-hound share several similarities: a short esophagus, a bifurcated stomach shaped like
an "U," a short spiral intestine and a rectum that terminates in a cloaca. The bony fish, the
European hake and the piper gurnard, also share similarities in the esophagus and stomach
(short esophagus and bifurcated stomach shaped like a "Y™). The main differences in
macroscopic structure of the bony fish were observed in the part of the digestive system from
the pyloric caeca to the rectum (presence of pyloric caeca in the piper gurnard and greater
relative intestinal length compared to the European hake). Variations in intestinal length were
observed among the studied fish species, despite similar dietary habits. In relation to the total
body length, the intestine in cartilaginous fish is relatively short, and the median value of
relative intestinal length between the small-spotted catshark and the smooth-hound is similar.
The relative intestinal length is greater in the piper gurnard than in the European hake.
Regarding microscopic structure, the digestive systems of the small-spotted catshark and the
smooth-hound share many similarities: the same type of epithelium in the esophagus, stomach
and spiral intestine, unicellular mucous glands in the epithelium of all parts except the stomach,
glands in the lamina propria of the stomach, well-developed lamina muscularis of mucosa in
the stomach and spiral intestine, a propria-submucosa in the rectum and similarly developed
muscularis of the digestive tract wall. Differences in microscopic structure between these two
species were observed in the type of epithelium lining the rectum, the content of mucous
glands, and the presence of lamina muscularis of mucosa in the part of the esophagus below
the Leydig's organ. The digestive systems of the European hake and the piper gurnard share
many similarities: the same type of covering epithelia in all segments of the posterior part of
the digestive tract, unicellular mucous glands in the epithelium of all parts except the stomach,
glands in the lamina propria of the stomach, well-developed lamina muscularis of mucosa in
the stomach but its absence in the anterior and middle part of the intestine, similarly developed
muscularis in the walls of organs, and serosa as the outer layer of the digestive tract. Differences
in microscopic structure between these two species were observed in the content of mucous
glands and in the occurrence of lamina muscularis of mucosa in the esophagus.

In this study, the OD of alkaline phosphatase was measured in the brush border of the intestines

of all investigated fish species. Enzymatic activity was detected in the epithelium of the



esophagus of the smooth-hound, European hake, and piper gurnard, as well as in the epithelium
of the rectum of the piper gurnard. Additionally, enzymatic activity was found in the layers of
connective tissue and around the blood vessels in all investigated fish species. When comparing
the mean optical densities (MOD) between the cartilaginous and the bony fish, values were
higher in the esophagus of bony fish, being highest in the piper gurnard. In the rectum, activity
was found only in bony fish and was higher in the European hake. Although, higher OD were
measured in the small-spotted catshark, the difference in the MOD of alkaline phosphatase in
the spiral intestine of cartilaginous fish was not statistically significant. In the intestine of the
bony fish, the MOD of alkaline phosphatase was higher in the European hake than in the piper
gurnard.

In the brush border, the reaction of acid phosphatase was found only in the spiral intestine of
the small spotted catshark (0,227 + 0,117). The activity of acid phosphatase was found in the
epithelium and connective tissue of all parts of the digestive tract. Among the cartilaginous
fish, the highest MOD was detected in the epithelium of the esophagus of the small-spotted
catshark (0,283 + 0,047). In the smooth-hound, MOD increases up to the spiral intestine, where
it is the highest (0,194 + 0,078) and then it declines afterwards. In the bony fish, the MOD of
acid phosphatase in the European hake shows higher values compared to the piper gurnard. In
the European hake the highest MOD were measured in the epithelium of the anterior (0,327 +
0,079) and posterior (0,327 = 0,063) parts of the intestine. In the piper gurnard, MOD increases
up to the pyloric caeca (0,109 + 0,015), after which its value decreases and then gradually
increases along the length of the intestine. The MOD of acid phosphatase reactions in the
connective tissue generally follows the increase of the value in the epithelium.

In the cartilaginous fish, the activity of non-specific esterase was found along the epithelium
of the entire posterior part of the digestive tract. A similar enzymatic distribution was also
observed in the piper gurnard. Unlike the enzymatic localization in the cartilaginous fish and
the piper gurnard, enzyme activity in the European hake was only found in the epithelium of
the anterior, middle, and posterior parts of the intestine. The localization of non-specific
esterase differs in the connective tissue of the digestive tract between the cartilaginous and the
bony fish. In the cartilaginous fish, the activity of non-specific esterase was found in the
connective tissue of the stomach and spiral intestine. In the piper gurnard, enzymatic activity
was found along the connective tissue, from the stomach to the rectum. In contrast, enzymatic
activity was not found in the connective tissue of the digestive tract in the European hake. In
general, higher values of MOD of non-specific esterase were observed in the small-spotted
catshark than in the smooth-hound. The highest value in the small-spotted catshark was



measured in the stomach (0,250 + 0,085), while in the smooth-hound, it was measured in the
spiral intestine (0,132 + 0,039). In bony fish, the enzyme is significantly more active along the
digestive system of the piper gurnard. Despite that, higher values were measured in the intestine
of the European hake. In both species of bony fish, the enzyme activity increases up to the
posterior part of the intestine where its activity is the highest.

The OD of aminopeptidase was measured in the brush border of the intestines of all the
investigated fish species. Additional activity was also found in the epithelium of the esophagus,
as well as in the brush border of the pyloric caeca of the piper gurnard and in the rectum of the
European hake. In the cartilaginous fish, the MOD of aminopeptidase were higher and more
variable in the smooth-hound. The enzymatic distribution suggests that the spiral intestine is
the primary site for protein digestion and absorption in these fish. In the smooth-hound,
aminopeptidase activity was also measured in the basal part of the esophageal epithelium. In
the bony fish, higher MOD of aminopeptidase were found in the brush border of all parts of
the European hake's intestine. The highest value was measured in the brush border of the
middle part of the intestine proper (0,314 + 0,093). Additional activity was also found in the
basal part of the esophageal epithelium, as well as in the brush border of the pyloric caeca of

the piper gurnard and in the rectum of the European hake.

CONCLUSIONS

The macroscopic structure of the posterior part of the digestive system shows similarities
between the small-spotted catshark and the smooth-hound, while it differs between the
European hake and the piper gurnard. The structure in the cartilaginous fish is significantly
different from that found in the bony fish. Despite similar dietary habits, variations in the
intestinal length were observed among individual specimens within the same species, as well
as between the studied fish species. In all studied fish, the intestine is shorter than the total
body length. In the piper gurnard, additional mechanisms have developed to aid the digestion
and absorption of nutrients due to the harder-to-digest chitin shells of crustaceans that dominate
in their diet.

The microscopic structure of the posterior part of the digestive tract differs between the
investigated fish species. The type of the covering epithelia in the esophagus and rectum shows
significant differences, as does the development of the lamina muscularis of mucosa along
various segments of the digestive tract. Mucous glands were found in all parts of the digestive
tract except the stomach. The composition of the secretions in different parts varies between
the investigated fish species.



In all investigated fish species, the intestines are the site of the most intense metabolism. In the
small-spotted catshark, the main site of fat digestion is stomach, while in the other studied fish,
it is the intestine. Although, the breakdown and absorption of proteins are intensive in the

intestine, they also occur in other parts of the digestive tract.

Key words: morphology; fish; digestive system; digestion; enzymes



POPIS OZNAKA | KRATICA

AB PAS — Alcian Blue — perjodna kiselina, Schiffova reakcija

DC — duzina crijeva

GIMP — GNU Image Manipulation Program

HE — hematoksilin-eozinska metoda bojenja

MOD - engl. mean optical density

MT — Mallory-trikromska metoda bojenja

OD - opticka gustoca (engl. optical density), u postavkama softvera ImageJ
OG — opticka gustoca enzima

RDC - relativna duzina crijeva

RK — Retikulin-komplet

SOG - srednja opticka gustoca

SRP — kompleks Cestica za prepoznavanje signala (engl. signal recognition particle)
TRIS — tris-hidroksimetil-aminometan

UD — ukupna duzina tijela

VVG — Verhoeff-Van Giesonova metoda bojenja
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1. UuvOD



Istrazivanje grade probavnog sustava riba specifi¢no je zbog velike raznolikosti vrsta,
njihovog stanista i prehrane. U skladu s tim, varijacije u gradi i funkciji probavnog sustava u
riba su mnogobrojne. Premda postoji opsezna literatura koja se bavi probavnim sustavom riba,
fiziologija probavnog sustava mnogih vrsta jos uvijek nije dovoljno istraZzena. Za sveobuhvatno
poznavanje fiziologije probavnog sustava u tih vrsta riba, klju¢no je razumijevanje temeljne
morfologije probavnog sustava.

Kako je prethodno istaknuto, s obzirom na raznolikost vrsta riba, njihovog stanista i
prehrane, postoji velika raznolikost u gradi probavnog sustava. Pritom se postavlja pitanje
postoje li takve varijacije u gradi i funkciji probavnog sustava i medu ribama koje dijele sli¢na
obiljezja.

S ciljem postavljanja osnove za buduca istrazivanje i dopune postoje¢ih znanstvenih
spoznaja, odabrane su Cetiri razliite vrsta riba slicnih obiljezja, iz dvije taksonomske skupine.
Kao predstavnici hrskavi¢njac¢a odabrani su macka bljedica (Scyliorhinus canicula) i pas mekas
(Mustelus mustelus), a kao predstavnici kostunjaca osli¢ (Merluccius merluccius) i lastavica
prasica (Trigla lyra). Sve istraZene ribe grabezljive su, mesozderne i pridnenog stanista. Vazno
je napomenuti kako grada probavnog sustava u macke bljedice, psa mekasa i lastavice prasice
nije detaljno opisana.

Za potrebe detaljnog opisa grade i funkcije straznjeg dijela probavne cijevi (od jednjaka do
rektuma) istraZena je makroskopska 1 mikroskopska grada te je ispitana lokalizacija 1 izmjeren
intenzitet Cetiriju enzima koji sudjeluju u stani¢noj probavi. Opisani su svi dijelovi te su uzeti
oni reprezentativni koji su doveli do zakljucaka o gradi i funkciji pojedinih segmenata.

Navedena metodologija provedena je kako bi se provjerila hipoteza rada, prema kojoj se u
odabranih taksonomskih skupina riba ocekuju specificne morfoloske razlike probavnog
sustava te razlike u lokalizaciji 1 enzimskoj aktivnosti bez obzira na njthova zajednicka
obiljezja.

Poznavanje lokalizacije i intenziteta enzimske aktivnosti daje temeljne preduvjete za
daljnja istrazivanja. Osim za razumijevanje fiziologije probavnog sustava poznavanje
enzimske aktivnosti moze biti pokazatelj brzine razvoja riba, omogucavajuci rjeSavanje

problema povezanih s hranidbom, a koji bi mogli imati utjecaj na zdravlje riba.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA



2.1. Podjela probavnog sustava u riba

Probavni sustav sastoji se od probavne cijevi i pridruzenih (probavnih) zlijezda. Na
probavnoj cijevi riba razlikuje se prednji od straznjega dijela (HELFMAN i sur., 2009.;
LIEBICH, 2019.; ALESCI i sur., 2022.). Dijelovi probavne cijevi prikazani su na Slici 1.

Prednji dio probavne cijevi obuhvaca usta, usnu Supljinu s pripadaju¢im strukturama i
zdrijelo. Ovaj dio ima klju¢nu ulogu u procesu uzimanja hrane i njenoj mehanickoj obradi. S
obzirom na raznolikosti u nac¢inima prehrane i prehrambenim navikama razlicitih riba prednji
dio probavne cijevi pokazuje znacajne morfoloske varijabilnosti. Granica izmedu prednjeg i
straznjeg dijela definira se prema polozaju zadnjeg para Skrznih lukova (FIJAN, 1963.;
EGERTON i sur., 2018.).

Straznji dio probavne cijevi dijeli se na prednji, srednji i straznji segment (EGERTON
i sur., 2018.). Ovaj dio ima klju¢nu ulogu u enzimskoj probavi hranjivih tvari te posljedi¢noj
apsorpciji nutrijenata. Prednji segment obuhvaca jednjak i zeludac. U tim dijelovima u vecine
riba zapocinje kemijska probava hranjivih tvari (WILSON i CASTRO, 2011.). Za
razgranicenje prednjeg od srednjeg segmenta crijeva sluzi pilori¢ki sfinkter, odnosno u slucaju
kada riba nema zeludac, usce izvodnih kanala jetre i gusterace (FIJAN, 1963.;
OSTASZEWSKA i KAMASZEWSKI, 2019.). Srednji segment obuhvaca crijevo u uzem
smislu, a u veéine se riba moze dodatno podijeliti na prednji, srednji i straznji dio crijeva. Radi
lakSeg razumijevanja za srednji segment straznjeg dijela probavne cijevi u ovom radu koristit
¢e se izraz crijevo. Prednji dio ekvivalentan je tankom crijevu u sisavaca, a straznji debelom
crijevu (HOLMGREN i NILSSON, 1999.; OSTASZEWSKA i KAMASZEWSKI, 2019.).
Crijevo u riba predstavlja najduzi segment probavne cijevi, ¢ime se isti¢e kao klju¢no mjesto
za enzimske probave i apsorpcije nutrijenata. lako za razgranicenje pojedinih dijelova crijeva
postoji nekoliko znacajki, u nekih vrsta riba morfoloska razlika izmedu ovih dijelova nije
uocljiva (WILSON i CASTRO, 2011.; OSTASZEWSKA i KAMASZEWSKI, 2019.). U riba
u kojih je razlika uocljiva, ona se ocituje makroskopski i/ili mikroskopski (MOKHTAR,
2017.). Makroskopski se razlika ocCituje kao promjena orijentacije nabora sluznice i/ili
promjena promjera crijevnog lumena, a mikroskopski kao promjena debljine dijelova stijenke,
visine nabora i/ili zadebljanje misi¢nog sloja. Straznji segment straznjeg dijela probavne cijevi
obuhvaca rektum te zavrSava analnim otvorom ili kloakom.

Probavnom sustavu pridruzene (probavne) Zlijezde su jetra i guSterata, odnosno

hepatopankreas u onih riba u kojih je pankreati¢no tkivo uklopljeno u tkivo jetre. Pridruzene



zlijezde u procesu probave sudjeluju kroz emulgaciju masti te sintezu i izlu¢ivanje probavnih
enzima (HELFMAN i sur., 2009.).

PROBAVNI SUSTAV
~ PROBAVNACUEV PRIDRUZENE ZLIJEZDE
- Jetra
/ \, - gusteraca
PREDNJI DIO \ STRAZNJI DIO \
- usta
- usna Supljina / X
- zdrjelo .
PREDNJI SEGMENT STRAZNJI SEGMENT
- jednjak - rektum
- Zeludac SREDNJI SEGMENT - analni otvor / kloaka
- prednji dio ﬂ
- straimji dio
CRIJEVO

- prednji dio
srednji dio
straznji dio

Slika 1. Podjela probavnog sustava koristena u ovom radu. Dijelovi probavnog sustava otisnuti
zadebljano predmet su istrazivanja.

2.2. Grada stijenke probavne cijevi

Stijenku probavne cijevi ¢ine &etiri osnovna sloja (KOZARIC, 1997.; GENTEN i sur.,
2009.; WILSON i CASTRO, 2011.; MOKHTAR, 2017.; LIEBICH, 2019.; OSTASZEWSKA
i KAMASZEWSKI, 2019.). Idu¢i od lumena prema vanjskoj povr$ini organa, to su: sluznica
(tunica mucosa), podsluznica (tela submucosa), misiéni sloj (tunica muscularis) i adventicija
(tunica adventitia) ili seroza (tunica serosa). Sluznica se sastoji od pokrovnog epitela (lamina
epithelialis mucosae), lamine proprije (lamina propria mucosae) i muskularis mukoze (lamina
muscularis mucosae). Pokrovni epitel oblaze unutra$njost probavne cijevi i razlicitog je tipa u
pojedinim dijelovima probavne cijevi. Lamina proprija je gradena od rahlog vezivnog tkiva i
u njoj su smjestene krvne Zile i zivei. Muskularis mukoze gradena je od glatkih miSiénih stanica
i razlicito je razvijena u pojedinim dijelovima probavnog sustava. Podsluznica je, kao i lamina
proprija, gradena od vezivnog tkiva. MiSi¢ni sloj sastoji se od unutra$njeg i vanjskog sloja

poprecno prugastog ili glatkog miSi¢nog tkiva. Adventicija je gradena od vezivnog tkiva, a



seroza, koja prekriva dio probavne cijevi smjeStene unutar tjelesne Supljine, od tankog sloja

vezivnog tkiva i jednoslojnog plocastog epitela (mezotela).

2.3. Varijacije u gradi pojedinih dijelova probavne cijevi

Varijacije u gradi probavne cijevi riba posljedica su evolucije, prehrane i prehrambenih
navika te prilagodbe na uvjete okoline (RAY i RING@, 2014.). Nadalje, razlike u gradi organa
izrazene su u svim dijelovima probavnog sustava, prilagodavaju¢i se njithovim specifi¢nim
ulogama (Slika 2). Navedene razlike posebno su izrazene izmedu hrskavi¢njaca i kostunjaca,

kao i izmedu pojedinih vrsta riba unutar ove dvije taksonomske skupine.

JEGULJA ==
USNA SUPLJINA

JEDNJAK

ZELUDAC

PASTRVA/LUBIN i —

PILORICKI NASTAVCI

SREDNJI SEGMENT

STRAZNJI SEGMENT

ZUCNIMJEHUR

MLIN

Slika 2. Podjela probavnog sustava u razli¢itih morskih vrsta riba (prilagodeno prema EGERTON i sur.,
2018.).



2.3.1. Makroskopske i mikroskopske osobitosti straznjeg dijela probavne cijevi

Straznji dio probavne cijevi dijeli se na prednji, srednji i straznji segment (EGERTON
I sur., 2018.). Prednji segment obuhvaca jednjak i zeludac, srednji segment crijevo u uzem
smislu, a straznji segment rektum. Zbog jednostavnijeg izlaganja u ovom doktorskom radu za
srednji segment koristit ¢e se pojam crijevo, a za straznji segment rektum. Probavni sustav
zavrsava analnim otvorom ili kloakom.

Jednostani¢ne mukozne Zlijezde nalaze se izmedu epitelnih stanica u svim dijelovima
probavnog sustava, s iznimkom zeluca. Sastav jednostani¢nih mukoznih Zlijezda u probavnom
sustavu riba opisali su brojni autori (DIAZ i sur., 2003.; ALLEN i FLEMSTROM, 2005.;
PETRINEC i sur., 2005.; CHATCHAVALVANICH i sur., 2006.; KOZARIC i sur., 2008;
DIAZ i sur., 2008.; GENTEN i sur., 2009.; KIM i HO, 2010.; WILSON i CASTRO, 2011.;
VIEIRA-LOPES i sur., 2013.; CARDOSO i sur., 2015.; BOCINA i sur., 2016.; MOKHTAR,
2017.).

Duzinu crijeva (srednjeg i straznjeg segmenta) i njezinu povezanost s prehranom riba
istrazili su brojni autori (NIKOLSKY, 1963.; HARDER, 1975.; ZIHLER, 1982.; KRAMER i
BRYANT, 1995.; HORN, 1998.; KOZARIC, 2001.; RING@ i sur., 2003.; WAGNER i sur.,
2009.; KOZARIC i sur., 2011.; KUZIR i sur., 2012.; BALLANTYNE, 2014.; RAY i RING®,
2014.; AKIN i sur., 2016.; MOKHTAR, 2017.; EGERTON i sur., 2018.; VIDAL i sur., 2022.).

2.3.1.1. Jednjak

Jednjak je kratka i ravna cijev Sirokog lumena koja, ovisno o vrsti ribe, povezuje
zdrijelo 1 Zeludac ili zdrijelo i crijevo.

Sluznica jednjaka tvori uzduzne nabore u odnosu na srediSnju oS organa
(BUDDINGTON i KUZ'MINA, 2000.; FERGUSON, 2006.; WILSON i CASTRO, 2011,;
RAHMAN i sur., 2013.). Izravnavanje nabora omogucava povecanje promjera jednjaka
prilikom prolazenja hrane. Prolazak hrane u nekih vrsta riba olaksan je kaudalno orijentiranim

izbo¢inama sluznice (FANGE i GROVE, 1979.; HOLMGREN i NILSSON, 1999.; WILSON

na jednjak u biljozdernih riba (KOZARIC, 2001.). Prema vrsti pokrovnog epitela, kao i gradi
misi¢nog sloja, na jednjaku se moze razlikovati prednji i straznji dio (MOKHTAR, 2017.).
Pokrovni epitel koji oblaze jednjak varira ovisno o wvrsti ribe (LEAKE, 1975,

7



CHATCHAVALVANICH i sur., 2006.; VIEIRA-LOPES i sur., 2013.; MOKHTAR, 2017;
BOCINA i sur., 2016.). U jednjaku afri¢kog soma (Clarias gariepinus) MOKHTAR i sur.
(2017.) opisuju i alarmne stanice. Prema nekim autorima lamina proprija i podsluznica jednjaka
tvore jedinstveni sloj vezivnog tkiva (CHATCHAVALVANICH i sur., 2006.; WILSON i
CASTRO, 2011.) dok se prema drugima uocava muskularis mukoze koja dijeli ova dva sloja
(GENTEN i sur., 2009.; MOKHTAR, 2017.). U ponekih vrsta riba unutar sloja vezivnog tkiva
opisane su jednjacke zlijezde (KAPOOR i sur., 1975). Misi¢ni sloj oba dijela jednjaka graden
je od unutarnjeg i vanjskog sloja. MOKHTAR i sur. (2017.) navode kako je misi¢ni sloj
prednjeg dijela jednjaka graden od popre¢no prugastih misi¢nih vlakana, a izvana je prekriven
adventicijom. U straznjem dijelu jednjaka epitel se snizava, a misi¢ni sloj graden je od glatkih
misi¢nih stanica te je izvana prekriven serozom. U riba koje posjeduju riblji mjehur u jednjak
se otvara ductus pneumaticus oko &ijeg se otvora nalazi sfinkter (FIJAN, 1963.; KOZARIC,
2001.; GENTEN i sur., 2009.).

2.3.1.2. Zeludac

Zeludac predstavlja prosireni dio probavne cijevi koji varira u stupnju razvoja ovisno o
vrsti ribe (FERGUSON, 2006.). Veli¢ina zeluca ovisi o prehrambenim navikama ribe
(KAPOOR i sur., 1975.; RAHMAN i sur., 2013). Takoder, zeludac moze biti razli¢ita oblika
(FIJAN, 1963.; HOLMGREN i NILSSON, 1999.; KOZARIC, 2001.; GENTEN i sur., 2009.;
WILSON i CASTRO, 2011.; EGERTON i sur., 2018.; OSTASZEWSKA i KAMASZEWSKI,
2019.). Na Slici 3 prikazani su samo neki od tipova zeluca u riba. Navedena literatura opisuje
oblikom ravan zeludac, Zeludac sifonskog oblika i cekalni Zeludac. Ravan Zeludac oblika je
slova ,,I“ te je najmanje zastupljen po ucestalosti. Ovakav tip zeluca nalazi se u Stuke
(GENTEN i sur., 2009.). Zeludac sifonskog oblika opisuje se kao onaj oblika slova ,,U* ili ,,J*
te je najcesci tip Zeluca u riba. Sastoji se od dva dijela. Cekalni tip Zeluca oblika je slova ,,Y*.
Sastoji se od dva dijela medusobno odvojena slijepom vre¢om. Upravo ta izduzena vrecasta
tvorba ovaj tip zeluca Cini prikladnim za skladiStenje vece koli¢ine hrane. Cekalni tip Zeluca
nalazi se u jegulje (FIJAN, 1963.). Neke ribe imaju i mlin koji im sluzi za dodatnu probavu
hrane (VAJHI i sur., 2013.; EGERTON i sur., 2018.).

Sluznica zeluca oblaze lumen i uzduzno je ili popre¢no naborana brojnim naborima
(plicae gastricae) koji omogucavaju rastezanje kada je Zeludac ispunjen hranom. Sluznica

zeluca se sastoji od pokrovnog epitela, lamine proprije i muskularis mukoze. Pokrovni epitel



utiskuje se u laminu propriju &ineéi Zelu¢ane jamice (foveola gastricae). Zeluane jamice su
plitke udubine koje Cine otvore Zelucanih zlijezda smjestenih izmedu vezivnog tkiva lamine
proprije (GENTEN i sur., 2009.). Nomenklatura dijelova Zeluca prema izgledu sluznice u riba
razlikuje se u odnosu na nomenklaturu u sisavaca. Terminologija je razlicita i ovisi od literature
do literature (KAPOOR i sur., 1975.; FANGE i GROVE, 1979.; KOZARIC, 2001.; WILSON
i CASTRO, 2011.; RAY i RING@, 2014). Zeludac je oblozen jednoslojnim
visokoprizmati¢nim epitelom. Apikalni dio epitelnih stanica ispunjen je mukoznim sekretom
¢ija svojstva variraju (ALLEN i FLEMSTROM, 2005.; CHATCHAVALVANICH i sur.,
2006.; BOCINA i sur., 2016.; MOKHTAR, 2017.). Lamina proprija je gradena od vezivnog
tkiva i zlijezda. Zelu¢ane Zlijezde riba gradi jedan tip stanice koje izlu¢uju i pepsin i
klorovodi¢nu kiselinu (engl. oxynticopeptic, oxyntopeptic cells) (BAKKE i sur., 2011.). Neki
autori u zelucu opisuju i nespecifiéne, mukozne Zzlijezde koje izlucuju sluz (WILSON i
CASTRO, 2011.; RAY i RING@ 2014.). Slojevi vezivnog tkiva zeluca odijeljeni su muskularis
mukozom koja je gradena od glatkih misi¢nih stanica. U podsluznici zeluca nalaze se elementi
krvozilnog i ziv€anog sustava. Misi¢ni sloj Zeluca sastoji se od unutrasnjeg kruznog i vanjskog
poduznog sloja glatkih miSi¢nih stanica. Piloricki sfinkter predstavlja zadebljanje unutras$njeg
misi¢nog sloja zavr$nog dijela Zzeluca (WILSON i CASTRO, 2011.). Vanjska povrsina Zeluca

prekrivena je serozom koja je gradena od mezotela i vezivnog tkiva.

Slika 3. Prikaz razli¢itih oblika Zeluca u riba: ravni zeluci (1 i 2), Zeludac sifonskog oblika (3) i cekalni
tipovi zeluca (4 i 5) (preuzeto iz BUDDINGTON i KUZ'MINA, 2000.).

2.3.1.3.  Pilori¢ki nastavci

Pilori¢ki nastavci su slijepi prstoliki izdanci koji dolaze u kostunjaca u kojih je razvijen
zeludac (SANO i sur., 2021.). U morskih vrsta riba opisani su primjerice u atlantskog lososa
(DENSTADLI i sur., 2004.; NGUYEN i sur., 2020.), bakalara (BUDDINGTON i DIAMOND,
1987.), lastavice balavice (BASTIANCIC i sur., 2023.), kokoti¢a ostruljiéa (KOZARIC i sur.,



2011.), tune (SANO i sur., 2021.) i nekih drugih vrsta (WILSON i CASTRO, 2011.). Piloricki
nastavci nalaze se u podrudju straznjeg dijela Zeluca (pilorusa), a razvijaju se iz prednjeg dijela
crijeva (RAY i RING@, 2014.). Njihovi izvodni kanali otvaraju se u prednji dio crijeva
(KOZARIC, 2001.). Broj pilori¢kih nastavaka varira u razli¢itih vrsta riba (BUDDINGTON i
DIAMOND, 1987.). Osim varijacije u njihovom broju znac¢ajne razlike uo¢avaju se i u strukturi
izvodnog kanala (RING@ i sur., 2003.; RAY i RING@, 2014.). U nekih riba sekret se prvo
ulijeva u zajednicki dio pa u straznji dio zeluca ili u crijevo, dok se u drugih svaki piloricki
nastavak zasebno ulazi u zeludac ili crijevo. Histoloski, piloricki nastavci gradeni su sli¢no kao
i crijevo. Njihova funkcija ocituje se u probavi nutrijenata i apsorpciji hranjivih tvari
(BUDDINGTON i DIAMOND, 1987.; DENSTADLI i sur., 2004.; EGERTON i sur., 2018.;
NGUYEN i sur., 2020.; SANO i sur., 2021.).

2.3.1.4. Crijevo

Crijevo predstavlja najduzi dio probavne cijevi. Neki ga autori dijele na prednji i
straznji dio (HOLMGREN i NILSSON, 1999.; OSTASZEWSKA i KAMASZEWSKI, 2019.).
Prednji dio ekvivalentan je tankom crijevu u sisavaca, a straznji debelom crijevu. Povezanost
duzine crijeva s prehranom riba istrazili su brojni autori (NIKOLSKY, 1963.; HARDER,
1975.; RIBBLE i SMITH, 1983.; KRAMER i BRYANT, 1995.; HORN, 1998.; RING@ i sur.,
2003.; HELFMAN i sur., 2009.; WAGNER i sur., 2009.; KOZARIC i sur., 2011.; RAY i
RINGd, 2014.; AKIN i sur., 2016.; MOKHTAR, 2017.). U crijevu hrskavi¢njaca nalazi se
spiralni nabor (zalistak, pregrada, spirala) koji povec¢ava njegovu povrsinu za dodir s hranom
(HOLMGREN i NILSSON, 1999.; KOZARIC, 2001.; LEIGH i sur., 2017.). Upravo radi
karakteristicna izgleda taj se dio crijeva Cesto naziva spiralno crijevo (Slika 4). Crijevo
kostunjaca varijabilna je oblika. U nekih vrsta ima izgled ravne cijevi, dok u drugih tvori brojne
zavoje unutar tjelesne Supljine (Slika 5).

Sluznica crijeva oblaze lumen. Tvori kruzne nabore (plicae circulares) koji se sastoje
od sluznice i podsluznice. Izdanci pokrovnog epitela i lamine proprije, crijevne resice (villi
intestinales) prema nekim autorima izostaju (REIFEL i TRAVILL, 1979.; GENTEN i sur.,
2009.), dok ih drugi opisuju (VIEIRA-LOPES i sur., 2013.; VERDILE i sur., 2020.; JOHNSON
i CLEMENTS, 2022.). BOCINA i sur. (2016.) tvrde da su nabori ekvivalentni resicama.

Crijevo oblaze jednoslojni visokoprizmati¢ni epitel s mikrovilima na slobodnoj

povrsini. Ispod pokrovnog epitela nalazi se vezivno tkivo. Stijenku crijeva riba opisali su brojni
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autori (HOLMGREN i NILSSON, 1999.; FIAN, 1963.; KOZARIC, 2001.;
CHATCHAVALVANICH i sur., 2006.; LEIGH i sur., 2017; OSTASZEWSKA i
KAMASZEWSKI, 2019.). Osim u nekoliko izuzetaka u lamini propriji crijeva riba nisu
razvijene crijevne zlijezde (HELFMAN i sur., 2009.).

Slika 4. Prikaz razli¢itih oblika nabora u spiralnom crijevu hrskavi¢njaca (preuzeto iz HOLMGREN i
NILSSON, 1999.).

Slika 5. Prikaz razli¢itih pojavnosti crijeva u riba (preuzeto iz BUDDINGTON i KUZ'MINA, 2000.).
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2.3.1.5. Rektum

Rektum zavrsava analnim otvorom ili kloakom. Makroskopski, razlika rektuma spram
crijeva ocCituje se u promjeni promjera lumena. Mikroskopski, razlika se o¢ituje u debljini
stijenke (kao posljedica zadebljanja miSi¢nog sloja), visini resica i broju vrcastih stanica
(MOKHTAR, 2017.). U nekih hrskavi¢njaca, osim smanjenja promjera lumena i zadebljanja
misi¢nog sloja, uocljiv je prelazak jednoslojnog visokoprizmaticnog epitela u mnogoslojni
(HOLMGREN i NILSSON, 1999.).

2.4, Metabolizam u riba

Za razumijevanje fiziologije probavnog sustava riba nuzno je poznavanje metabolizma
1 probave. Probava je osnova metabolizma. Razgradnja i apsorpcija hranjivih tvari odreduje
njihovu dostupnost za sve bioloske procese u riba (SOLOVYEV i GISBERT, 2016.). Stupanj
probave ovisi 0 dostupnosti enzima. Enzimska aktivnost ovisi 0 vrsti ribe te 0 biotickim
(veli¢ina, dob, podrijetlo) i abiotickim (temperatura, prehrana) ¢imbenicima (HOFER, 1979.;
HANI i sur., 2018.). Procjena prisutnosti i aktivnosti probavnih enzima moze biti pokazatelj
brzine razvoja riba i mogucénosti probave hranjivih tvari. U skladu s tim, enzimska aktivnost
korisna je komponenta prilikom predvidanja stope prezivljavanja, brzine rasta i procjene
adekvatnosti prehrane (GISBERT i sur., 2013.). Osim razumijevanja fiziologije probavnog
sustava poznavanje enzimske aktivnosti omogucuje rjeSavanje problema povezanih s
hranidbom, a koji bi mogli imati utjecaj na zdavlje riba (FACCIOLI i sur., 2016.). S obzirom
na postoje mesozderne, biljozderne i svezderne ribe. U riba koje se hrane rakovima hitin
predstavlja vrlo bitan izvor energije (do 20 %) (CLEMENTS i RAUBENHEIMER, 2006.).

Slabija sposobnost mnogih vrsta riba da iskoriste ugljikohidrate iz hrane moZe povecati
potrebu za bjelancevinama iznad one u sisavaca (BOWEN, 1987.). Ribe u rastu trebaju izmedu
35 % 1 55 % bjelancevina u prehrani za adekvatan rast (TACON i COWEY, 1985.).
Iskoristivost bjelanCevina U negativnoj je korelaciji s njihovom koli¢inom u hrani
(BALLANTYNE, 2014.). Prema tome, mesozderne ribe manje iskoristavaju bjelancevine iz
hrane od biljozdernih riba (Slika 6). Kapacitet za apsorpciju aminokiselina u usporedbi s
glukozom veci je u mesozdernih riba, a najnizi je u biljozdernih riba (BUDDINGTON i sur.,
1987.).
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Slika 6. Veza izmedu udjela bjelancevina u hrani i njihove iskoristivosti u biljozdernih i mesozdernih
riba (prilagodeno prema BALLANTYNE, 2014.).

2.5. Probava u riba

Probavni sustav ukljucen je u proces probave nizom aktivnosti koje se mogu svesti na
mehanicke, kemijske, sekretorne i mikrobioloske (FIJAN, 1963.). Mehanicke aktivnosti
probavnog sustava uklju¢uju uzimanje i obradu hrane unutar usne Supljine, gutanje, kao i
pokrete zeluca i crijeva. Kemijske aktivnosti ukljucuju Iucenje i djelovanje probavnih enzima.
Sekretorne aktivnosti ukljucuju lu¢enje probavnih zlijezda i mukoznih Zlijezda. Mikrobioloske
aktivnosti odnose se na mikrofloru i bakterije koje pomazu procesu probave te imaju znacajnu

ulogu u pojedinih vrsta riba.

2.5.1. Izvanstanicna i stani¢na probava

Probava, prema mjestu djelovanja enzima, moze biti izvanstanicna i stani¢na
(UGOLEV, 1965). Izvanstani¢nu probavu karakterizira razgradnja putem enzima Koji su
izluceni iz stanica, a djeluju izvan (dalje od) njih. Enzimi koji sudjeluju u toj tzv. luminalnoj
fazi kemijske probave podrijetlom su iz stijenke Zeluca ili iz gusterace (SJAASTAD i sur.,
2017.). Stani¢nu probavu obiljezava razgradnja putem enzima povezanih sa stani¢nim
strukturama. Ona se moze podijeliti na unutarstani¢nu i membransku probavu. Unutarstani¢na

probava dalje se dijeli na unutarstani¢nu probavu u vakuolama, u citoplazmi, unutar specifi¢nih
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granula i probavu na unutrasnjoj povrsini stani¢ne membrane. Membranska se probava odvija
na vanjskoj povrsini stani¢ne membrane dok se submembranska probava odvija s njezine
unutarnje strane. Ako je enzimska aktivnost zabiljezena unutar citoplazme stanice, za
pretpostaviti je da se radi o stani¢noj probavi, iako treba u obzir uzeti nekoliko ¢injenica, poput
mjesta sinteze enzima i vremena inkubacije u koriStenom protokolu. Na primjer, enzimi se
mogu sintetizirati u stanici, a djelovati izvan nje, kao $to je to slucaj s invertazom u zelu¢anim
zlijezdama (DAHLQVIST i BRUN, 1962.). U stani¢noj probavi, 0Sim enzima, vazna je i uloga
mikrovila i nabora. S obzirom na to da je udaljenost izmedu susjednih mikrovila mala, prolaz
vec¢ih molekula kroz njihove pore nije mogué. Upravo zbog toga pocetna hidroliza odvija se
izvan stanice. Nakon $to se molekule razgrade na manje komponente, prolaze kroz pore i
aktivnim ili pasivnim transportom ulaze u stanicu, gdje se dalje odvija stani¢na probava. Na
intenzitet stani¢ne probave utjecu brojni ¢imbenici, ukljucujuéi pokretljivost probavnog

sustava, veli¢inu pora izmedu mikrovila, razvijenost i sastav enzimskog sloja.

2.5.1.1. Probava ugljikohidrata

2.5.1.1.1. Hidroliza polisaharida i oligosaharida

Stani¢na membrana nije propusna za ugljikohidrate ve¢e molekularne mase i sloZenije
strukture. Hidroliza takvih molekula odvija se kombinacijom izvanstani¢ne i stani¢ne probave.
Cinjenica da ove molekule vrlo brzo napustaju crijevni lumen, odnosno da je njihova koli¢ina
niska u sadrzaju, a visoka u crijevnoj sluznici, upucuje na znacajnu ulogu stani¢ne probave
(UGOLEV, 1965). Probava ugljikohidrata u riba zapoc¢inje u prednjem dijelu crijeva pod
djelovanjem a-amilaze iz sekreta guSterace (KROGDAHL i sur., 2005.). Aktivnost ovog
enzima visa je u biljozdernih nego u svezdernih i mesozdernih riba. Pod djelovanjem a-amilaze
skrob i1 glikogen razgraduju se na krace oligosaharide poput maltoze, laktoze, saharoze i
trehaloze (BALLANTYNE, 2014.). Daljnja probava ovih oligosaharida odvija se uz pomo¢
disaharidaza. Glavni enzimi koji sudjeluju u stani¢noj probavi su: maltaza, laktaza, saharaza i
trehalaza. Maltaza razlaze maltozu na dvije molekule glukoze. Laktaza razlaze laktozu u
glukozu i galaktozu. Saharaza razlaze saharozu u glukozu i fruktozu. Trehalaza je enzim koji
razlaze trehalozu na dvije molekule glukoze. Biljozderne ribe vrlo dobro iskoriStavaju
ugljikohidrate iz hrane pa su navedeni enzimi u njih prisutni u ve¢im koncentracijama
(BALLANTYNE, 2014.). KROGDAHL i sur. (2005.) tvrde da je u mesozdernih riba hitin
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podrijetlom iz ljuStura rakova i kutikule mnogocetinaSa i mekuSaca najce$ée zastupljeni
ugljikohidrat u hrani. Isti autori navode kako se osim navedenim enzimima razgradnja

ugljikohidrata dodatno odvija i uz pomo¢ mikroflore crijeva.

2.5.1.1.2. Apsorpcija monosaharida

Apsorpcija ugljikohidrata intenzivnija je u prednjem dijelu crijeva dok se prema
straznjim dijelovima smanjuje (KROGDAHL i sur., 2005.). Glukoza i galaktoza prolaze kroz
Cetkastu prevlaku i ulaze u epitelne stanice putem aktivnog transporta (BALLANTYNE,
2014.). Prijenos ovih monosaharida ovisan je o natriju. Aktivnim prijenosom natrijevih iona
kroz bazolateralne dijelove epitelnih stanica dolazi do smanjenja koncentracije natrija unutar
stanice. Natrij iz crijevnog lumena veze se za prijenosnu bjelanéevinu te kroz ¢etkastu prevlaku
ulazi u epitelne stanice sekundarnim aktivnim prijenosom (GUYTON i HALL, 2017.).
Energija koja se oslobada tijekom prijenosa dva iona natrija u stanicu Kkoristi se za prijenos
glukoze ili galaktoze protiv koncentracijskog gradijenta. Membranske masti morskih riba u
svom sastavu imaju viSe nezasi¢enih masnih kiselina koje povecavaju fluidnost membrane,
omogucujuci i dodatne mehanizme unosa glukoze koji nisu ovisni o natriju (FERRARIS i
DIAMOND, 1997). Nakon ulaska u stanicu monosaharidi napustaju epitelne stanice prolaskom
kroz bazolateralnu membranu olakSanom 1 jednostavnom difuzijom te ulaze u kapilare u

sluznici odakle se prenose u krvotok. Fruktoza se u epitelne stanice prenosi olakSanom

difuzijom neovisno o natriju (FERRARIS i DIAMOND, 1997).

2.5.1.2.  Probava bjelanc¢evina

2.5.1.2.1. Hidroliza bjelancevina, polipeptida i oligopeptida

Stani¢na membrana nije propusna za bjelancevine i polipeptide. Hidroliza takvih ve¢ih
molekula odvija se prvo putem izvanstani¢ne, a zatim stani¢ne probave. Kisela pH-vrijednost
zeluca utjece na denaturaciju proteina te olakSava djelovanje pepsina (BAKKE i sur., 2011.).
Stoga, iako probava bjelancevina zapocinje u Zzelucu djelovanjem pepsina, velik dio
bjelancevina razgraduje se u crijevu pod djelovanjem proteinaza podrijetlom iz gusterace.

Proteinaze iz gusterace su proenzimi koji ukljucuju tripsin, kimotripsin, karboksipeptidaze A i
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B te elastazu. Cetkasta prevlaka crijeva sadrzi enteropeptidazu koja katalizira pretvorbu
tripsinogena u tripsin koji potom autokatalizira promjenu ostalih proenzima u njihove aktivne
oblike. Aktivna mjesta na integralnim membranskim bjelan¢evinama cetkaste prevlake
okrenuta su prema lumenu crijeva, gdje se nalaze peptidaze. Peptidaze su enzimi koji
razgraduju peptide nastale pod djelovanjem proteinaza iz gusterace na aminokiseline i manje
peptide. Aminopeptidaza razlaze aminokiseline s N-kraja peptida. Dipeptidaza razlaze
dipeptide na aminokiseline. Dipeptidil-aminopeptidaza razlaze dipeptid s N-kraja peptida. U
citosolu enterocita nalaze se peptidaze specificne za preostale veze izmedu aminokiselina
(GUYTON i HALL, 2017.). Unato¢ svemu, neke bjelanéevine i peptidi ostaju nerazgradeni i

dolaze u nepromijenjenom obliku u straznje dijelove crijeva (BAKKE i sur., 2011.).

2.5.1.2.2. Apsorpcija manjih peptida i aminokiselina

Apsorpcija peptida i aminokiselina odvija se na nekoliko nacina. Dipeptidi, tripeptidi i
manji broj slobodnih aminokiselina prenose se iz Cetkaste prevlake u citosol stanice putem
prijenosnih bjelancevina u kotransportu s natrijem. Manji broj aminokiselina prenosi se u
enterocite putem specificnih membranskih aminokiselinskih prijenosnih bjelancevina
(BAKKE i sur., 2011.). Nakon hidrolize unutar stanica prijenos aminokiselina kroz
bazolateralnu membranu enterocita u krvotok odvija se uz pomo¢ prijenosnih sustava ovisnih
i neovisnih o natriju (BALLANTYNE, 2014.).

2.5.1.3. Probava i apsorpcija masti

2.5.1.3.1. Hidroliza estera masnih kiselina

Masti su u riba vazan izvor energije. U Zelucu se masti djelomi¢no odvajaju u uljnu
fazu i u tom dijelu probavnog sustava duze se zadrzavaju. Ograni¢avajuci faktor za stvaranje
emulzija je pH-vrijednost zeluca. U nekih vrsta riba, osim lipaza podrijetlom iz gusterace, u
probavi masti sudjeluju i lipaze podrijetlom iz zeluca i crijeva (BALLANTYNE, 2014,
SJAASTAD isur., 2017.). Lipaze su u riba manje specifi¢ne nego u sisavaca (BALLANTYNE,
2014.). Unato¢ tome, sekret gusteraCe sadrzi glavne lipoliticke enzime za probavu masti. S

obzirom na to da su probavni enzimi topivi u vodi, dostupne su im samo masti na povrsini
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masnih kapljica. Emulgacijom se viSestruko povecava povrsina djelovanja enzima. U crijevu
se masne kapljice emulgiraju putem zu¢nih kiselina te nastaju micele. Micele su nakupine
sastavljene od 20 do 30 molekula koje mogu difundirati kroz pore izmedu mikrovila. Kao
rezultat njihovog djelovanja iz triacilglicerola nastaju masne kiseline i glicerol koji su odmah
dostupni za apsorpciju (BALLANTYNE, 2014.).

2.5.1.3.2. Apsorpcija micela i slobodnih masnih kiselina

Produkti probave — mast, masne kiseline i glicerol — difuzijom prolaze kroz ¢etkastu
prevlaku i ulaze u enterocite. Unutar enterocita transportiraju se u glatku endoplazmatsku
mrezicu gdje se ponovno esterificiraju, 0dnosno ponovno spajaju u triacilglicerole.
Triacilgliceroli se pakiraju u hilomikrone, a oni se dalje pakiraju u vezikule u Golgijevom
kompleksu. Vezikule hilomikrona napustaju enterocite putem egzocitoze kroz bazolateralne
medustani¢ne prostore (BAKKE i sur., 2011.).

2.5.1.4. Hidroliza estera fosforne kiseline

Hidroliza fosfatnih spojeva, odnosno estera fosforne kiseline, predstavlja vazan korak
u probavnom procesu. Ovaj proces odvija se pod djelovanjem stani¢ne probave, pri ¢emu
ukljuceni enzimi obuhvacaju alkalnu fosfatazu, kiselu fosfatazu, fruktazu i difosfatazu.
Povezanost alkalne i kisele fosfataze s ovim probavnim procesom proizlazi iz njihove
sposobnosti da hidroliziraju fosfatne skupine iz fosfolipida i nukleinskih kiselina (UGOLEV,
1965).

2.6. Enzimi u probavnom sustavu riba

U organizmu postoje dvije vrste reakcija: nekatalizirane i katalizirane (STRAUS,
2009.). U nekataliziranim reakcijama brzina nastajanja produkta je sporija zbog ograni¢enog
broja reaktantskih molekula koje postizu potrebnu energiju aktivacije. Energija aktivacije moze
se optimizirati razli¢itim ¢imbenicima koji utjeu na brzinu enzimske reakcije. S obzirom na
to kako je vecina fizioloskih stanja organizma stalna, oscilacije su niske i javlja se potreba za

kataliziranim reakcijama. Enzimi su bjelancevine koje Kkataliziraju kemijske reakcije
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smanjuju¢i energiju aktivacije. Sintetiziraju se na poliribosomima gdje preko signalne
sekvence vezu na sebe kompleks Cestica za prepoznavanje signala (SRP, engl. signal
recognition particle) (MESCHER, 2018.). Kompleks poliribosom — SRP veze se na prihvatni
protein na membrani hrapave endoplazmatske mrezice. SRP se potom odvaja od poliribosoma,
a signalna se sekvenca uklanja pomocu signalnih peptidaza. Unutar hrapave endoplazmatske
mrezice dolazi do daljnjih strukturalnih i posttranslacijskin izmjena na bjelan¢evinama.
Prijenosnim mjehuri¢cima bjelancevine se prenose do cis-strane (oblikujuce, konveksne)
Golgijeva kompleksa te ulaze u njegovu unutra$njost. Daljnje modifikacije nastavljaju se dok
bjelancevine putuju prijenosnim mjehuri¢ima do trans-strane (zoridbene, konkavne), gdje se
pakiraju i izlaze u citosol kao sekretna zrnca, lizosomi ili bjelanéevine namijenjene za
ugradivanje u membrane (MESCHER, 2018.).

Enzimi se, prema mjestu djelovanja, mogu podijeliti na stani¢ne i sekrecijske enzime
(STRAUS, 2009.). Staniéni enzimi djeluju u stanicama dok sekrecijski enzimi djeluju u
probavnom traktu (npr. lipaza, pepsin, tripsin) ili u krvnoj plazmi (npr. koagulacijski faktori).

U probavnom sustavu riba enzimi su klju¢ni za razgradnju hranjivih tvari. Odredivanje
enzimske aktivnosti vazno je U razumijevanju fizioloskih procesa probave, $to pridonosi
boljem razumijevanju metabolizma riba (FACCIOLI i sur., 2016.; HANI i sur., 2018.).
Prisutnost odgovaraju¢ih enzima i njihova koli¢ina u odredenim dijelovima i slojevima
probavne cijevi takoder utje¢u na probavu hranjivih tvari (KOZARIC i sur., 2011.; KUZIR i
sur., 2012.).

Raspodjela enzimske aktivnosti ovisi 0 prehrambenim navikama i anatomskim
karakteristikama probavne cijevi (KOLKOVSKI, 2001.; GAWLICKA i sur., 2002.; KUZIR i
sur., 2012.). S enzimima jednostani¢ne mukozne Zlijezde takoder sudjeluju u procesu probave
i apsorpcije hranjivih tvari. Osim toga Zlijezde obavljaju i obrambenu funkciju u probavnom
sustavu (SUN i sur., 2019.). Enzime u probavnom sustavu riba opisali su brojni autori
(KOZARIC i sur., 2004.; KOZARIC i sur., 2011.; KUZIR i sur., 2012.; FACCIOLI i sur.,
2016.; HANI i sur., 2018.; WANG i sur., 2018.; LALLES, 2019.; SUN i sur., 2019.;
BASTIANCIC i sur., 2023.). Ova istraZivanja pruzaju vazne uvide u probavne procese i
metabolizam riba.

Prema enzimskoj klasifikaciji, enzimi se mogu podijeliti u Sest glavnih rodova:
oksidoreduktaze, transferaze, hidrolaze, liaze, izomeraze te ligaze (sintetaze) (STRAUS,
2009.). Oksidoreduktaze kataliziraju reakcije oksidacija i redukcija. Transferaze su enzimi koji

kataliziraju prijenos funkcionalne skupine s jedne molekule na drugu. Hidrolaze (hidroliti¢ki
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enzimi) kataliziraju hidroliticko cijepanje supstrata pri ¢emu se vodikov ion (atom) iz vode
veze na jedan, a hidroksilna skupina na drugi produkt cijepanja. Dijele se prema tipu supstrata
koji razlazu (STRAUS, 2009.). Liaze Kataliziraju cijepanje molekula metodama koje ne
ukljucuju hidrolizu ili oksidaciju. Izomeraze mijenjaju strukturni raspored molekula, a ligaze
kataliziraju reakciju spajanja dviju molekula uz istovremenu hidrolizu pirofosfatne veze u

adenozin-trifosfatu ili drugom sli¢nom nukleotidu.

2.6.1. Fosfataze

Fosfataze su hidrolaze koji kataliziraju hidrolizu monoestera fosforne Kkiseline
(ortofosfata). S obzirom na afinitet prema esterskoj vezi fosfataze pokazuju relativno nisku
specifi¢nost. Zbog te karakteristike neki autori ih Kklasificiraju u podskupine esteraza
(SHEEHAN i HRAPCHAK, 1980.). Naj¢esce proucavani enzimi ove skupine u probavnom
sustavu riba su: alkalna fosfataza i kisela fosfataza.

2.6.1.1. Alkalna fosfataza (E. C. 3.1.3.1.)

Alkalna fosfataza obuhvaca skupinu enzima u multimolekularnim oblicima koji
kataliziraju hidrolizu monoestera fosforne kiseline pri luznatoj pH-vrijednosti. Optimum
djelovanja enzima je u rasponu pH-vrijednosti od 9,0 do 10,5 (LOJDA i sur., 1979.; STRAUS,
2009.; KIERNAN 2015.). Nakon sinteze enzima na poliribosomima slijedi polimerizacija te se
ugradnjom cinka stvara aktivna enzimska molekula koja odlazi prema mjestima u stanici gdje
se odvija aktivan prijenos tvari (prema stani¢noj membrani). S obzirom na tu lokaciju za
ocekivati je povecana koli¢ina enzima na mjestima u organizmu s intenzivnim metabolizmom.
Primjerice, aktivnost alkalne fosfataze opisana je u Cetkastoj prevlaci enterocita i proksimalnih
tubula bubrega, u stereocilijama sjemenovoda, membrani hepatocita, endotelu arteriola,
arterijskom dijelu kapilara, endoplazmatskoj mrezici, Golgijevom kompleksu, pinocitotskim
mjehuri¢éima 1 lizosomima enterocita, granulama neutrofila te u stanicnoj membrani i
pinocitotskim mjehuri¢ima glatkih miSiénih stanica (LOJDA 1 sur., 1979.).

U probavnom sustavu riba alkalna fosfataza ima ulogu u probavi i apsorpciji nutrijenata
(LOKKA 1 sur.,, 2013.). Enzimska aktivnost ocituje se hidrolizom molekule fosfora s
ugljikohidrata, masti i bjelancevina pri luznatoj pH-vrijednosti (OSTASZEWSKA i
KAMASZEWSKI 2019.). Stoga, enzim ima ulogu u probavi navedenih hranjivih tvari (KUZIR
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i sur., 2012.; WANG i sur., 2018.; LALLES, 2019.). Osim u probavi alkalna fosfataza u
probavnom sustavu ima ulogu i u kontroli metabolizma kalcija, fosfora i masnih kiselina
(LALLES, 2019.). Nadalje, enzim ima ulogu barijere u probavnom sustavu koju ostvaruje
sudjelovanjem u regulaciji pH-vrijednosti enterocita, kontroli nepropusnih spojeva,
detoksikaciji upalnih mikrobnih komponenti i moduliranju crijevne mikroflore. Alkalna
fosfataza sudjeluje u regulaciji pH-vrijednosti luminalne povrsine sekrecijom bikarbonatnih
iona, odrzavajuéi vrijednosti u neutralnom do alkalnom opsegu (LALLES, 2010). U riba
aktivnost alkalne fosfataze povezana je i s defosforilacijom bakterijskih lipopolisaharida, ¢ime
utjee na zastitu od njihove toksi¢nosti te djeluje preventivno na nastanak cijevne upale
(BATES i sur., 2006.; BATES i sur., 2007.). Crijevna alkalna fosfataza pronadena je na
apikalnom dijelu membrane enterocita i vrcastih stanica (VILLANUEVA i sur., 1997.; BATES
i sur., 2006.; BATES i sur., 2007; WU i sur., 2017; LALLES, 2019.). Upravo radi toga mnogi
autori opisuju je u ¢etkastoj prevlaci epitelnih stanica (KOZARIC i sur., 2004.; KOZARIC i
sur., 2011.; KUZIR i sur., 2012.; FACCIOLI i sur., 2016.; WANG i sur., 2018.; SUN i sur.,
2019.; BASTIANCIC i sur., 2023.). Brojni autori usporedili su intenzitet enzimske aktivnosti
alkalne fosfataze u crijevu razlicitih vrsta riba (REFSTIE i sur., 2006.; WU i sur., 2009.; LIU i
sur., 2011.; TAN i sur., 2011.; YUAN i sur., 2014.; ZHAO i sur., 2015.; LI i sur., 2015,;
HABTE-TSION i sur., 2015.; JIANG i sur., 2016.; XIAO i sur., 2017.; WEI i sur., 2018.).

2.6.1.2. Kisela fosfataza (E. C. 3.1.3.2.)

Kisela fosfataza obuhvaca skupinu enzima koji kataliziraju hidrolizu monoestera
fosforne kiseline pri kiseloj pH-vrijednosti. Optimum djelovanja enzima je u rasponu pH-
vrijednosti od 4,0 do 6,0 (LOJDA i sur., 1979.; SHEEHAN i HRAPCHAK, 1980.; STRAUS,
2009.; KIERNAN, 2015.). Nakon pinocitoze i apsorpcije nutrijenata stani¢na se probava odvija
pod djelovanjem lizosomalnih enzima. Kisela fosfataza se, nakon procesa sinteze,
polimerizacije i pakiranja, primarno distribuira u lizosome. Unutar lizosoma ovaj enzim s
nekoliko drugih enzima katalizira hidrolizu estera i amida. Osim u lizosomima enzim se moze
pronadi i u endoplazmatskoj mrezici i citosolu. Takva, ekstralizosomalna kisela fosfataza
pokazuje razli¢iti afinitet prema supstratima i osjetljivosti na inhibitore u odnosu na
lizosomalnu kiselu fosfatazu. Osim u crijevima visoka aktivnost ovog enzima zabiljeZena je i

u slezeni, bubrezima i jetri (LOJDA i sur., 1979.).
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Kisela fosfataza u riba je povezana s pinocitozom te time pridonosi metaboli¢kim
procesima unutar stanice. Takoder, ovaj enzim sudjeluje u razgradnji bjelanéevina (KOZARIC
i sur., 2004.; KUZIR i sur., 2012.; OSTASZEWSKA i KAMASZEWSKI, 2019.). Kisela
fosfataza je povezana s procesom obnove stanica u povrSinskom sloju epitela (HOPWOQOD i

sur., 1978.) te sa sekretornim procesima u Zelu¢anim Zlijezdama (KOZARIC i sur., 2004.).

2.6.2. Hidrolaze karboksilnih estera

Hidrolaze karboksilnih estera kataliziraju reakciju hidrolize estera u kojoj nastaje
karboksilna kiselina i alkohol. Ovi enzimi pokazuju reverzibilnost u svojoj reakciji, §to znaci
da imaju sposobnost sintetiziranja estera iz prethodno nastalih produkata. Zbog razli¢itih
kiselina ili alkohola prisutnih u esterima koje hidroliziraju ovi enzimi se dalje klasificiraju u
nekoliko podskupina. lIpak, klasifikacija ovih enzima je slozena zbog preklapanja u
specifi¢nosti prema supstratu, kao i brojnih varijacija u kinetici i osjetljivosti na inhibitore

unutar ove enzimske skupine.

2.6.2.1.  Nespecifi¢na esteraza (E. C. 3.1.1.)

Enzimi koji pripadaju skupini nespecifi¢nih esteraza ukljucuju karboksiesteraze (E.C.
3.1.1.1), arilesteraze (E.C. 3.1.1.2.) i acetilesteraze (E.C. 3.1.1.6.) (LOJDA i sur., 1979,
KIERNAN, 2015.). Karboksiesteraze hidroliziraju aromatske estere dok arilesteraze mogu
hidrolizirati alifatske i aromatske estere nizih masnih kiselina. Acetilesteraze hidroliziraju
estere octene kiseline. Optimum djelovanja enzima je u pH-vrijednosti od 5 do 8. Osim u
crijevima nespecifi¢na esteraza nalazi se i u drugim tkivima, na primjer u Zelucu, jetri i
bubrezima. Produkti metabolizma masnih kiselina apsorbiraju se te se u endoplazmatskoj
mrezici formiraju trigliceridi, koji se pakiraju u Golgijevom kompleksu i prenose
hilomikronima do limfnih kapilara. S obzirom na to enzim se u stanici nalazi u
endoplazmatskoj mrezici, lizosomima te moguée u mitohondrijima i citosolu citoplazme
(DEIMLING i BOCKING, 1976.; LOJDA i sur., 1979.). Enzim sudjeluje u probavi glicerida i
nizih masnih kiselina. Nakon emulgacije masti njihova se povrSina dostupna za djelovanje
enzima povecava, §to Cesto rezultira povecanjem aktivnosti ovog enzima u probavnoj cijevi

nakon ulijevanja enzima gusterade (BASTIANCIC i sur., 2023.).
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2.6.3. Proteoliti¢ki enzimi

Proteoliticki enzimi ili peptidaze kataliziraju hidrolizu peptidnih veza izmedu
aminokiselina u bjelanc¢evinama 1 polipeptidima. Ovi enzimi mogu biti klasificirani kao
endopeptidaze ili egzopeptidaze, ovisno 0 mjestu na peptidnoj molekuli gdje djeluju (LOJDA
i sur., 1979.; BALLANTYNE, 2014.). Endopeptidaze hidroliziraju peptidne veze unutar
molekule supstrata. Obi¢no se izlu¢uju u neaktivnoj formi i djeluju na manje peptide pri kiseloj
pH-vrijednosti. Endopeptidaze ukljucuju enzime poput pepsina, tripsina, kimotripsina, elastaze
i enteropeptidaze. S obzirom na mehanizam katalize endopeptidaze se mogu podijeliti na:
aspartatne, glutamatne, cisteinske, metaloendopeptidaze, serinske i treoninske peptidaze.
Egzopeptidaze hidroliziraju terminalne aminokiseline ili dipeptide, $to omogucuje njihovu
apsorpciju. Ukljucuju enzime poput leucin-aminopeptidaze, dipeptidaze, tripeptidaze,
karboksipeptidaze i peptidil-dipeptidaze. Pritom se razlikuju oni koji hidroliziraju samo prvu
peptidnu vezu od onih koje otkidaju dipeptide ili tripeptide s polipeptidnog lanca
(SANDERINK i sur., 1988.; SANZ, 2007.). Egzopeptidaze koje hidroliziraju samo prvu
peptidnu vezu su: aminopeptidaze 1 karboksipeptidaze. Aminopeptidaze otkidaju
aminokiseline s N-kraja peptidnog lanca dok s C-kraja aminokiseline otkidaju

karboksipeptidaze.

2.6.3.1. Aminopeptidaze (E. C. 3.4.11.)

Aminopeptidaze su egzopeptidaze koje hidroliziraju peptidne veze na N-kraju
peptidnog ili proteinskog supstrata. Klasificiraju se na temelju razli¢itih karakteristika, poput
afiniteta za supstrat, katalitickg mehanizma i molekularne strukture (GONZALES i ROBERT-
BAUDOUY, 1996.; RAWLINGS i SALVESEN, 2004.; SANZ, 2008.). Aminopeptidaze se
razlikuju prema afinitetu za supstrat. Neke su Sirokog spektra (poput leucin- ili leucil-
aminopeptidaze i membranske alanil-aminopeptidaze) dok su druge usko specifi¢ne. Vecina
aminopeptidaza su metaloenzimi, $to znaci da njihov mehanizam katalize zahtjeva prisutnost
aktivatora u obliku metala. Djeluju u relativno sirokoj pH-vrijednosti od 6 do 9. Peptidaze koje
u aktivnom mjestu imaju metalne ione nazivaju se metalopeptidazama. Za njihovu aktivnost
potreban je metalni ion.

Unutar stanice aminopeptidaze se nalaze u citoplazmi i stani¢noj membrani (LOJDA i
sur., 1979.; TAYLOR, 1993.; WU i sur., 2008.), ali i u lizosomima (SANZ, 2007.). Osim u
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crijevima i bubrezima aminopeptidaze nalaze se i u drugim tkivima, na primjer u misi¢ima,
kozi, jetri, plu¢ima, bubrezima te u slezeni (LOJDA i sur., 1979.; SHEEHAN i HRAPCHAK,
1980.; SANDERINK i sur., 1988.). U crijevu se enzim uglavnom nalazi u ¢etkastoj prevlaci
enterocita (KUROKAWA i SUZUKI, 1998.; TENGJAROENKUL i sur., 2000.; KOZARIC i
sur., 2011.; KUZIR i sur., 2012.; BASTIANCIC i sur., 2023.).

Uloge aminopeptidaza povezuju se sa sintezom i razgradnjom peptida i bjelanéevina.
Osim u razgradnji bjelancevina aminopeptidaze su ukljucene u ostale fizioloske procese, poput
regulacije stani¢nog ciklusa i krvnog tlaka te moduliranju imunosnog odgovora. U riba se
smatra da aminopeptidaza takoder ima vaznu ulogu u procesu misi¢ne autolize, gdje nakon
djelovanja razli¢itih endopeptidaza, aminopeptidaza nastavlja razlaganje oligopeptida na
slobodne aminokiseline (CHEN i sur., 2012.).

2.6.3.1.1. Leucin aminopeptidaza (E. C. 3.4.11.1.)

Leucin- ili leucil-aminopeptidaza je metalopeptidaza koja otkida L-aminokiselinske
ostatke s peptida ili bjelanéevina. Sirokog je raspona djelovanja, §to znaci da uz tendencije za
otkidanje leucina moze otkidati i druge aminokiseline (SANZ, 2007.) Leucin-aminopeptidaza
ukljucena je u hidrolizu peptida te se smatra da ima ulogu u metabolizmu glutationa i razgradnji
glutation-S-konjugata (JOSCH i sur., 2003.; CAPPIELLO i sur., 2004.). Distribuciju i
intenzitet aminopeptidaze u probavnom sustavu riba porodice Triglidae istrazilo je nekoliko
autora (KOZARIC i sur., 2011.; BASTIANCIC i sur., 2023.). U ostalih riba enzimska aktivnost
opisana je u nekoliko ¢lanaka (HIRJI i COURTNEY, 1982.; KUROKAWA i SUZUKI, 1998.;
TENGJAROENKUL i sur., 2000.; KOZARIC i sur., 2011.; KUZIR i sur., 2012.; JHAVERI i
sur., 2015.; BASTIANCIC i sur., 2023.).

2.7. Vrste riba koriStene U istraZivanju

2.7.1. Hrskavi¢njace

2.7.1.1. Macka bljedica

Macka bljedica, Scyliorhinus canicula (Linnaeus, 1758), hrskavi¢njaca je koja pripada

razredu Elasmobranchii (pre¢nouste), porodici Scyliorhinidae (morske macke). Morfoloske
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karakteristike ove vrste opisali su brojni autori (JARDAS, 1996.; BELLO, 1997.; BARRULL
i MATE, 2002.; LIPEJ i sur., 2004.; DULCIC i KOVACIC, 2020.). Ma¢ka bljedica vretenasta
je iizduzena oblika tijela. Boja tijela varira od sivkastozuckaste i sivkastocrvene do smede boje
s brojnim sitnim sivim i smedim pjegama. Oblik tijela i izgled pjega prikazan je na Slici 7.
Trbuh joj je bijele boje. Usta macke bljedice polozena su ventralno te imaju samo donji usni
nabor. U usnoj Supljini ima brojne sitne zube. Na zubima macke bljedice razlikuje se veci
sredis$nji Siljak i do dva para manjih boc¢nih $iljaka. U macke bljedice razmak izmedu nosnih
zaklopaca uzak je i jedva uocljiv. Na trupu ima parne prsne i trbusne peraje, dvije ledne peraje,
podrepnu i repnu peraja (Slika 7). Druga ledna peraja zapocinje iznad zavrSetka osnovice
podrepne peraje (DULCIC i KOVACIC, 2020.).

Macka bljedica i mac¢ka mrkulja (Scyliorhinus stellaris) razlikuju se od macke crnouste
(Galeus melastomus) po nekoliko karakteristika. Macka bljedica i mrkulja na gornjem obodu
repne peraje nemaju greben od plakoidnih ljusaka; imaju samo donji usni nabor i unutra$njost
usne Supljine im je bijele boje. Macka crnousta na gornjem grebenu repne peraje ima greben
od povecanih plakoidnih ljusaka, ima obje usne bore te joj je unutrasnjost usne Supljine crne
boje. Macka bljedica razlikuje se od macke mrkulje po veliini tijela, veli¢ini pjega i izgledu
nosnih zaklopaca. Macka bljedica naraste do 100 cm, a mrkulja do 170 cm ukupne duZzine
tijela. Macka bljedica ima po tijelu mnogo sitnih smedih pjega dok su pjege u mrkulje nesto
rjede, vece i tamnije. Nosni zaklopci macke mrkulje razmaknuti su $irokim razmakom dok je
u bljedice razmak izmedu nosnih zaklopaca uzak i jedva uo¢ljiv (DULCIC i KOVACIC,
2020.).

Macka bljedica demerzalna je, pridnena vrsta koja obitava na razli¢itim dnima najcesce
do 200 m dubine. Zenke postizu spolnu zrelost pri ukupnoj duZini tijela od 31 do 40 cm, a
muzjaci od 27 do 33 cm (JARDAS, 1996.). Mesozderna je riba. Prehranu morskih macaka
opisali su brojni autori (SERRANO i sur., 2003.; OLASO i sur., 2005.; GRAVINO i sur.,
2010.; VALLS isur., 2011.; MARTINHO i sur., 2012.; KOUTSENI i sur., 2017.a; KOUTSENI
i sur., 2017.b). Analizom sadrzaja zeluca 1200 jedinki SANTIC i sur. (2012.), donijeli su
zakljucke su o prehrani macaka bljedica ulovljenih u sredi$njem dijelu Jadranskog mora. U
zelucu morskih macaka autori su identificirali glavonosce, mnogocetinase, razliCite skupine
rakova (Stomatopoda, Decapoda, Mysidacea, Euphausiacea, Amphipoda) i ribe kostunjace. U
jedinki ukupne duZzine tijela do 38 cm dekapodni rakovi najcesS¢e su pronadeni plijen. Kako
jedinke rastu, tako se prehrana krec¢e prema vecoj zastupljenosti koStunjaca i glavonozaca. U

skladu s tim, u jedinki ukupne duzine vece od 38 cm cCest Su plijen koStunjace.
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Slika 7. Morfoloske karakteristike tijela macke bljedice. Na Slici su oznaceni dijelovi tijela: pjege na
dorzalnom dijelu tijela (bijela zvjezdica), parne prsne peraje (crne strelice), parne trbusne peraje
(strelicasti vrhovi), dvije ledne peraje (bijele strelice) i repna peraja (crna zvjezdica).

2.7.1.2. Pas mekas

Pas mekas, Mustelus mustelus (Linnaeus, 1758), hrskavi¢njaca je koja pripada razredu
Elasmobranchii (pre¢nouste), porodici Triakidae (mekasi). Morfoloske karakteristike ove vrste
opisali su brojni autori (JARDAS, 1996.; MORTE i sur., 1997.; LIPEJ i sur., 2004.; DULCIC
i KOVACIC, 2020.). Pas meka$ vretenasta je i izduZena oblika tijela. Jednoli¢no je sive boje
tijela i bijelog trbuha (Slika 8). U usnoj Supljini ima brojne guste, sitne zube zrnatog oblika. Na
trupu ima parne trbusne i prsne peraje, dvije ledne peraje, podrepnu i repnu peraju (Slika 8).
Druga ledna peraja ne$to je manja od prve. U porodice mekasa druga ledna peraja malo je
manja od prve, a ve¢a od donjeg kraka repne peraje.

Pas mekas razlikuje se od butora (Galeorhinus galeus), psa mekasa pjegavog (Mustelus
punctulatus) i od psa mekasa zvjezdastog (Mustelus asterias) po nekoliko karakteristika. Zubi
su u butora trokutasta oblika. Za razliku od psa mekasa, psa mekasa pjegavog i psa mekasSa
zvjezdastog u butora je druga ledna peraja manja od prve, kao i od donjeg kraka repne peraje.
Tri vrste psa mekasa razlikuju se po prisutnosti 1 boji pjega na dorzalnom dijelu tijela. Pas
mekas jednoli¢no je sive boje i bez pjega dok pas meka$ pjegavi ima crne pjege, a pas mekas
zvjezdasti bijele pjege po dorzalnom dijelu tijela. U psa mekasa pjegavog straznji obod lednih
peraja crno je obojen (DULCIC i KOVACIC, 2020.).

Pas mekas pridnena je vrsta koja obitava na razli¢itim dnima naj€eS¢e do 220 m dubine.
Zenke postizu spolnu zrelost pri ukupnoj duzini tijela oko 80 cm, a muZjaci od 70 do 74 cm

(JARDAS, 1996.). Mesozderna je riba. Prehranu psa mekasa opisali su brojni autori (MORTE
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i sur., 1997.; CONSTANTINI i sur., 2000.; JARDAS i sur., 2007.; FILIZ, 2009.; SAIDI i sur.,
2009.; SMALE i COMPAGNO, 2010.). Prehranu psa mekasa ulovljenih u srednjem i juznom
dijelu Jadranskog mora istrazili su JARDAS 1 sur. (2007.) analizom sadrzaja zeluca 139
jedinki. U zelucu morskih pasa autori su identificirali glavonosce, mnogocetinase, vrpcare,
dvije skupine rakova (Stomatopoda, Decapoda), ziroglavce, plastenjake i ribe kostunjace. U
jedinki ukupne duzine tijela do 110 cm dekapodni rakovi najéesce su pronadeni plijen. Kako
jedinke rastu, tako se prehrana krece prema vecoj zastupljenosti kostunjaca i glavonozaca. U
skladu s tim, u jedinki ukupne duzine vece od 110 cm ¢est su plijen kostunjace, od kojih su
najzastupljenije vrste ribe Sardina pilchardus i Engraulis encrasicolus. Unato¢ tome, a S
obzirom na indeks relativne vaznosti od 50 %, autori su zakljucili da su dekapodni rakovi ipak

najucestaliji plijen psa mekasa.

Slika 8. Morfoloske karakteristike tijela psa mekasa. Na slici su oznaceni dijelovi tijela: prsna peraja
(crna strelica), bijeli trbuh (bijele zvjezdice), ledne peraje (bijele strelice), trbusna peraja (streliCasti
vrh) i repna peraja (crna zvjezdica).

2.7.2. Kostunjace

2.7.2.1.  Osli¢

Osli¢, Merluccius merluccius (Linnaeus, 1758), kostunjaca je koja pripada razredu
Actinopteri (zrakoperke), porodici Merlucciidae (osli¢i). Morfoloske karakteristike ove vrste
opisali su brojni autori (JARDAS, 1996.; MORALES-NIN i sur., 1998.; PINEIRO i SAINZA,
2003.; DULCIC i KOVACIC, 2020.). Tijelo osli¢a je valjkastog i izduzenog oblika te je najsire
u podrucju prsne peraje (Slika 9). Sive je boje tijela i bijelog trbuha. Sluznica usne Supljine
osli¢a crne je boje te sadrzi igliaste, viSeredne pokretne zube.

Osli¢ je demerzalna, pridnena vrsta ribe koja obitava na razli¢itim dnima najcesce u

dubinskom rasponu od 100 do 400 m. Zenke postizu spolnu zrelost pri ukupnoj duZini tijela od
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23 do 33 cm, a muZjaci od 20 do 28 cm (JARDAS, 1996.). Mesozderna je 1 grabezljiva riba.
Prehranu osli¢a opisali su brojni autori (SERRANO i sur., 2003.; CARPENTIERI i sur., 2005.;
STAGIONI i sur., 2011.; PHILIPS, 2012.; RICCIONI i sur., 2018.; CARROZZI i sur., 2019.;
ZORICA i sur., 2021.; D'IGLIO i sur., 2022.). U prehrani adultnih osli¢a dominira riba te u

manjem postotku mekusci 1 rakovi.

Slika 9. Morfoloske karakteristike tijela oslica. Na slici su bijelim zvjezdicama oznaceni najsiri dijelovi
tijela u podru¢ju prsne peraje. Vidljiva je sivkasta boja tijela dok je ventralni dio osli¢a u podrucju
trbuha svjetlije boje (crne zvjezdice).

2.7.2.2. Lastavica prasica

Lastavica prasica, Trigla lyra (Linnaeus, 1758), kosStunjaca je koja pripada razredu
Actinopteri (zrakoperke), porodici Triglidae (Stitoglavke). Morfoloske karakteristike ove vrste
opisali su brojni autori (JARDAS, 1996.; JARDAS i sur., 2008.; DULCIC i KOVACIC, 2020.).
Lastavica prasica izduZena je i stoZasta oblika tijela (Slika 10). Visina tijela se smanjuje od
prednjeg prema straznjem dijelu. Glava nosi brojne koStane izbocCine. Rostralni dio usta
izboCuje se te je bo¢no prosiren (Slika 10). U usnoj Supljini te ponegdje na nepcu ima brojne
sitne zube. 1znad prsne peraje prisutna je simetri¢na ¢vrsta bodlja na obje strane tijela. Vrsna

je karakteristika, osim prisutnosti bodlje, i njezina duzina koja seZze do polovice duzine prsne
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peraje (Slika 10.). Tijelo lastavice prasice na dorzalnom dijelu crvene je do narancaste boje, a
na ventralnom srebrno-bijele boje (DULCIC i KOVACIC, 2020.).

U porodici stitoglavki razlikuje se nekoliko rodova riba koje obitavaju u Jadranskom
moru. Pritom se razlikuju cetiri roda: Lepidotrigla, Eutrigla, Chelidonichthys i Trigla. Ribe
roda Trigla nemaju udubina usjecenih u kozu na trupu i repu. Kao $to je prije navedeno, iznad
prsne peraje isti¢e se &vrsta bodlja koja seze do polovice duzine prsne peraje (DULCIC i
KOVACIC, 2020.).

Lastavica prasica pridnena je vrsta koja obitava na razli¢itim dnima najces¢e do 400 m
dubine. Zenke i muZjaci postizu spolnu zrelost pri ukupnoj duZini tijela od 28 do 40 cm
(JARDAS, 1996.). Mesozderna je riba. Prehranu lastavice prasice opisali su brojni autori
(MACPHERSON, 1979.; CARAGITSOU i PAPACONSTANTINOU, 1994.; SERRANO i
sur., 2003.; LOPEZ-LOPEZ i sur., 2011.; MONTANINI i sur., 2017.). Adultne jedinke hrane
se uglavnom rakovima te u manjoj mjeri zvjezdac¢ama, ribama, bodljikasima, mnogocetinaSima

1 glavonoscima.

Slika 10. Morfoloske karakteristike tijela lastavice prasice. Na slici je bijelom strelicom oznaeno
rostralno izbocCenje na glavi dok je zvjezdicom oznacena prsna peraja. Crna strelica prikazuje zavr$nu
tocku bodlje te je vidljivo da njezina duzina seze do okomice povucene na polovicu duzine prsne peraje.
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3. OBRAZLOZENJE TEME
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Uzimaju¢i u obzir specifi¢nosti u prehrani raznih vrsta riba, postoje varijacije u gradi i
funkciji njihovog probavnog sustava. Unato¢ dostupnoj literaturi o probavnom sustavu riba,
ostaje znatan broj vrsta koje su nedovoljno istrazene. 1z toga proizlazi pitanje o varijacijama u
gradi i funkciji probavnog sustava koje su pronadene u riba koje dijele zajednicka obiljezja. S
ciljem utvrdivanja varijacija ovim istrazivanjem obuhvacene su dvije taksonomske skupine
riba: hrskavi¢njace i koStunjae. Unutar hrskavi¢njaca i koStunjaca napravljena je daljnja
selekcija kojom je odabir suzen na grabeZljive ribe sli¢nih prehrambenih navika i pridnenog
staniSta. Zatim su odabrana po dva predstavnika iz svake skupine — macka bljedica
(Scyliorhinus canicula) i pas mekas (Mustelus mustelus) kao predstavnici hrskavi¢njaca te osli¢
(Merluccius merluccius) i lastavica prasica (Trigla lyra) kao predstavnici kostunjaca.

Hipoteza istrazivanja je da se u odabranih taksonomskih skupina riba ocekuju
specifi¢ne morfoloske razlike probavnog sustava te razlike u lokalizaciji i enzimskoj aktivnosti
bez obzira na njihova zajednicka obiljezja.

Krajnji cilj istrazivanja bio je unaprijediti znanstvene spoznaje o novim, do sada
nepoznatim podacima koji se odnose na gradu i funkciju straznjeg dijela probavne cijevi u
Cetiriju razlicitih vrsta riba te, usporedbom dobivenih rezultata, dati osvrt na glavne razlike

izmedu vrsta, kao 1 izmedu taksonomskih skupina.

S obzirom na Zeljeni krajnji cilj istraZivanja definirani su sljede¢i op¢i 1 specificni

ciljevi.

Op¢i cilj bio je istraziti 1 usporediti gradu probavnog sustava u odabranih vrsta riba koje
dijele zajednic¢ka obiljezja (grabeZljive, slicne prehrane i pridnene vrste), a pripadnici su

razliCitih taksonomskih skupina, hrskavi¢njaca i1 koStunjaca.

Specificni ciljevi istrazivanja bili su:

1. definirati dijelove probavne cijevi u macke bljedice, psa mekasSa, osli¢a i lastavice
prasice

2. uzeti reprezentativne uzorke za istrazivanje makroskopske i mikroskopske grade
straznjeg dijela probavne cijevi
opisati makroskopsku i mikroskopsku gradu straznjeg dijela probavne cijevi

4. utvrditi lokalizaciju 1 izmjeriti enzimsku aktivnost u straznjem dijelu probavne cijevi

30



5. usporediti razlike u gradi i enzimskoj aktivnosti izmedu pojedinih dijelova probavnog

sustava odabranih predstavnika hrskavicnjaca i koStunjaca

Rezultati istrazivanja definirali su temeljne makromorfoloske i mikromorfoloske osobitosti
probavnog sustava u odabranih vrsta riba. Procjena lokalizacije i intenziteta enzimske
aktivnosti neophodna je za usporedbu dviju taksonomskih skupina riba, hrskavi¢njaca i
kostunjaca te razumijevanje fizioloskih procesa probave. Zaklju¢no, istrazivanje je rezultiralo
novim spoznajama o morfologiji probavnog sustava riba te je unaprijedilo znanstvene spoznaje
s takvim podacima u tri vrste riba u kojih ovakav detaljan opis grade probavnog sustava nije

dosad opisan.
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4. MATERIJAL | METODE
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4.1. Podrijetlo uzoraka

Ovim istrazivanjem obuhvacene su dvije taksonomske skupine riba — hrskavi¢njace i

kosStunjace. Kao predstavnici hrskavi¢njaca odabrani su mac¢ka bljedica i pas mekas dok su kao

predstavnici kostunjac¢a odabrani osli¢ i lastavica prasica. U doktorskom radu obradeno je po

30 macaka bljedica, osli¢a i lastavica prasica te 29 pasa mekasa (ukupno 119 riba). Riba je
ulovljena selektivnim ribolovom staja¢im parangalima (GJURCEVIC i sur., 2023.) na nekoliko

lokacija u srednjem i juznom dijelu Jadrana (Slika 11A i 11B). SvjeZa, na ledu ohladena riba

prikupljena je na iskrcajnim mjestima ovlastenika povlastice za obavljanje gospodarskog

ribolova. Istrazivanje je odobrilo Povjerenstvo za etiku u veterinarstvu SveuciliSta u Zagrebu

Veterinarskog fakulteta (klasa: 640-01/20-17/73; ur. br.: 251-61-02/625-20-01).
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Slika 11. Lokacije dijela ulovljenih riba u srednjem dijelu Jadranskog mora (A i B).
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4.2. Kemikalije koriStene za potrebe istrazivanja

Acros Organics (Geel, Belgija):
Kalijev cijanid, KCN (65,17 g/mol)
Pikrinska kiselina, CsN2(NO2)30H (229,10 g/mol)

Zivin(1) klorid, HgCl2 (271,49 g/mol)

Alfa Aesar (Haverhill, Massachusetts, SAD):
Aluminij-kalij-sulfat-dodekahidrat, KAI(SO4)2 x 12 H>0 (474,39 g/mol)
Fast Blue BB sol, C34H3sCl4NsOsZn (831,90 g/mol)

Naftol-AS-acetat, C19H15NO3 (305,33 g/mol)

Natrijev jodat, NalOs (197,89 g/mol)

BioGnost (Zagreb, Hrvatska):

Alcian Blue-PAS komplet (AB-100T)

Anilin Blue, Ca2H25N3Na209Ss (737,73 g/mol)
BioMount Aqua

Biowax plus 56/58

Cryofix gel

Demold sprej

Formaldehid, 37 — 38 %, CH20 (30,03 g/mol)
Histanol 100 %, C-HeO (46,07 g/mol)

Kiseli fuksin, C20H17N3Na209Ss (585,50 g/mol)
Ksilen, CgH1o (106,17 g/mol)

Retikulin-komplet (RET-100T)
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DeltaLab (Rijeka, Hrvatska):

Vitro-Clud, uklopno sredstvo

Fagron (Rotterdam, Nizozemska):

Arapska guma, C12H3s (180,41 g/mol)

GramMol (Zagreb, Hrvatska):

Jod, 12 (253,81 g/mol)

Kalcijev klorid, CaCl (110,98 g/mol)

Kalijev jodid, KI (166,01 g/mol)

Limunska kiselina 1-hidrat, CeHsO7 x H20 (210,14 g/mol)
Natrijev acetat, bezvodni, C2HzNaO> (82,03 g/mol)
Natrijev sulfat, bezvodni, Na2SOs (142,04 g/mol)

Zeljezov(III) klorid 6-hidrat, FeCls x 6H.0 (270,30 g/mol)

Kemika (Zagreb, Hrvatska):

Klorovodi¢na kiselina, HCI (36,46 g/mol)

Merck (Kenilworth, New Jersey, SAD):
Eosin y, C2oHsBrsNa2Os (647,89 g/mol)

Hematoksilin, CisH140s x H20 (320,29 g/mol)
Orange G, C16H10N2Na207S> (452,38 g/mol)

Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, SAD):

Fast Red Violet LB sol, C14H11CI2N30%2ZnCl> (376,31 g/mol)
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Fosfovolframova kiselina hidrat, H3[P(W3010)4] X H20 (2880,05 g/mol)
Kloral-hidrat, C2H3Cl302 (165,4 g/mol)
L-leucil-4-metoksi-2-naftil-amid-hidroklorid, C7H22N20- (322,80 g/mol)
Naftol-AS-MX-fosfat-dinatrijeva sol, C19H1sNOsPNa> (415,29 g/mol)

Naftol-AS-TR-fosfat-dinatrijeva sol, C1sH13CINNa,OsP (435,71 g/mol)

T.T.T. d.o.o. (Sveta Nedelja, Hrvatska):

Octena kiselina, C2H402 (60,05 g/mol)

VWR Chemicals — BDH Prolabo (Radnor, Pennsylvania, SAD):
Di-natrijev hidrogenfosfat-dodekahidrat, HNa>O4P x 12H,0 (358,14 g/mol)
Kalijev dikromat, K2Cr.07 (294,18 g/mol)

Kloroform (triklormetan), CHCI3 (119,38 g/mol)

Ledena octena kiselina, C2H40> (60,05 g/mol)

Manganov(ll) klorid tetrahidrat, CloMn x 4 H.O (197,90 g/mol)

Natrijev azid, NaNs (65,01 g/mol)

Natrijev dihidrogen-fosfat-1-hidrat, NaH2PO4 x H20 (137,99 g/mol)

N, N-dimetilformamid, HCON(CHz3)2 (73,09 g/mol)

Saharoza, C12H22011 (342,30 g/mol)

Tris-hidroksimetil-aminometan (TRIS), NH2C(CH20OH)3 (121,14 g/mol)
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4.3. Uredaji i pribor koriSteni za potrebe istrazivanja

Uredaji:

Analiti¢ka vaga (MEUDLER AE 200, 205 g/0,1 mg, Svicarska)
Digitalna vaga (KT 05 GB, Gorenje, Hrvatska)

Kriostat (Thermo Shandon, Tamiko Instruments)

Magnetna mjesalica (MSH — 300, BioSan, Latvija)

Miligramska vaga (Techniprot, Poljska)

pH-metar (MetUDer — Toledo MP220, GmbH, Svicarska)
Pipetman (L P10mLL, Gilson, Francuska)

Rotacijski mikrotom (Slee Mainz, CUT 5062, GmbH, Njemacka)
Termostat (Termo Med. aparati Bodalec TMA, BTES-E)

Vodena kupelj za parafinske preparate (Hisbath 4 luxe, Kaltek, Italija)

Pribor:

Anatomske pincete (REDA Instrumente GmbH, Njemacka)

Adhezivna predmetna stakla za mikroskopiju (BioGnost, Vitrognost plus ultra, 26 X 76 mm)
Predmetna stakla za mikroskopiju (BioGnost, Vitrognost super grade, 26 x 76 mm)

Drza¢ za skalpel (REDA Instrumente GmbH, Njemacka)

Laboratorijski pribor

Laboratorijsko staklo

Metalni kalupi za uklop

Nozevi za mikrotom 1 kriostat

Skalpel-nozi¢ (Aesculap, Njemacka)

Plasti¢ne kazete za uklop (Bio Cassette, Bio-Optica Milano S.p.A., Italija)
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Plasti¢ni laboratorijski pribor
Pokrovna stakla za mikroskopiju (BioGnost, 24 x 60 mm)

Skare (REDA Instrumente GmbH, Njemacka)

4.4. Postupak s ribama

Nakon prikupljanja na iskrcajnim mjestima riba je determinirana pomocu kljuéeva za
odredivanje vrsta (JARDAS, 1996.; DULCIC i KOVACIC, 2020.). Odabranim ribama
izmjerena je ukupna duzina tijela (UD) kao duzina od vrha glave do krajnje straznje tocke
normalno otvorene repne peraje (DULCIC i KOVACIC, 2020.). Na temelju dobivenih
mjerenja procijenjeno je jesu li ribe juvenilne ili adultne (spolno zrele). Adultne ribe uvedene
su u protokol te im je dodijeljen jedinstveni (protokolni) broj. Svaka riba je zatim izvagana i
otvorena joj je tjelesna Supljina. U ovom istrazivanju koristeno je 30 macaka bljedica, 30 osli¢a
i 30 lastavica prasica. Pritom je od svake vrste 10 riba koristeno za deskriptivno (topografsko)
istrazivanje makroskopske grade, 10 za histolosko i histokemijsko istrazivanje te 10 za
istrazivanje lokalizacije 1 enzimske aktivnosti u probavnoj cijevi. Takoder, u istrazivanju je
koristeno 29 pasa mekasa. Pritom je 9 pasa mekasa kori$teno za deskriptivno (topografsko)
istrazivanje makroskopske grade, 10 za histolosko i histokemijsko istrazivanje te 10 za
istrazivanje lokalizacije i enzimske aktivnosti u probavnoj cijevi. Duzina crijeva (DC)

izmjerena je u svih 119 riba obuhvacenih ovim istrazivanjem.

4.4.1. Istrazivanje makroskopske grade probavnog sustava

Istrazivanje makroskopske grade probavnog sustava provedeno je na dva nacina —
deskriptivno (topografski) i morfometrijski. Za potrebe deskriptivnog istrazivanja nasumi¢no
je odabrano 10 adultnih macaka bljedica, osli¢a i lastavica prasica te 9 pasa mekasa (ukupno
39 riba). U tih riba utvrdeni su i opisani pojedini dijelovi organa probavnog sustava. Za potrebe
morfometrijskog istraZivanja iz tjelesne Supljine riba izvadena je probavna cijev. U lastavica
prasica izravnani su zavoji crijeva. Izmjerena je DC od pilori¢kog sfinktera do analnog otvora.

IzraCunata je relativna duzina crijeva kao omjer duzine crijeva i ukupne duzine tijela

38



(KOZARIC i sur., 2011.; KOUTSENI i sur., 2017.a). Morfometrijskim istraZivanjem

obuhvaceno je svih 119 riba.

4.4.2. Uzorkovanje, fiksacija i obrada tkiva za istrazivanje mikroskopske grade

Uzorkovanje je provedeno u skladu s vrsnim varijacijama u morfologiji probavnog
sustava hrskavi¢njaca (Tablica 1; Slika 12) i kostunjaca (Tablica 2; Slike 12 i 13). Za histolosko
i histokemijsko istrazivanje uzeto je 8 uzoraka od 10 mac¢aka bljedica (ukupno 80 uzoraka), 8
uzoraka od 10 pasa mekasa (ukupno 80 uzoraka), 9 uzoraka od 10 osli¢a (ukupno 90 uzoraka)
i 10 uzoraka od 10 lastavica prasica (ukupno 100 uzoraka). Za istrazivanje lokalizacije i
enzimske aktivnosti u probavnoj cijevi uzeto je 6 uzoraka od 10 macaka bljedica (ukupno 60
uzoraka), 6 uzoraka od 10 pasa mekasa (ukupno 60 uzoraka), 7 uzoraka od 10 osli¢a (ukupno

70 uzoraka) i 8 uzoraka od 10 lastavica prasica (ukupno 80 uzoraka).

Tablica 1. Uzorci organa hrskavi¢njaca (macke bljedice i psa mekasa) uzeti za potrebe
histoloSkog 1 histokemijskog istraZivanja te istraZivanja lokalizacije 1 enzimske aktivnosti
probavnog sustava.

UZORAK MACKA BLJEDICA PAS MEKAS

Jednjak

Prednji dio XX X X

Straznji dio X - X -
Zeludac

Prednji dio XX X X

Straznji dio XX XX

Pilori¢ki sfinkter X- X -
Crijevo

Prednji dio XX X X

Spiralno crijevo XX XX
Rektum XX X X

X — uzorci uzeti za histolosko i histokemijsko istrazivanje; X — uzorci uzeti za istraZivanje lokalizacije i enzimske
aktivnosti probavnog sustava.
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Slika 12. Shema uzorkovanja dijelova probavnog sustava hrskavi¢nja¢a. Crnim pravokutnicima
oznacena su mjesta uzorkovanja organa za potrebe histoloskog i histokemijskog istrazivanja. Crvenim
pravokutnicima oznacena su mjesta uzorkovanja organa za potrebe istrazivanja lokalizacije i enzimske
aktivnosti probavnog sustava. Na slici je prikazan prednji (1) i straznji (2) dio jednjaka, prednji (3) i
straznji (4) dio Zeluca, piloricki sfinkter (5), prednji (6) i spiralni (7) dio crijeva te rektum (8).

Tablica 2. Uzorci organa koStunjaca (oslica i lastavice prasice) uzeti za potrebe histoloskog i
histokemijskog istrazivanja te istrazivanja lokalizacije 1 enzimske aktivnosti probavnog

sustava.
UZORAK OSLIC LASTAVICA PRASICA
Jednjak
Prednji dio XX X X
Straznji dio X- X-
Zeludac
Prednji dio X X XX
Straznji dio XX XX
Pilori¢ki sfinkter X- X -
Pilori¢ki nastavci -- XX
Crijevo
Prednji dio X X XX
Srednji dio X X X X
Straznji dio XX X X
Rektum XX XX

X — uzorci uzeti za histolosko i histokemijsko istrazivanje; X — uzorci uzeti za istrazivanje lokalizacije i enzimske

aktivnosti probavnog sustava.
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Slika 13. Shema uzorkovanja dijelova probavnog sustava osli¢a. Crnim pravokutnicima oznacena su
mjesta uzorkovanja organa za potrebe histoloskog 1 histokemijskog istrazivanja. Crvenim
pravokutnicima oznacena su mjesta uzorkovanja organa za potrebe istrazivanja lokalizacije 1 enzimske
aktivnosti probavnog sustava. Na slici je prikazan prednji (1) i straznji (2) dio jednjaka, prednji (3) i
straznji (4) dio Zeluca, piloricki sfinkter (5), prednji (6), srednji (7) i straznji (8) dio crijeva te rektum

9).

.

Slika 14. Shema uzorkovanja dijelova probavnog sustava lastavice prasice. Crnim pravokutnicima
oznacena su mjesta uzorkovanja organa za potrebe histoloskog i histokemijskog istrazivanja. Crvenim
pravokutnicima oznacena su mjesta uzorkovanja organa za potrebe istrazivanja lokalizacije 1 enzimske
aktivnosti probavnog sustava. Na slici je prikazan prednji (1) i straznji (2) dio jednjaka, prednji (3) i
straznji (4) dio Zeluca, piloricki sfinkter (5), piloricki nastavci (6), prednji (7), srednji (8) i straznji (9)
dio crijeva te rektum (10).
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Za histolosko 1 histokemijsko istrazivanje uzorci organa fiksirani su u otopini 10 %-
tnog neutralnog puferiranog formalina pripremljenoj prema SUVARNA i sur. (2019.). Otopina
10 %-tnog neutralnog puferiranog formalina napravljena je mijesanjem 900 ml destilirane vode
i 100 ml temeljne standardne otopine formalina. Temeljna standardna otopina formalina (pH-
vrijednosti 7,0) pripremljena je dodavanjem kiselih i bazi¢nih komponenta natrijevih fosfata u
37 %-tni formaldehid. Kao kisela komponenta koriSten je natrijev dihidrogen-fosfat-1-hidrat u
koli¢ini od 4,02 g dok je kao bazitna komponenta koristen di-natrijev hidrogenfosfat-
dodekahidrat u koli¢ini od 16,37 g.

Za istrazivanje lokalizacije i enzimske aktivnosti u probavnoj cijevi, uzorci organa
fiksirani su u otopini formol-kalcija tijekom 24 sata na temperaturi od 4 °C. Otopina formol-
kalcija pripremljena je mijeSanjem 150 ml 37 %-tnog formaldehida s 850 ml destilirane vode,
uz dodatak 13 g kalcijevog klorida. Nakon 24 sata uzorci su preneseni u ohladenu otopinu (4
°C) napravljenu od saharoze, arapske gume i destilirane vode (SUVARNA i sur., 2019.).
Navedena otopina pripremljena je na magnetnoj mijesalici otapanjem 30 g saharoze u 100 ml
destilirane vode. Otopini je postupno dodavana arapska guma (do ukupno 1 g) i natrijev azid
(u koncentraciji od 0,02 %).

4.4.2.1. Histolosko i histokemijsko istrazivanje

U ovom radu koriStenim histoloSkim 1 histokemijskim metodama prikazane su tkivne
komponente u organima probavnog sustava hrskavicnjaca (macke bljedice 1 psa mekasSa) 1
kostunjaca (osli¢a 1 lastavice prasice).

Proces pripreme histoloskih preparata prilagoden je uvjetima Laboratorija za
histologiju, histokemiju i imunohistokemiju (Zavod za anatomiju, histologiju i embriologiju
Sveuciliste u Zagrebu Veterinarski fakultet) uzimajuéi u obzir metodologiju iz razli¢itih izvora
(BATISTIC, 1994.; KOZARIC, 1997.; SUVARNA i sur., 2019.).

Procesima dehidracije i bistrenja fiksirano tkivo pripremljeno je za uklop u parafin.
Parafin je bezvodni medij koji nije kompatibilan s vodom i s alkoholom. Dehidracija tkiva
provedena je postupno, rastu¢im nizom etilnog alkohola (75 %, 80 %, 96 %, 100 %). U svakoj
koncentraciji etilnog alkohola tkivo je bilo uronjeno 24 sata. Nakon dehidracije tkivo je proslo
kroz proces bistrenja koji sluzi za dealkoholizaciju tkiva prije uklapanja u parafin. U tu svrhu
koristen je kloroform. Tkivo je potom uklopljeno koristenjem parafinskog postupka.

Odrzavanje parafina u teku¢em obliku postignuto je koriStenjem termostata (parafinske peci)
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pri temperaturi od 58 °C do 60 °C. Dehidrirano i izbistreno tkivo smjesteno je u plasti¢ne kazete
za uklop koje su zatim stavljene u staklenu posudu smjeStenu u termostatu. U prvoj posudi
tkivo se prozimalo mjeSavinom parafina i kloroforma u omjeru 50 : 50, a kroz tri idu¢e samo
parafinom. U svakoj posudi tkivo se prozimalo po 30 minuta. Tkivo montirano na dio plasti¢ne
kazete za uklop utisnuto je u metalne kalupe koji su bili prethodno poprskani Demold - sprejem.
Kako bi se parafin vratio u ¢vrsto stanje, metalni su kalupi drzani pri sobnoj temperaturi 24
sata, a potom su pohranjeni u hladnjaku.

Ohladeni parafinski blokovi izrezani su rotacijskim mikrotomom na debljinu 6 pm.
Parafinski rezovi montirani su na adhezivna predmetna stakla. Parafinski tkivni rezovi (u
daljnjem tekstu: preparati) izravnani su u vodenoj kupelji. Tkivne komponente u organima
probavnog sustava prikazane su putem pet metoda bojenja (hematoksilin-eozinska, Mallory-
trikromska, Verhoeff-Van Giesonova, komplet za prikaz retikularnih vlakana i Alcian Blue-
PAS komplet). Za prve tri metode bojenja (hematoksilin-eozinska, Mallory-trikromska i
Verhoeff-Van Giesonova) deparafinacija je napravljena provodenjem kroz dvije otopine
ksilena po 10 minuta, a rehidracija silaznim nizom etilnog alkohola (100 %, 100 %, 96 %, 75
%) do destilirane vode. U svakoj koncentraciji etilnog alkohola preparati su bili uronjeni po 5
minuta. Rehidracija preparata zavrSena je kroz dvije izmjene destilirane vode po 5 minuta.
Nakon bojenja preparati su ponovno dehidrirani, koriste¢i uzlazni niz etilnog alkohola (75 %,
96 %, 100 %, 100 %), a zatim izbistreni u ksilenu. U 75 %-tnoj i 96 %-tnoj koncentraciji etilnog
alkohola preparati su uronjeni po 3 minute, u 100 %-tnoj po 5 minuta. Bistrenje se postiglo u
dvije izmjene ksilena po 5 minuta. Za metode bojenja koje su radene gotovim kompletima
(komplet za prikaz retikularnih vlakana i Alcian Blue-PAS komplet) procesi deparafinacije i
bistrenja provedeni su prema uputama proizvodaca te je postupak naveden kod opisa metoda.
Dobiveni preparati prekriveni su uklopnim sredstvom Vitro-Clud i poklopljeni pokrovnim
staklima za mikroskopiju. Za potrebe opisa mikroskopske grade probavnog sustava izradeno
je i pregledano ukupno 1750 preparata. Preparati su analizirani svjetlosnim mikroskopima
Olympus CX22 (Japan) i Digicyte DX50 (Hrvatska), slikani kamerom Digicyte BigEye
(Digicyte, Zagreb, Hrvatska) te su dobivene slike obradene softverima: Digicyte Capture
(Digicyte, Zagreb, Hrvatska), GNU Image Manipulation Program (GIMP; The GIMP
Documentation Team, Free Software Foundation, 2.10.34., Boston, USA) i ZEN Microscopy
Software (Zeiss Software, Oberkochen, Njemacka).
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4.4.2.1.1. Hematoksilin-eozinska metoda bojenja

Hematoksilin-eozinskom metodom bojenja (HE) prikazana je osnovna grada tkiva i
organa probavnog sustava riba.

Deparafinirani i rehidrirani rezovi obojeni su rutinskom HE metodom bojenja, a
modificiranom prema potrebama Laboratorija za histologiju, histokemiju i imunohistokemiju.
Kao priprema za bojenje napravljen je Mayerov kiseli hemalaun i eozin y (AESCHT i sur.,
2010.). Mayerov kiseli hemalaun pripremljen je otapanjem 1 g hematoksilina u 1000 ml
destilirane vode. Otopini je dodano 0,2 g natrijevog jodata i 50 g aluminij-kalij-sulfat-
dodekahidrat. Otopina je mije$ana pri sobnoj temperaturi do promjene boje u plavo-ljubicastu.
Otopina je nadopunjena s 50 g kloral-hidrata i 1 g kristalne limunske kiseline te je filtrirana
prije upotrebe. Eozin y pripremljen je otapanjem 10 g eosin y u 1000 ml destilirane vode.
Otopini je dodano 2 ml ledene octene kiseline. Preparati su obojeni Mayerovim Kkiselim
hemalaunom. Nakon 5 minuta ispirani su u dvije izmjene tekuce vode po 5 minuta, a zatim su
bojeni eozinom. Nakon 5 minuta uronjeni su u destiliranu vodu tijekom narednih 5 minuta.

Hemalaun je bazi¢na boja koja bazofilne strukture (kisele) oboji u plavo. Eozin je kisela

boja koja acidofilne strukture (bazi¢ne) oboji crveno.

4.4.2.1.2. Vezivnotkivna bojenja

Za prikaz komponenti vezivnog tkiva koristene su Mallory-trikromska i Verhoeff-Van

Giesonova metoda bojenja te komplet za bojenje retikularnih vlakana.

4421.2.1. Mallory-trikromska metoda

Mallory-trikromska metoda bojenja koriStena je za prikaz kolagena. Bojenje je
provedeno kombinacijom dvije metode (SVOB, 1974.; SHEEHAN i HRAPCHAK, 1980.).

Kao priprema za bojenje pripremljena je koncentrirana otopina Zenkerovog fiksativa,
otopina 0,5 %-tnog natrijevog tiosulfata, otopina 0,5 %-tnog kiselog fuksina, Anilin Blue-
Orange G i Weigartova jodna otopina. Temeljna standardna otopina za Zenkerov fiksativ
pripremljena je otapanjem 50 g zivinog(ll) klorida, 25 g kalijevog dikromata i 10 g natrijevog
sulfata u 1000 ml destilirane vode. Neposredno prije upotrebe u 95 ml otopine dodano je 5 ml

ledene octene Kiseline kako bi sprije¢ila zamucenost i stvaranje tamnosmedeg precipitata Zive.
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Vodena otopina natrijevog tiosulfata u koncentraciji od 5 % napravljena je otapanjem 5 g
natrijevog tiosulfata u 100 ml destilirane vode. Kiseli fuksin, u koncentraciji od 0,5 %,
pripremljen je otapanjem 0,5 g kiselog fuksina u 100 ml destilirane vode. Anilin Blue-Orange
G pripremljen je dodavanjem 0,5 g Anilin Blue, 2 g Orange G i 1 g fosfovolframove kiseline
u 100 ml destilirane vode. Otopina je pripremljena na magnetnoj mijesalici na 100 okretaja u
minuti. Weigartova jodna otopina pripremljena je otapanjem 1 g kalijevog jodida u 2 ml
destilirane vode. Otopini je dodano 0,5 g joda te je nadopunjena destiliranom vodom do 50 ml.

Deparafinirani i rehidrirani rezovi postfiksirani su Zenkerovim fiksativom tijekom 1
sata i 45 min u termostatu na temperaturi od 37 °C. Preparati su tretirani Weigartovom jodnom
otopinom 5 minuta i 0,5 %-tnog natrijevim tiosulfatom 4 minute. Ispirani su u destiliranoj vodi
tijekom 18 minuta te tretirani kiselim fuksinom. Nakon 5 minuta premjesteni su u Anilin Blue-
Orange G otopinu u kojoj su bili uronjeni narednih 30 minuta.

Mallory-trikromska (MT) metoda bojenja koriStena je za prikaz kolagena. Kiseli fuksin
boji jezgre 1 miSi¢no tkivo u crveno. Fosfovolframova kiselina izbacuje molekule kiselog
fuksina s kolagenih vlakana te tako omoguéava povezivanje Anilin Blue boje. Kao rezultat

kolagena vlakna se oboje plavo.

44.2.1.2.2. Verhoeff-Van Giesonovo bojenje

Verhoeff-Van Giesonova metoda bojenja koristena je za razlikovanje elasticnih od
kolagenih vlakana. Bojenje je provedeno prema SHEEHAN i HRAPCHAK (1980.).

Kao priprema za bojenje napravljena je 5 %-tna temeljna standardna otopina
hematoksilina, 10 %-tna vodena otopina Zeljeznog klorida, Weigartova jodna otopina,
Verhoeffeova radna otopina, 2 %-tna vodena otopina zeljeznog klorida, 5 %-tna vodena
otopina natrijevog tiosulfata i Van Giesonova otopina. Temeljna standardna otopina 5 %-tnog
hematoksilina pripremljena je otapanjem 5 g hematoksilina u 100 ml apsolutnog alkohola uz
blago zagrijavanje. Otopina je prije upotrebe filtrirana. Vodena otopina Zeljeznog klorida u
koncentraciji od 10 % napravljena je otapanjem 10 g Zeljeznog klorida u 100 ml destilirane
vode. Weigartova jodna otopina pripremljena je otapanjem 1 g kalijevog jodida u 2 ml
destilirane vode. Nakon $to se kalijev jodid, otopio dodano je 0,5 g joda, a nakon $to se jod
otopio, destilirana voda do 50 ml. Verhoeffeova radna otopina pripremljena je mijeSanjem 20
ml prethodno pripremljene 5 %-tne temeljne standardne otopine hematoksilina, 8 ml 10 %-tne

vodene otopine Zeljeznog klorida i 8§ ml Weigartove jodne otopine. Vodena otopina Zeljeznog
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klorida u koncentraciji od 2 % napravljena je otapanjem 2 g Zeljeznog klorida u 100 ml
destilirane vode. Vodena otopina natrijevog tiosulfata u koncentraciji od 5 % napravljena je
otapanjem 5 g natrijevog tiosulfata u 100 ml destilirane vode. Van Giesonova otopina
pripremljena je otapanjem 5 ml 1 %-tnog vodenog kiselog fuksina u 100 ml zasi¢ene vodene
pikrinske kiseline.

Deparafinirani i rehidrirani rezovi tkiva obojeni su Verhdeffeovom radnom otopinom
tijekom 60 minuta. Tako crno obojeni preparati ispirani su u dvije do tri izmjene vodovodne
vode. Uslijedio je proces diferencijacije koji je uklju¢ivao pomicanje preparata kroz 2 %-tnu
otopinu zeljeznog klorida te ispiranje u nekoliko izmjena vodovodne vode. Preparati su ispirani
pod teku¢om vodom i nakon toga prebaceni u 5 %-tnu vodenu otopinu natrijevog tiosulfata
tijekom naredne minute. Uslijedilo je jo$ jedno ispiranje pod teku¢om vodom u trajanju od 5
minuta. Bojenje je zavrSeno primjenom Van Giesonove otopine (kontrastna boja) tijekom 4
minute 1 ispiranjem u vodovodnoj vodi. Preparati su zatim dehidrirani u rastu¢im
koncentracijama etilnog alkohola, izbistreni u ksilenu i uklopljeni.

Verhoeff-Van Giesonovim (VVG) bojenjem elasticna vlakna boje se nijansama od
plavoljubicaste do crne boje, kolagen se boji u ruzicasto, glatki misi¢ u oker sivo, a jezgre su

plave do crne.

4.4.2.1.2.3. Bojenje retikularnih vlakana

Retikulin-komplet (RK) od devet reagensa za dokazivanje retikularnih vlakna koristen
je prema uputama proizvodaca. Deparafinacija je napravljena provodenjem kroz tri izmjene
ksilena u trajanju od 2 minute, a rehidracija etilnim alkoholom u koncentracijama od 100 % i
95 %. U dvije izmjene 100 %-tnog etilnog alkohola preparati su bili uronjeni po 5 i 3 minute,
a u 96 %-tnom 2 minute. Rehidracija je zavrSena u destiliranoj vodi gdje su uronjeni tijekom 2
minute. Na njih je potom nakapano po 5 kapi 0,5 %-tne otopine kalijevog permanganata i 5
kapi 3 %-tne otopine sumporne kiseline. Nakon 5 minuta viSak reagensa ispran je u destiliranoj
vodi. Nakapano je 5 kapi 1 %-tne otopine oksalne kiseline tijekom 1 minute te je viSak reagensa
dvaput ispran u destiliranoj vodi. Otopina amonij-zeljezo-sulfata nakapana je u kolicini od 5
kapi tijekom 5 minuta te je viSak reagensa dvaput ispran u destiliranoj vodi. Nakapano je 5
kapi srebro-amonijeve otopine te je nakon 3 minute viSak reagensa ispran u destiliranoj vodi.
Nakapano je 5 kapi 4 %-tne alkoholne otopine formaldehida te je nakon 5 minuta visak

reagensa dvaput ispran u destiliranoj vodi. Nakapano je 5 kapi 5 %-tne otopine natrijevog
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tiosulfata. Nakon 5 minuta viSak reagensa ispran je u tekucoj vodi tijekom 5 minuta. Provedena
je dehidracija 70 %-tnim i 95 %-tnim etilnim alkoholom (5 urona u svaki) i 100 %-tnim
alkoholom tijekom 2 minute. Preparati su izbistreni u dvije izmjene ksilena po 2 minute.
Princip kompleta temelji se na taloZenju srebra na retikularna vlakna. Ovim kompletom
retikularna se vlakna boje u tamnoljubicastu do crnu boju, kolagena vlakna u Zu¢kastosmedu,

a vezivno tkivo 1 eritrociti u smedu boju.

4.4.2.1.3. Alcian Blue — perjodna kiselina, Schiffova reakcija

Alcian Blue — perjodna kiselina, Schiffova reakcija (AB PAS) komplet je koji sadrzi
sedam reagensa za diferencijaciju neutralnih od kiselih mucina. Komplet je koriSten prema
uputama proizvodaca. Deparafinacija preparata napravljena je provodenjem kroz tri izmjene
ksilena u trajanju od 2 minute, a rehidracija etilnim alkoholom u koncentracijama od 100 % i
95 %. U dvije izmjene 100 %-tnog etilnog alkohola preparati su uronjeni tijekom 5 i 3 minute,
a u 96 % 2 minute. Rehidracija je zavrSena u destiliranoj vodi gdje su uronjeni tijekom 2
minute. Deparafinacija je napravljena kroz tri izmjene ksilena u trajanju od 2 minute, a
rehidracija etilnim alkoholom u koncentracijama od 100 % i 95 %. U dvije izmjene 100 %-
tnog etilnog alkohola preparati su bili uronjeni po 5 i 3 minute, a u 96 %-tnom 2 minute.
Dodatna rehidracija napravljena je u destiliranoj vodi tijekom 2 minute. U AB otopinu (pH-
vrijednosti 2,5) preparati su uronjeni 30 minuta te su zatim bez ispiranja uronjeni u otopinu
natrijevog tetraborata. Nakon 10 minuta ispiran je viSak reagensa u hladnoj tekucoj vodi
tijekom 5 minuta te u destiliranoj vodi tijekom 2 minute. Preparati su uronjeni u 0,8 % otopinu
perjodne kiseline. Nakon 8 minuta viSak reagensa uklonjen je ispiranjem pod teku¢om vodom
tijekom 3 minute te dodatnim ispiranjem u destiliranoj vodi. Preparati su uronjeni u
BioSchiffov reagens. U meduvremenu je pripremljena sulfitna otopina mijeSanjem 10 ml
natrijevog metabisulfita i 10 ml klorovodi¢nog reagensa, PAS. Otopini je dodano jo§ 200 ml
vodovodne vode. Nakon 13 minuta preparati su bez ispiranja uronjeni u sulfitnu otopinu i to u
tri izmjene u trajanju od 2 minute. Visak reagensa ispiran je teku¢om vodom tijekom 3 minute.
Preparati su uronjeni u Hematoksilin ML-a. Nakon 2 minute viSak reagensa ispiran je u tekucoj
vodi tijekom 3 minute. Provedena je dehidracija 70 %-tnim i 95 %-tnim etilnim alkoholom (5
urona u svaki) i 100 %-tnim alkoholom tijekom 2 minute. Preparati su izbistreni u dvije izmjene

ksilena po 2 minute.
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AB boja (pH-vrijednosti 2,5) boji plavo (AB + PAS -) kisele mucine koji postaju
netopivi 1 otporni na preostale reagense PAS postupka bojenja. Oksidirajuc¢e djelovanje
perjodne kiseline u kombinaciji s BioSchiffovim reagensom omogucuje karakteristi¢no
purpurno (magenta) obojenje (AB - PAS +) neutralnih mucina, glikogena i glikoproteina.
Mucini koji sadrze i kisele i neutralne mucine oboje se u plavoljubi¢astu do ljubicastu boju

(AB + PAS +).

4.4.2.2. Istrazivanje lokalizacije i enzimske aktivnosti u probavnoj cijevi

U ovom radu za prikaz lokalizacije i enzimske aktivnosti u probavnoj cijevi koriStene
su azotehnike bojenja. Azo-tehnike su precipitacijske tehnike u kojima se simultano apliciraju
i supstrat i diazonijeva sol (azo-boja) uz inkubaciju. Tijekom inkubacije odvijaju se dvije
reakcije. U prvoj reakciji nastaje primarni produkt reakcije koji je neobojen. Zatim, u drugoj
reakciji diazonijeva sol reagira s primarnim produktom te nastaje zavrsni produkt reakcije koji
je obojen. Ova boja omogucava vizualizaciju enzimske aktivnosti pod mikroskopom,
prikazuju¢i lokalizaciju i intenzitet aktivnosti enzima.

Fiksirani uzorci organa probavne cijevi zamrznuti su na metalnim plo€icama unutar
kriostata uz pomo¢ gela Cryofix. Nakon zamrzavanja uzorci su rezani na debljinu od 8 pm te
su rezovi montirani na adhezivna predmetna stakla (u daljnjem tekstu: preparati). Za detekciju
alkalne fosfataze reagensi su pripremljeni prema LOJDA (1979.). Za detekciju kisele fosfataze
i nespecificne esteraze primjenjena je metodologija koju predlaze PEARSE (1968.). Za
detekciju aminopeptidaze reagensi su pripremljeni prema SHEEHAN i HRAPCHAK (1980.).
Pripremljene su i negativne kontrole bez supstrata.

Pripremljeni preparati za demonstraciju lokalizacije i aktivnosti alkalne fosfataze,
kisele fosfataze i nespecifi¢ne esteraze zahtijevaju uklapanje u medij topljiv u vodi, stoga su
prekriveni uklopnim sredstvom BioMount Aqua. Preparati za demonstraciju lokalizacije i
aktivnosti aminopeptidaze zahtijevaju uklapanje u medij netopljiv u vodi stoga su nakon
dehidracije prekriveni uklopnim sredstvom Vitro-Clud. Lokalizacija svih cetiriju enzima
utvrdena je kod svake ribe po pojedinim dijelovima probavne cijevi i izraZzena kao negativna
(nema reakcije — odsutnost enzima) ili kao pozitivna (vidljiva reakcija — prisutnost enzima).
Za potrebe opisa lokalizacije 1 mjerenja enzimske aktivnosti probavnog sustava izradeno je 1
pregledano ukupno 1080 preparata. Preparati su analizirani svjetlosnim mikroskopima

Olympus CX22 (Japan) i Digicyte DX50 (Hrvatska), slikani kamerom Digicyte BigEye
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(Digicyte, Zagreb, Hrvatska) te su dobivene slike obradene softverima: Digicyte Capture
(Digicyte, Zagreb, Hrvatska), GIMP (The GIMP Documentation Team, Free Software
Foundation, 2.10.34., Boston, USA) i ZEN Microscopy Software (LSM 700, Zeiss Software,
Oberkochen, Njemacka).

4.4.2.2.1. Alkalna fosfataza (E. C. 3.1.3.1.)

Kao pripremu za reakciju napravljena je 0,2 M temeljna standardna otopina za izradu
pufera. Otopina je napravljena otapanjem 2,422 g TRIS-a u 100 ml destilirane vode. Temeljnoj
standardnoj otopini u koli¢ini od 25 ml dodano je 5,1 ml 0,1 N klorovodi¢ne kiseline i
destilirane vode do ukupno 100 ml. Uz mijeSanje na magnetnoj mijeSalici dodavanjem
klorovodi¢ne kiseline pH-vrijednost pufera korigirana je na 8,7. Kao supstrat za dokaz alkalne
fosfataze koriSten je naftol-AS-MX-fosfat-dinatrijeva sol. Pripremljena je otopina od 2 mg
supstrata, 12 mg Fast Blue BB soli i 10 ml pufera. Otopina je filtrirana te potom aplicirana na
preparate. Inkubacija je provedena tijekom 60 minuta na sobnoj temperaturi. Mjesta enzimske

aktivnosti obojena su u plavu boju.

4.4.2.2.2. Kisela fosfataza (E. C. 3.1.3.2.)

Kao pripremu za reakciju napravljena je 0,2 M temeljna standardna otopina za izradu
pufera. Otopina je napravljena otapanjem 3,282 g natrijevog acetata (bezvodnog) u 200 ml
destilirane vode. Temeljnoj standardnoj otopini u koli¢ini od 158 ml dodano je 42 ml octene
kiseline. Uz mijeSanje na magnetnoj mijesalici dodavanjem octene kiseline pH-vrijednost
pufera korigirana je na 5,2. Kao supstrat za dokaz kisele fosfataze koristen je naftol-AS-TR-
fosfat-dinatrijeva sol. Pripremljena je otopina od 2 g supstrata (otopljenog u 2 kapi N, N-
dimetilformamida), 13 mg Fast Red Violet LB soli, 10 ml pufera i 1 kapi 10 %-tnog
manganovog(ll) klorid-tetrahidrata. Otopina je filtrirana te potom aplicirana na preparate.
Inkubacija je provedena tijekom 60 minuta na sobnoj temperaturi. Mjesta enzimske aktivnosti

obojena su u ruzi¢astu boju.
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4.4.2.2.3. Nespecifi¢na esteraza (E. C. 3.1.1.)

Kao pripremu za reakciju napravljena je 0,2 M temeljna standardna otopina za izradu
pufera. Otopina je napravljena otapanjem 2,4228 g TRIS-a u 100 ml destilirane vode.
Temeljnoj standardnoj otopini u koli¢ini od 25 ml dodano je 45 ml 0,1 N klorovodic¢ne kiseline
i destilirane vode do ukupno 100 ml. Dodavanjem klorovodi¢ne kiseline pH-vrijednost pufera
korigirana je na na 7,2. Kao supstrat za dokaz nespecifi¢ne esteraze koristen je naftol-AS-
acetat. Pripremljena je otopina od 3 mg supstrata (otopljenog u 2 kapi N, N-dimetilformamida),
12 mg Fast Blue BB soli i 10 ml pufera. Otopina je filtrirana te potom aplicirana na preparate.
Inkubacija je provedena tijekom 30 minuta na sobnoj temperaturi. Mjesta enzimske aktivnosti

obojena su u plavu boju.

4.4.2.2.4. Aminopeptidaza (E. C. 3.4.11))

Kao priprema za reakciju napravljena je 0,1 M temeljna standardna otopina za izradu
pufera. Otopina je napravljena otapanjem 158 ml natrijevog acetata u 42 ml octene kiseline.
Dodavanjem octene kiseline pH-vrijednost pufera korigirana je na 6,5. Kao supstrat za dokaz
aminopeptidaze koriSten je L-leucil-4-metoksi-2-naftil-amid-hidroklorid. Pripremljena je
otopina od 1 ml supstrata, 2,5 ml destilirane vode i 2,5 ml pufera, 3,5 ml 0,85 %-tnog natrijevog
klorida, 0,5 ml kalijevog cijanida i 5 mg Fast Blue B soli. Otopina je filtrirana te potom
aplicirana na preparate. Inkubacija je provedena tijekom 60 min na temperaturi od 37 °C.
Preparati su zatim dehidrirani uzlaznim nizom etilnog alkohola (75 %, 96 %, 100 %, 100 %).
U 75 %-tnoj, 96 %-tnoj koncentraciji etilnog alkohola preparati su uronjeni po 3 minute, a u
100 %-tnoj po 5 minuta. Preparati su zatim izbistreni u dvije izmjene ksilena po 5 minuta i
prekriveni uklopnim sredstvom Vitro-Clud. Mjesta enzimske aktivnosti obojena su u crvenu

boju.

4.4.3. Mjerenje opticke gustoce enzima

Za potrebe mjerenja opticke gusto¢e (OG) enzima preparati su analizirani svjetlosnim
mikroskopom Nikon — Microphot — FXA (Nikon, Tokyo, Japan), slikani kamerom GXCAM
— U3 - 18 (GT Vision, Suffolk, UK) u programu GXCapture — T (GT Vision, Suffolk, UK).
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Za svaki enzim za koji je reakcija vidljiva (ovisno o vrsti ribe i lokalizaciji u probavnoj
cijevi) utvrdena je OG enzima softverom ImageJ (USA National Institutes of Health, MD,

USA, www.imagej.net). Prije mjerenja napravljena je kalibracija tako da je kalibriranom

predlosku programa (step tablet epson_8bit.tif) izmjerena srednja vrijednost sive boje za
prvih 19 polja. Pod Analyze/Calibrate unesene su dobivene vrijednosti sive boje i OG.
Odabrana je funkcija Roadbard, upisan OD (engl. optical density) u jedinicu mjerenja te
odabrana opcija Global Calibration. Prije mjerenja opticke gustoce enzima boje na slikama su
pretvorene u nijanse sive (8 bit). S obzirom na istrazivanje povezanosti enzima s procesom
probave, izmjeri su napravljeni na reakcijama pronadenim u pokrovnom epitelu i lamini
propriji. Na preparatima na kojima lamina muskularis mukoze nije identificirana, izmjeri su
napravljeni u sloju vezivnog tkiva do epitela. OG enzima izmjerena je na slikama dobivenim
pomocu objektiva povecanja 10 X. Mjerenje je provedeno u svim istrazivanim dijelovima
probavne cijevi u 10 jedinki svake vrste riba. U svakom dijelu probavne cijevi, gdje je
pronadena pozitivna reakcija, izmjeri su napravljeni na pet nasumicno odabranih polja
pozitivne reakcije. Jedno polje bilo je dimenzija 10,11 px x 3,96 px odnosno ukupne povrsine
39,995 px. Svi brojevi dobiveni programom su relativni. Zbog dimenzija polja, rijetke reakcije

i reakcije pronadene ponegdje opisane su samo deskriptivno.

4.4.4. Statisticka obrada podataka

Varijable — relativna duzina crijeva i srednja opticka gusto¢a (SOG) enzima —
analizirane su deskriptivnom statistickom obradom. Svi rezultati iskazani su kao aritmeticka
sredina + standardna devijacija (X £ SD). Testiranje normalnosti raspodjele podataka za SOG
po skupinama provedeno je Shapiro-Wilkovim testom.

Prvo je testirana znacajnost razlika u SOG alkalne fosfataze, kisele fosfataze,
aminopeptidaze i nespecifi¢ne esteraze izmedu istih histoloskih slojeva u razli¢itim dijelovima
probavne cijevi unutar iste vrste riba. Potom je analizirano postoje li statisticki znacajne razlike
u SOG enzima na istim dijelovima probavne cijevi izmedu razli¢itih histoloskih slojeva. S
obzirom na to da podatci nisu bili normalno raspodijeljeni, razlike izmedu dviju skupina
testirane su Mann-Whitneyevim U-testom dok je Kruskal-Wallisova analiza varijance
koristena ako je broj skupina bio tri 1 viSe.

Nakon toga je analizirano postoje li statisticki znacajne razlike u SOG unutar istog

dijela probavnog trakta i istog histoloSkog sloja u razliCitih vrsta riba. Ako je razlika testirana
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izmedu dvije vrste, koriSten je Studentov t-test dok je za usporedbu vise od dvije vrste riba
koristena jednosmjerna ANOVA.

Varijabilnost u SOG unutar istog dijela probavnog trakta i istog histoloskog sloja u
razli¢itih vrsta riba prikazana je kutijastim dijagramima koji obuhvadaju prikaz aritmeticke
sredine, standardne devijacije te minimalne i maksimalne vrijednosti bez izdvojenica.

Sve razlike smatrane su statisti¢ki znacajnima ako je P < 0,05. Za unos, prikaz, analizu
i tumacenje podataka koristen je statisticki program Statistica v.14.0.0.15 (Statistica, Inc.,
2020).
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5. REZULTATI
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5.1. Rezultati makroskopskog istrazivanja probavnog sustava hrskavi¢njaca

Masa tijela macke bljedice i psa mekasa, kao i ukupna duzina tijela (UD), duzina crijeva

(DC) i relativna duzina crijeva (RDC) prikazane su u Tablici 3.

51.1. Makroskopska grada probavnog sustava macke bljedice

Probavni sustav macke bljedice prikazan je na Slici 15. Jednjak macke bljedice kratak
je i ravan. Sluznica mu tvori uzduZne nabore koji teku prema Zelucu. Zeludac je sifonskog
oblika te se sastoji od dva dijela. Na prednjem dijelu Zeluca razlikuje se kratki ascedentni dio
koji se zatim spusta te zavriava kratkim slijepim dijelom. Sirokog je lumena. Nakon kratkog
slijepog dijela Zeludac prelazi u descedentni straznji dio koji je usmjeren kranijalno. Za razliku
od prednjeg dijela straznji dio Zeluca uskog je lumena i zavrSava miSi¢nim pilorickim
sfinkterom. Duzina prednjeg i straznjeg dijela zeluca priblizno je jednaka. Osim pilorickim
sfinkterom izlaz Zeluca u crijevo karakterizira krivina koja doseze kranijalno do neposredno
nakon ulaza jednjaka u prednji dio Zeluca. Crijevo je u macke bljedice kratko. Prednji dio
crijeva macke bljedice vrlo je kratak te obuhvaca podru¢je od kaudalnog kraja pilorickog
sfinkera do prve pregrade spiralnog crijeva. Spiralno crijevo u sebi nosi brojne nabore (zaliske,
pregrade, spirale) stozastog oblika. Prijelaz spiralnog dijela crijeva u rektum karakterizira
smanjenje lumena i1 zadebljanje miSi¢nih slojeva. Rektum je kratak te zavrSava kloakom nakon

ulaska izvodnog kanala rektalne zlijezde.
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Slika 15. Probavni sustav macke bljedice. Na slici su prikazani: jednjak (1), prednji (2) i straznji (3) dio
zeluca, spiralno crijevo (4) i rektum (5).

5.1.2. Makroskopska grada probavnog sustava psa mekasa

Na Slici 16 oznaceni su dijelovi probavnog sustava psa mekasa. Jednjak psa mekasa
kratak je 1 ravan. Sluznica mu tvori uzduzne nabore koji teku prema zelucu. Na jednjaku nisu
pronadena stoZasta uzdignuéa sluznice opisana u nekih vrsta morskih pasa. Zeludac je
sifonskog oblika te se sastoji od dva dijela. Prednji dio Zeluca nastavlja se u ravnini jednjaka
te zavriava vrlo kratkim slijepim dijelom. Sirokog je lumena. Zatim Zeludac prelazi u silazni
straznji dio koji je usmjeren kranijalno. Za razliku od prednjeg dijela straznji dio Zeluca uskog
je lumena i zavrSava miSiénim pilorickim sfinkterom koji doseZe kranijalno do prednje trecine
zeluca. Crijevo je u psa mekasa kratko. Njegov prednji dio crijeva vrlo je kratak te obuhvaca
podrucje od kaudalnog kraja pilorickog sfinkera do prvog nabora spiralnog crijeva. Spiralno
crijevo u sebi nosi brojne nabore (zaliske, spirale) stoZastog oblika. Prijelaz spiralnog dijela
crijeva u rektum karakterizira smanjenje lumena i zadebljanje miSi¢nih slojeva. Rektum je

kratak te zavrSava, nakon utoka izvodnog kanala rektalne zlijezde, kloakom.
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Slika 16. Probavni sustav psa mekasa. Na slici su prikazani: jednjak (1), prednji (2) i straznji (3) dio
zeluca, spiralno crijevo (4) i rektum (5).

Tablica 3. Morfometrijsko istrazivanje probavnog sustava hrskavi¢njaca (macke bljedice i psa
mekasa).

masa ub DC

Vrsta ribe N RDC
9 (cm) (cm)
Macka bljedica 30 160,46 + 68,61 37,05+4,74 9,75+2,01 0,26 + 0,03
Pas mekas 29* 2129,31+1136,85 88,40+ 14,34 24,59 + 4 55 0,28 £ 0,04

Svi rezultati iskazani su kao aritmetitka sredina + standardna devijacija (X = SD). N — broj riba UD — ukupna
duzina tijela ribe; DC — duzina crijeva; RDC — relativna duzina crijeva.
* mjerenja i izracuni temelje Se na 29 pasa mekaSa
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5.2. Rezultati makroskopskog istrazivanja probavnog sustava kostunjaca

Masa tijela osli¢a i lastavice prasice, kao i ukupna duzina tijela (UD), duZzina crijeva

(DC) i relativna duzina crijeva (RDC) prikazane su u Tablici 4.

5.2.1. Makroskopska grada probavnog sustava osli¢a

Probavni sustav osli¢a prikazan je na Slici 17. Jednjak osli¢a kratak je 1 ravan. Sluznica
mu tvori uzduZne nabore koji teku prema Zelucu. Zeludac je oblika slova Y te se sastoji od dva
dijela. Prednji dio Zeluca ubrzo se spaja sa straznjim dijelom te se izduzuju u dugacku slijepu
vrecu. Za razliku od prednjeg dijela straznji dio zeluca je kratak, uskog lumena te zavrSava
miSi¢nim pilori¢kim sfinkterom u visini ulaza jednjaka u Zeludac. Crijevo je u osli¢a dugacko
te tvori nekoliko zavoja. S obzirom na izgled stijenke moZe se podijeliti na prednji, srednji 1
straznji dio. Prednji dio crijeva nastavlja se u srednji dio koji ima evidentno tanju stijenku 1 Siri
lumen u odnosu na prednji. Srednji dio crijeva ujedno je i najduzi te oblikuje nekoliko zavoja
unutar tjelesne Supljine. Prijelaz srednjeg u straznji dio crijeva o€ituje se smanjenjem lumena i

zadebljanjem stijenke. Straznji dio crijeva nastavlja se u rektum ¢ija je stijenka pigmentirana.

Slika 17. Probavni sustav osli¢a. Na slici su prikazani: jednjak (1), prednji (2) i straznji (3) dio zeluca,
prednji (4), srednji (5) i straznji (6) dio crijeva te rektum (7).
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5.2.2. Makroskopska grada probavnog sustava lastavice prasice

Probavni sustav lastavice prasice prikazan je na Slici 18. Jednjak lastavice prasice
kratak je i ravan. Sluznica mu tvori uzduZne nabore koji teku prema Zelucu. Zeludac je oblika
slova Y te se sastoji od dva dijela. Prednji dio Zeluca ubrzo se spaja sa straznjim dijelom te se
izduZuju u dugacku slijepu vrecu. Za razliku od prednjeg dijela straznji dio Zeluca je kratak,
uskog lumena te zavrSava miSi¢nim pilorickim sfinkterom u visini ulaza jednjaka u zeludac.
Crijevo je u lastavice prasice dugacko te tvori nekoliko zavoja. S obzirom na izgled stijenke
moze se podijeliti na prednji, srednji 1 straZznji dio. U prednji dio crijeva spaja se po nekoliko
pilorickih nastavaka (Cetiri sa svake strane). Prednji dio crijeva nastavlja se u srednji dio koji
ima vidljivo tanju stijenku i §iri lumen u odnosu na njega. Srednji dio crijeva ujedno je i najduzi
te oblikuje nekoliko zavoja unutar tjelesne Supljine. Prije prvog zavoja crijevo ide prema
straznjem dijelu ribe, zatim zavija kranijalno pa opet radi zavoj prema straznjem dijelu crijeva.
Prijelaz srednjeg u straznji dio o€ituje se smanjenjem lumena. Straznji dio crijeva nastavlja se

u rektum.

Slika 18. Probavni sustav lastavice prasice. Na slici su prikazani: jednjak (1), prednji (2) i straznji (3)
dio zeluca, piloricki nastavci (4), prednji (5), srednji (6) i straznji (7) dio crijeva te rektum (8).
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Tablica 4. Morfometrijsko istrazivanje probavnog sustava koStunjaca (osli¢a i lastavice
prasice).

Vrsta ribe N masa ub DC ubD:DC
(9) (cm) (cm)
Osli¢ 30 470,37 £62750 35,81+11,44 15,06+ 4,48 0,433+0,16

Lastavica prasica 30 703,83 +364,12 42,18+7,15 37,15+ 8,27 0,88 +0,13
Svi rezultati iskazani su kao aritmetitka sredina + standardna devijacija (X = SD). N — broj riba UD — ukupna
duzina tijela ribe; DC — duzina crijeva; RDC — relativna duzina crijeva.

5.3. Mikroskopska grada dijelova probavnog sustava hrskavi¢njaca

Stijenka probavne cijevi macke bljedice 1 psa mekaSa sastoji se od sluznice,
podsluznice, misi¢nog sloja i adventicije ili seroze. Histologija jednjaka razlicita je s obzirom
na prisutnost Leydigovog organa u podsluznici. U jednjaku su uoceni svi slojevi probavne
cijevi s iznimkom muskularis mukoze koja je u macke bljedice prisutna samo u obliku
izoliranih glatkih miSiénih stanica dok u psa mekaSa nije razvijena. U Zelucu istraZenih
hrskavi¢njaca uoceni su svi slojevi probavne cijevi. U prednjem dijelu Zeluca pokrovni epitel
utiskuje se u laminu propriju ¢ineéi Zelutane jamice. Zeluane jamice vidljive su kao plitke
udubine te ¢ine otvore ZeluCanih zlijezda. U straznjem dijelu Zlijezde su mukoznog tipa. S
obzirom na to da je izvodni kanal zu¢ovoda na nekoliko preparata utvrden na dijelu crijeva
gdje ve¢ zapocinje spiralni nabor, prednji dio crijeva tesko je razgraniciti od spiralnog crijeva,
stoga Ce rezultati biti prikazani kao opis grade spiralnog crijeva. U stijenci crijeva uoceni su
svi slojevi probavne cijevi s iznimkom da se miSi¢ni sloj sastoji samo od kruzno poredanih
miSi¢nih stanica. Spiralni nabor crijeva sastoji se od sluznice 1 podsluznice. U stijenci rektuma
muskularis mukoze nije diferencirana. Seroza svih dijelova probavne cijevi gradena je od
vezivnog tkiva i mezotela. Unutar vezivnog tkiva seroze diferencirana su kolagena, retikularna

1 elasti¢na vlakna.
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5.3.1. Mikroskopska grada probavnog sustava macke bljedice

53.1.1. Jednjak

5.3.1.1.1. Mikroskopska grada dijela jednjaka s Leydigovim organom

Slojevi jednjaka macke bljedice oznaceni su na Slici 19A. Sluznicu jednjaka ispod
Leydigovog organa oblaze epitel u tipu pseudoviSeslojnog visokoprizmati¢nog s izdancima na
povrsini stanica (Slika 20A). Izmedu epitelnih stanica smjestene su AB + PAS - jednostani¢ne
mukozne Zlijezde. Neposredno ispod bazalne lamine epitela, osim kolagenih, diferencirana su
i retikularna vlakna. PAS + bazalna membrana odvaja epitel od vezivnog tkiva. Na epitel se
nastavlja sloj vezivnog tkiva za koji je za pretpostaviti da predstavlja laminu propriju. Ostatak
lamine proprije graden je dominantno od kolagena unutar kojeg je diferenciran manji broj
elasticnih vlakana i glatke miSi¢ne stanice. Glatke miSi¢ne stanice predstavljaju muskularis
mukoze koja je u jednjaku macke bljedice prisutna samo u obliku izoliranih glatkih migi¢nih
stanica (Slika 19B). Leydigov organ ispunjava podsluznicu dijela jednjaka te je omeden tankim
slojem vezivnog tkiva (Slika 19A). Misi¢ni sloj jednjaka sastoji se od unutrasnjeg i vanjskog
sloja. Unutrasnji misi¢ni sloj graden je od glatkih misi¢nih stanica koje teku kruzno u odnosu
na uzduZnu os probavne cijevi. Vanjski misiéni sloj graden je od poprecno ispruganih misi¢nih
vlakna koja teku kruzno u odnosu uzduznu os probavne cijevi. Oko miSi¢nih stanica i vlakana
prisutan je endomizij. Endomizij, kao 1 vezivno tkivo izmedu unutrasnjeg 1 vanjskog misi¢nog
sloja gradeni su od kolagenih, elasti¢nih i retikularnih vlakana. Na pregledanim preparatima
jednjaka macke bljedice vanjska povrSina jednjaka prekrivena je dobro prokrvljenom
adventicijom gradenom od vezivnog tkiva. Unutar vezivnog tkiva diferencirana su kolagena i

elasti¢na vlakna.

5.3.1.1.2. Histologija dijela jednjaka bez Leydigovog organa

Slojevi jednjaka oznaceni su na Slici 19A. U dijelovima jednjaka u kojima Leydigov
organ nije prisutan, sluznicu jednjaka oblaze mnogoslojni kubi¢ni neorozeni epitel (Slika 20B).
Izmedu epitelnih stanica uklopljene su ve¢inom AB - PAS + i AB + PAS + te manjim dijelom

AB + PAS - jednostanicne mukozne Zlijezde. Ispod epitela vidljiva je PAS + bazalna
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membrana. Lamina proprija gradom je slicna onoj u dijelu jednjaka s Leydigovim organom s
tim da je uofen nesto veci broj retikularnih vlakana. Muskularis mukoze nije razvijena.

Podsluznica je gradena od rahlijeg vezivnog tkiva u odnosu na laminu propriju. Misiéni sloj i

adventicija gradeni su jednako kao u dijelu jednjaka s Leydigovim organom.

Slika 19. Histologija jednjaka macke bljedice (A i B). Na Slici A oznaceni su dijelovi jednjaka: pokrovni
epitel (1), lamina proprija (2), podsluznica (3), unutrasnji (4) i vanjski (5) misi¢ni sloj i adventicija (6)
te je strelicom oznacen Leydigov organ (HE). Na Slici B strelicama su oznacene glatke misi¢ne stanice
(VVG).

Slika 20. Epitel jednjaka macke bljedice (A i B). Na Slici A prikazan je pokrovni epitel u dijelu s
Leydigovim organom (HE). Na Slici B strelicom je prikazan pokrovni epitel u dijelu bez Leydigovog
organa (HE).
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53.1.2. Zeludac

5.3.1.2.1. Prednji dio Zeluca

Sluznicu prednjeg dijela Zeluca oblaze jednoslojni visokoprizmatiéni epitel s
mikrovilima (Slika 21A i 21B). Apikalni dio epitelnih stanica sadrzi pro$irenja ispunjena
mukoznim AB + PAS - te manjim dijelom AB + PAS + sekretom. Ispod epitela vidljiva je PAS
+ bazalna membrana. Lamina proprija je gradena od kolagena s dodatno diferenciranim
retikularnim vlaknima u dijelu vezivnog tkiva izmedu Zlijezda. Zelu¢ane Zlijezde sastavljene
su od jednog tipa Zljezdanih stanica. Bazalni dio stanica bazofilno je obojen dok je ostatak
citoplazme eozinofilan i ispunjen brojnim granulama (Slika 21B). Jezgre zljezdanih stanica su
svijetle, okrugle i smjestene u sredini. Na ponekim mjestima stanice su binuklearne. Ispod
zlijezda nalazi se tkivo lamine proprije gradeno dominantno od kolagenih vlakna. Muskularis
mukoze gradena je od glatkih miSi¢nih stanica. Podsluznica Zeluca gradena je od kolagenih
vlakana te su u njoj prisutni elementi krvozilnog sustava. Misi¢ni sloj Zeluca sastoji se od
debljeg unutrasnjeg kruznog i tanjeg vanjskog uzduznog sloja glatkih misi¢nih stanica. Izmedu
glatkih miSiénih stanica nalazi se mreza kolagenih vlakana unutar koje su dodatno

diferencirana retikularna i elasti¢na vlakna. Vanjska povrsina Zeluca prekrivena je serozom.

Slika 21. Histologija prednjeg dijela Zzeluca macke bljedice (A i B). Na Slici A oznaceni su dijelovi:
pokrovni epitel (1), lamina proprija (2), muskularis mukoze (3) i podsluznica (4) (MT). Na Slici B
prikazane su zelucane Zlijezde (HE).
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5.3.1.2.2. Straznji dio zeluca

Grada straznjeg dijela zeluca prikazana je na Slici 22. Sluznicu straznjeg dijela zeluca
oblaze jednoslojni visokoprizmati¢ni epitel s mikrovilima. Apikalni dio epitelnih stanica sadrzi
prosirenja ispunjena AB + PAS - i AB + PAS + mukoznim sekretom. Epitel se nastavlja u
tubulusne mukozne zlijezde. Neposredno ispod bazalne lamine epitela, osim kolagenih,
diferencirana su i retikularna vlakna. Epitel od vezivnog tkiva odvaja PAS + bazalna
membrana. Lamina proprija je gradena od vezivnog tkiva. Muskularis mukoze gradom je
jednaka kao u prednjem dijelu s tim da je u straznjem dijelu deblja. Podsluznica, miSiéni sloj i
seroza straznjeg dijela gradom su sli¢ni navedenim slojevima u prednjem dijelu zeluca. U dijelu
pilorickog sfinktera proprija i muskularis mukoze nisu razvijene. Na navedenom dijelu
preparata dominira vezivno tkivo izmedu kojeg su uklopljene glatke miSi¢ne stanice koje se

vide u razli¢itim presjecima. MiSiéni su slojevi izrazito zadebljali.

v
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Slika 22. Histologija straznjeg dijela Zeluca macke bljedice. Na Slici su oznaceni dijelovi: pokrovni
epitel koji se utiskuje u laminu propriju (1), muskularis mukoze (2), podsluznica (3) unutrasnji (4) i
vanjski (5) misi¢ni sloj i seroza (6) (HE).

5.3.1.3.  Spiralno crijevo

Slojevi spiralnog crijeva macke bljedice oznaceni su na Slici 23B. Sluznicu spiralnog
crijeva oblaze jednoslojni visokoprizmati¢ni epitel s mikrovilima. Izmedu epitelnih stanica
smjestene su vréaste stanice S AB + PAS -, AB + PAS + te AB - PAS + sekretom. Neposredno
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ispod bazalne lamine epitela, osim kolagenih, diferencirana su i retikularna vlakna. Epitel od
lamine proprije odvaja PAS + bazalna membrana. Lamina proprija je gradena od rahlog
vezivnog tkiva. Muskularis mukoze gradena je od glatkih miSi¢nih stanica. Podsluznica je
gradena od guscéeg vezivnog tkiva. MiSi¢ni sloj spiralnog dijela crijeva sastoji se ve¢inom Samo
od kruznog sloja glatkih miSi¢nih stanica. UnutraSnji miSi¢ni sloj nije jednoliko razvijen na
svim dijelovima. Izmedu glatkih miSi¢nih stanica nalazi se vezivno tkivo gradeno od kolagenih,

retikularnih i elasticnih vlakna. Vanjska povrSina prekrivena je serozom. Nabori spiralnog

crijeva sastoje se od sluznice i podsluznice (Slika 23A).

Slika 23. Histologija spiralnog crijeva macke bljedice (A i B). Slika A prikazuje generalnu gradu
stijenke i spiralnog nabora (MT). Na Slici B oznaéeni su dijelovi: pokrovni epitel (1), lamina proprija
(2), muskularis mukoze (3), podsluznica (brojka 4, strelica), unutras$nji misiéni sloj (5) i seroza (6)
(VVG).

5.3.1.4. Rektum

Slojevi rektuma oznaeni su na Slici 24B. Sluznicu rektuma oblaze epitel u tipu
pseudoviseslojnog visokoprizmaticnog. Izmedu epitelnih stanica smjestene su jednostani¢ne
mukozne zlijezde s AB + PAS - sekretom. Muskularis mukoze nije vidljiva, stoga lamina
proprija i podsluznica ¢ine jedinstveni sloj vezivnog tkiva. Unutar tog sloja vezivnog tkiva
diferencirana su kolagena, elasti¢na i retikularna vlakna te je vidljiva pokoja miSi¢na stanica.
Misi¢ni sloj rektuma sastoji se od unutra$njeg kruznog i vanjskog uzduznog sloja glatkih
miSi¢nih stanica. Izmedu miSi¢nih stanica nalaze se kolagena, retikularna 1 elasti¢na vlakna.

Na pregledanim preparatima rektuma macke bljedice vanjska je povrsina prekrivena serozom.
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Slika 24. Histologija rektuma macke bljedice (A i B). Slika A prikazuje generalnu gradu stijenke
rektuma (HE). Na Slici B oznaceni su dijelovi: pokrovni epitel (1), proprija — podsluznica (2), unutrasnji
misiéni sloj (3) (VVG).

5.3.2. Mikroskopska grada probavnog sustava psa mekasa

5.3.2.1. Jednjak

5.3.2.1.1. Mikroskopska grada dijela jednjaka s Leydigovim organom

Slojevi jednjaka psa mekaSa oznaCeni su na Slici 25. Sluznicu jednjaka ispod
Leydigovog organa oblaze epitel u tipu pseudoviSeslojnog visokoprizmati¢nog s izdancima na
povrsini stanica (Slika 26A). Izmedu stanica epitela vidljive su jednostani¢ne mukozne zlijezde
s AB + PAS - sekretom. Manji dio Zlijezda sadrzi AB + PAS + i AB - PAS + sekret. Neposredno
ispod bazalne lamine epitela, osim kolagenih, diferencirana su i retikularna vlakna. Epitel od
lamine proprije odvaja PAS + bazalna membrana. Epitel zavrsnog dijela jednjaka prema zelucu
snizava se prema jednoslojnom visokoprizmaticnom te u tom dijelu nedostaju mukozne
zlijezde. Na pokrovni epitel nastavlja se sloj vezivnog tkiva, za koji je za pretpostaviti da
predstavlja laminu propriju. Lamina proprija gradena je dominantno od snopova kolagenih
vlakna. Glatke miSi¢ne stanice muskularis mukoze nisu uoc¢ene. Podsluznica jednjaka gradena
je od rahlijeg vezivnog tkiva u odnosu na laminu propriju. Omeden krvnim zilama u
podsluznici se nalazi Leydigov organ. MiSi¢ni sloj jednjaka sastoji se od unutras$njeg i vanjskog
sloja miSi¢nog tkiva. Unutrasnji misi¢ni sloj graden je od glatkih miSi¢nih stanica koje teku
kruzno u odnosu na uzduznu os probavne cijevi. Vanjski miSi¢ni sloj graden je od poprec¢no

ispruganih misi¢nih vlakana koja teku uzduzno u odnosu na istu os probavne cijevi. Endomizij,
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kao 1 vezivno tkivo izmedu unutras$njeg i vanjskog misi¢nog sloja gradeni su od kolagenih,
clasti¢nih i retikularnih vlakana. Na pregledanim preparatima vanjska povrSina jednjaka

prekrivena je serozom.

5.3.2.1.2. Histologija dijela jednjaka bez Leydigovog organa

Sluznicu jednjaka bez Leydigovog organa oblaze mnogoslojni kubi¢ni neoroZeni epitel
(Slika 26B). Izmedu epitelnih stanica vidljive su brojne jednostani¢ne mukozne zlijezde s AB
+ PAS - te manjim dijelom AB + PAS + i AB - PAS - sekretom. Ispod epitela vidljiva je PAS
+ bazalna membrana. Lamina proprija je gradena sli¢no onoj u dijelu jednjaka s Leydigovim
organom. Muskularis mukoze nije razvijena. Podsluznica je gradena od vezivnog tkiva
(kolagena i elasti¢na vlakna). MiSi¢ni sloj i seroza gradeni su jednako kao u dijelu s

Leydigovim organom.

Slika 25. Histologija jednjaka psa mekasa (A i B). Na Slici A oznaceni su dijelovi jednjaka: pokrovni
epitel (1), lamina proprija (2), podsluznica (3) te je strelicom oznaéen Leydigov organ (HE). Na Slici
B oznacena je podsluznica (1), unutrasnji (2) i vanjski (3) misi¢ni sloj; crnom je strelicom oznacen

Leydigov organ, a streli¢astim vrhovima elasti¢na vlakna (VVG).
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Slika 26. Epitel jednjaka psa mekasa (A i B). Na Slici A prikazan je pokrovni epitel u dijelu s
Leydigovim organom, a na Slici B epitel dijela bez Leydigovog organa (HE).

5.3.2.2. Zeludac

5.3.2.2.1. Prednji dio Zeluca

Grada prednjeg dijela Zeluca psa mekasa prikazana je na Slici 27. Sluznicu prednjeg
dijela Zeluca oblaze jednoslojni visokoprizmati¢ni epitel s mikrovilima. Apikalni dio epitelnih
stanica sadrzi prosirenja ispunjena mukoznim AB + PAS - te manjim dijelom AB - PAS + te
AB + PAS + sekretom. Lamina proprija je gradena od kolagena s dodatno diferenciranim
retikularnim vlaknima u dijelu vezivnog tkiva izmedu Zlijezda. Zelu¢ane Zlijezde sastavljene
su od jednog tipa zljezdanih stanica koje su bipolarno obojene. Bazalni dio stanica bazofilno
je obojen dok je vr$ni dio citoplazme stanice obojen eozinofilno (Slika 27B). Jezgre zljezdanih
stanica su svijetle, okrugle i smjestene u sredini stanica. Unutar jezgri izrazene su jezgrice. Na
ponekim mjestima stanice su binuklearne. Ispod Zlijezda nalazi se tkivo lamine proprije
gradeno dominantno od kolagenih vlakna. Muskularis mukoze dobro je razvijena te je gradena
od glatkih miSi¢nih stanica koje su rasporedene u nekoliko slojeva. Podsluznica zeluca gradena
je od kolagenih vlakna te se u njoj prisutne krvne Zile. U dijelu podsluznice prema misi¢cnom
sloju diferencirana je veca koli¢ina elasticnih vlakna. Misi¢ni sloj sastoji se od debljeg
unutrasnjeg sloja i tanjeg vanjskog sloja glatkih miSiénih stanica. Unutra$nji mi$i¢ni sloj
smjesten je kruzno, a vanjski uzduzno u odnosu na uzduznu os probavne cijevi. Izmedu glatkih
miSi¢nih stanica nalazi se mreza kolagenih vlakana u kojoj su dodatno diferencirana elasti¢na

i retikularna vlakna. Vanjska povrsina Zeluca prekrivena je serozom.
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Slika 27. Histologija prednjeg dijela Zeluca psa mekasa (A i B). Na Slici A oznaceni su dijelovi:
pokrovni epitel (1), lamina proprija (2), tracci vezivnog tkiva izmedu Zlijezda (strelicasti vrhovi),
muskularis mukoze (3), podsluznica (4), unutrasnji miSi¢ni sloj (5) (MT). Na Slici B prikazane su
zelucane zlijezde (HE).

5.3.2.2.2. Straznji dio Zeluca

Grada straznjeg dijela zeluca prikazana je na Slici 28. Sluznicu straznjeg dijela zeluca
oblaze jednoslojni visokoprizmati¢ni epitel s mikrovilima. Apikalni dio epitelnih stanica sadrzi
prosirenja ispunjena AB + PAS - i AB + PAS + mucinima. Epitel se nastavlja u tubulusne
mukozne Zlijezde. Neposredno ispod bazalne lamine epitela, osim kolagenih, diferencirana su
i retikularna vlakna. Epitel od lamine proprije odvaja PAS + bazalna membrana. Lamina
proprija je tanka i gradena od kolagenih vlakana. Odvojena je od podsluznice dobro razvijenom
muskularis mukozom (Slika 28A). Podsluznica, misi¢ni sloj i seroza straznjeg dijela gradom
su sli¢ni istim slojevima u prednjem dijelu Zeluca. U dijelu pilorickog sfinktera u slojevima
vezivnog tkiva vidljive su glatke miSi¢ne stanice i elasti¢na vlakna. Veca pojavnost elasti¢nih

vlakana uocena je i u unutra$njem dijelu miSi¢nog sloja koji je valovit i izrazito zadebljao.
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Slika 28. Histologija straznjeg dijela zeluca psa mekasa (A i B). Na Slici A streli¢astim vrhovima
oznacena je muskularis mukoze (VVG). Na Slici B zvjezdicom je naznacen unutra$nji misiéni sloj
pilori¢kog sfinktera (HE).

5.3.2.3.  Spiralno crijevo

Slojevi spiralnog crijeva oznaceni su na Slici 29A. Sluznicu crijeva oblaze jednoslojni
visokoprizmati¢ni epitel s mikrovilima. Izmedu epitelnih stanica smjeStene su jednostani¢ne
mukozne zlijezde s AB + PAS - i AB + PAS + te manjim dijelom AB - PAS + sekretom.
Neposredno ispod bazalne lamine epitela, osim kolagenih, diferencirana su i retikularna vlakna.
Epitel od lamine proprije odvaja PAS + bazalna membrana. Lamina proprija je gradena od
rahlog vezivnog tkiva u kojem dominiraju brojni stani¢ni elementi. U crijevu psa mekasSa ispod
lamine proprije uocen je gusti fibrozni sloj (stratum compactum) graden od snopova kolagenih
vlakna. Muskularis mukoze vrlo je dobro razvijena te je gradena od nekoliko slojeva glatkih
misi¢nih stanica. Podsluznica je gradena od kolagenih vlakana i dobro je prokrvljena. Misi¢ni
sloj crijeva ve¢inom se sastoji samo od kruznog sloja glatkih miSi¢nih stanica. Unutrasnji
misiéni sloj nije jednoliko razvijen na svim dijelovima. Izmedu glatkih misi¢nih stanica
diferencirana su kolagena 1 elasti¢na vlakna. Vanjska povrSina crijeva prekrivena je serozom.

Nabori spiralnog crijeva sastoje se od sluznice i podsluznice (Slika 29B).
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Slika 29. Histologija spiralnog crijeva psa mekasa (A i B). Na Slici A oznaceni su dijelovi: pokrovni
epitel (1), lamina proprija (2), stratum compactum (3), muskularis mukoze (4), zu¢ovod u podsluznici
(5), unutrasnji misiéni sloj (6) i seroza (7) (VVG). Na Slici B prikazana je grada nabora (VVG).

5.3.2.4. Rektum

Slojevi rektuma oznaceni su na Slici 30A. Sluznicu rektuma oblaze epitel u tipu
mnogoslojnog plocastog neorozenog epitela (Slika 30B). Izmedu povrsinskih slojeva stanica
nalaze se jednostanicne mukozne zlijezde i1 kubi¢ne stanice. Mukozne Zlijezde sadrZe veéim
dijelom AB + PAS - te manjim dijelom AB + PAS + i AB - PAS + sekret. Muskularis mukoze
nije vidljiva, stoga lamina proprija i podsluznica ¢ine jedinstveni sloj vezivnog tkiva. Unutar
tog sloja vezivnog tkiva diferencirana su kolagena, elasti¢na 1 retikularna vlakna te je vidljiva
pokoja miSi¢na stanica. MiSi¢ni sloj rektuma sastoji se od unutra$njeg kruznog i vanjskog
uzduznog sloja glatkih mi$iénih stanica. Izmedu misi¢nih stanica nalazi se vezivno tkivo u
kojem su diferencirana kolagena, retikularna i elasti¢na vlakna. Na pregledanim preparatima

rektuma psa mekasa vanjska povrsina prekrivena je serozom.
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Slika 30. Histologija rektuma psa mekasa (A i B). Na Slici A oznaceni su dijelovi: pokrovni epitel (1),
lamina proprija — podsluznica (2), misi¢ni slojevi (3) i seroza (4) (VVG). Na Slici B prikazan je epitel
rektuma (HE).

5.4. Mikroskopska grada dijelova probavnog sustava kostunjaca

Stijenka probavne cijevi osli¢a i lastavice prasice sastoji se od sluznice, podsluznice,
misi¢nog sloja i adventicije ili seroze. U stijenci jednjaka uoceni su svi slojevi probavne cijevi
s iznimkom muskularis mukoze. U stijenci zeluca istrazenih kostunjaca uoceni su svi slojevi
probavne cijevi. Sluznica Zeluca sastoji se od pokrovnog epitela, lamine proprije i muskularis
mukoze. U prednjem dijelu Zeluca pokrovni epitel utiskuje se u laminu propriju ¢ine¢i Zelu¢ane
jamice. Zelu¢ane jamice vidljive su kao plitke udubine te ¢ine otvore Zelu¢anih Zlijezda. U
straznjem dijelu Zlijezde su mukoznog tipa. U stijenci crijeva uo¢eni su svi slojevi probavne
cijevi s iznimkom muskularis mukoze koja nedostaje. S obzirom na lokaciju, promjer lumena
1 histologiju crijevo je podijeljeno na prednji, srednji 1 straznji dio. U stijenci rektuma takoder
izostaje muskularis mukoze. U osli¢a se lamina proprija razlikuje od podsluznice s obzirom na
tip vezivnog tkiva dok su u lastavice prasice spojene u jedinstveni sloj vezivnog tkiva. Seroza
svih dijelova probavne cijevi gradena je od vezivnog tkiva i mezotela. Unutar vezivnog tkiva
seroze diferencirana su kolagena, retikularna i elasticna vlakna. U lastavice prasice u svim
dijelovima probavnog sustava gradenih od vezivnog tkiva uocene su brojne stanice Cije se

granule VVG metodom bojenja boje ljubicasto-Crno.
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54.1. Mikroskopska grada probavnog sustava osli¢a

5411 Jednjak

Slojevi jednjaka osli¢a oznaceni su na Slici 31. Sluznicu jednjaka oblaze mnogoslojni
plocasti neorozeni epitel. [zmedu povrSinski smjeStenih epitelnih stanica prisutne su brojne
jednostani¢ne mukozne Zlijezde S AB + PAS - sekretom. Neposredno ispod bazalne lamine
epitela, osim kolagenih, diferencirana su i retikularna vliakna. Epitel od lamine proprije odvaja
PAS + bazalna membrana. Lamina proprija je gradena od gustog vezivnog tkiva. Unutar gustog
vezivnog tkiva dominiraju kolagena vlakna te je uocljivo pokoje elasticno vlakno. Iako
muskularis mukoze nije uocena, lamina proprija i podsluznica razlikuju se prema tipu vezivnog
tkiva u uzem smislu od kojeg su gradene. Podsluznica jednjaka gradena je od rahlijeg vezivnog
tkiva u odnosu na laminu propriju i dobro je prokrvljena. Misi¢ni sloj jednjaka sastoji se od
unutrasnjeg i vanjskog sloja misi¢nog tkiva. Unutrasnji i vanjski miSiéni sloj gradeni su od
popre¢no ispruganih misi¢nih vlakana. Vlakna unutrasnjeg misi¢nog sloja teku kruzno, a
vanjskog misiénog sloja uzduzno u odnosu na uzduznu os probavne cijevi. Endomizij, kao 1
vezivno tkivo izmedu unutra$njeg i1 vanjskog miSi¢nog sloja gradeni su od kolagenih i
retikularnih vlakana. Na pregledanim preparatima jednjaka osli¢a vanjska povr$ina prekrivena

je serozom.
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Slika 31. Histologija jednjaka osli¢a. Na slici su oznaceni dijelovi stijenke: pokrovni epitel (1), lamina
proprija (2), podsluznica (3) i unutranji misiéni sloj (4) (HE).
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5.4.1.2. Zeludac

5.4.1.2.1. Prednji dio Zeluca

Slojevi stijenke prednjeg dijela Zeluca oslic¢a prikazani su na Slici 32A. Nabori prednjeg
dijela Zeluca sastavljeni su od sluznice 1 podsluznice. Sluznicu prednjeg dijela Zeluca oblaze
jednoslojni visokoprizmati¢ni epitel s mikrovilima. U nekih jedinki u vr§nom dijelu epitelnih
stanica uocen je AB - PAS + sekret. Lamina proprija je gradena od kolagenih s dodatno
diferenciranim retikularnim vlaknima izmedu Zelu¢anih Zlijezda (Slika 32B). Zelugane Zlijezde
sastavljene su od jednog tipa Zljezdanih stanica. Jezgra Zljezdanih stanica je svijetla, okrugla i
smjestena blize bazalnom dijelu stanice. Ispod Zlijezda nalazi se tkivo lamine proprije gradeno
dominantno od kolagenih vlakana. Muskularis mukoze gradena je od glatkih misi¢nih stanica.
Podsluznica Zeluca gradena je od kolagenih vlakana te se u njoj prisutni elementi krvozilnog
sustava. MiSi¢ni sloj Zeluca sastoji se od unutraSnjeg 1 vanjskog sloja glatkih misiénih stanica.
Unutrasnji sloj je deblji i u njemu stanice teku kruzno, a vanjski je tanji te se sastoji od uzduzno
poredanih miSiénih stanica. Vezivno tkivo izmedu miSiénih stanica te ono koje odvaja
unutrasnji od vanjskog misi¢nog sloja gradeno je od kolagenih i retikularnih vlakna. Vanjska
povrsina zeluca prekrivena je serozom. U vecine riba u serozi nalaze se melanosomi. U jedne

ribe melanosomi su takoder utvrdeni u podsluznici, kao i u vezivnom tkivu izmedu miSi¢nih

slojeva.

Slika 32. Histologija prednjeg dijela zeluca osli¢a (A i B). Na Slici A oznaceni su dijelovi stijenke:
pokrovni epitel (1), lamina proprija (2), muskularis mukoze (3) i podsluznica (4) (HE). Na Slici B
strelicama su oznacena crno obojena retikularna vlakna izmedu Zzelucanih Zlijezda i u endomiziju
glatkih miSiénih stanica (RK).
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5.4.1.2.2. Straznji dio zeluca

Grada straznjeg dijela zeluca prikazana je na Slici 33. Sluznicu straznjeg dijela zeluca
oblaze jednoslojni visokoprizmati¢ni epitel s mikrovilima. Epitel se nastavlja u tubulusne
mukozne Zlijedze. Neposredno ispod bazalne lamine epitela, osim kolagenih, diferencirana su
i retikularna vlakna. Epitel od lamine proprije odvaja PAS + bazalna membrana. Glatke misi¢ne
stanice lamine muskularis mukoze odvajaju vezivno tkivo lamine proprije od vezivnog tkiva
podsluznice. Podsluznica, misiéni sloj i seroza straznjeg dijela gradom su sli¢ni istim slojevima
u prednjem dijelu Zeluca. U dijelu pilorickog sfinktera lamina proprija i muskularis mukoze
nisu uocene. Na navedenom dijelu dominira vezivno tkivo izmedu kojeg su uklopljene glatke

misi¢ne stanice koje se vide u razli¢itim presjecima. MiSiéni su slojevi izrazito zadebljali.

Slika 33. Histologija straznjeg dijela Zeluca osli¢a. Na slici su oznaceni dijelovi stijenke: pokrovni epitel
(1), lamina proprija (2), muskularis mukoze (3) i podsluznica (4) (HE).

5.4.1.3. Crijevo

5.4.1.3.1. Prednji dio crijeva

Grada prednjeg dijela crijeva prikazana je na Slici 34A. Prednji dio crijeva uzeg je

lumena te se histoloski uo¢avaju prosireni i nizi nabori. Sluznicu prednjeg dijela crijeva oblaze

jednoslojni visokoprizmatic¢ni epitel s mikrovilima. Izmedu epitelnih stanica prisutne su
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jednostani¢ne mukozne Zlijezde koje sadrze AB + PAS - sekret. Neposredno ispod bazalne
lamine epitela, osim kolagenih, diferencirana su i retikularna vlakna. Epitel od lamine proprije
odvaja PAS + bazalna membrana. Lamina proprija je gradena od rahlog vezivnog tkiva. U njoj
dominiraju brojne stanice s malom koli¢inom kolagenih vlakana medu njima. Muskularis
mukoze nije prisutna, stoga gusto vezivno tkivo podsluznice nalijeze direktno na rahlo vezivno
tkivo proprije. Slojevi vezivnog tkiva bolje su razvijeni u odnosu na ostale dijelove crijeva.
Misi¢ni sloj prednjeg crijeva dobro je razvijen te se sastoji se od unutra$njeg kruznog i vanjskog
uzduznog sloja glatkih misi¢nih stanica. Izmedu glatkih miSi¢nih stanica prisutna su kolagena

i retikularna vlakna. Vanjska povrSina prekrivena je serozom.

5.4.1.3.2. Srednji dio crijeva

Grada srednjeg dijela crijeva prikazana je na Slici 34B. Srednji dio crijeva debljeg je
lumena te se histoloski vide nabori koji su nekoliko puta visi od onih u prednjem 1 straznjem
dijelu. Sluznica, podsluznica, misi¢ni sloj i seroza gradeni su jednako kao u prednjem dijelu
crijeva. Uoceno je nekoliko razlika. Slojevi vezivnog tkiva tanji su u odnosu na prednji dio
crijeva. U misi¢énom sloju diferencirana su elasti¢na vlakna te je unutra$nji sloj tanji u odnosu

na unutras$nji misicni sloj prednjeg dijela crijeva.

5.4.1.3.3. Straznji dio crijeva

Grada straznjeg dijela crijeva prikazana je na Slici 34C. Straznji dio crijeva ima promjer
lumena sli¢an prednjem dijelu, ali su nabori visinom izmedu prednjeg i straznjeg dijela.
Sluznica, podsluznica, misi¢ni sloj i seroza straznjeg dijela crijeva gradeni su jednako kao u
prednjem dijelu. Jedine uocene razlike su da je muskularis mukoze identificirana u nekih riba

te da su miSicni slojevi bolje razvijeni.

75



Slika 34. Histologija crijeva osli¢a (A, B i C). Na Slici A oznaceni su dijelovi stijenke prednjeg dijela
crijeva: pokrovni epitel (1), lamina proprija (2), podsluznica (3), unutrasnji (4) i vanjski (5) mi$iéni
slojevi i seroza (6) (HE). Na Slici B zvjezdicom je oznacen tanji sloj vezivnog tkiva srednjeg dijela
crijeva (HE). Na Slici C prikazana je grada straznjeg dijela crijeva (HE).

54.1.4. Rektum

Grada rektuma prikazana je na slikama 35A i 35B. Sluznicu rektuma oblaze epitel u
tipu pseudoviseslojnog visokoprizmaticnog s mikrovilima. Jednostani¢ne mukozne Zlijezde
rektuma brojnije su u odnosu na one u drugim dijelovima crijeva te su ispunjene AB + PAS -
sekretom. Neposredno ispod bazalne lamine epitela, osim kolagenih, diferencirana su i
retikularna vlakna. Epitel od lamine proprije odvaja PAS + bazalna membrana. Lamina proprija
je gradena od rahlog vezivnog tkiva. U njoj dominiraju brojne stanice s manjom koli¢inom
kolagenih vlakana. Muskularis mukoze nije prisutna, stoga gusto vezivno tkivo podsluznice
direktno nalijeze na rahlo vezivno tkivo lamine proprije. Slojevi vezivnog tkiva bolje su

razvijeni u odnosu na ostale dijelove crijeva. Izmedu glatkih miSi¢nih stanica nalazi se vezivno
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tkivo (kolagena i retikularna vlakna). Na pregledanim preparatima probavnog sustava osli¢a

vanjska povrsina rektuma prekrivena je serozom. Seroza rektuma je pigmentirana.

Slika 35. Histologija rektuma osli¢a (A i B). Slika A prikazuje popreéni presjek rektuma (HE). Na Slici
B oznaceni su dijelovi stijenke: pokrovni epitel (1), lamina proprija (2), podsluznica (3), unutrasnji (4)
i vanjski (5) misi¢ni sloj, seroza (6) (HE).

54.2. Mikroskopska grada probavnog sustava lastavice prasice

5.4.2.1. Jednjak

Grada jednjaka lastavice prasice prikazana je na Slikama 36A i 36B. Nabori jednjaka
sastavljeni su od epitela i vezivnog tkiva. Sluznicu jednjaka do spoja s prednjim dijelom Zeluca
oblaze mnogoslojni plocasti neoroZeni epitel. [zmedu povrSinski smjeStenih epitelnih stanica
prisutne su brojne jednostani¢ne mukozne Zlijezde koje sadrze AB + PAS - te ponegdje AB +
PAS + sekret. Ispod epitela jednjaka vidljiva je PAS + bazalna membrana. lako su na pojedinim
mjestima vidljive glatke miSi¢ne stanice za koje je za pretpostaviti da pripadaju muskularis
mukozi, razlika u gradi vezivnog tkiva lamine proprije i vezivnog tkiva podsluznice nije
vidljiva. Taj sloj vezivnog tkiva graden je od kolagenih i retikularnih vlakana te mnogo
elasticnih vlakana. U dijelu vezivnog tkiva prema misi¢nom sloju nalaze se brojne stanice ¢ije
su se granule VVG metodom bojenja obojile ljubicasto. MiSi¢ni sloj jednjaka sastoji se od
unutras$njeg i1 vanjskog sloja miSi¢nog tkiva. Unutrasnji i vanjski miSiéni slojevi gradeni su od

popre¢no ispruganih misiénih vlakna. Vlakna unutrasnjeg misi¢nog sloja teku kruzno, a
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vanjskog uzduzno u odnosu na uzduznu os probavne cijevi. Endomizij, kao i vezivno tkivo
izmedu vlakna te ono izmedu miSi¢nih slojeva gradeno je od kolagenih i retikularnih vlakana.
Na pregledanim preparatima probavnog sustava lastavice prasice vanjska povrsina prednjeg
dijela jednjaka prekrivena je adventicijom. Unutar vezivnog tkiva diferencirana su kolagena,
elasti¢na i retikularna vlakna te brojne stanice ¢ije su se granule VVG metodom bojenja obojile
ljubicasto (Slika 37A i 37B). Na pregledanim preparatima sluznica straznjeg dijela jednjaka

gradena je od jednoslojnog visokoprizmati¢nog epitela bez jednostani¢nih mukoznih zlijezda

te je izvana prekrivena serozom.

Slika 36. Histologija jednjaka lastavice prasice (A i B). Na Slici A oznaceni su dijelovi stijenke:
pokrovni epitel (1), lamina proprija — podsluznica (2), glatke miSi¢ne stanice (3) (HE). Na Slici B
zvjezdicom je oznacen unutra$nji misi¢ni sloj, a streliCastim vrhom elasti¢na vlakna (VVG).

Slika 37. Prikaz stanica u vezivhom tkivu jednjaka lastavice prasice (A i B). Na Slici A strelicama su
oznacene pronadene stanice u jednjaku (HE). Na Slici B strelicastim vrhovima oznacene su iste stanice
prikazane drugom metodom bojenja, dok su strelicom oznaéena elasti¢na vlakna (VVG).
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5.4.2.2. Zeludac

5.4.2.2.1. Prednji dio Zeluca

Grada prednjeg dijela Zeluca prikazana je na Slici 38. Sluznicu prednjeg dijela Zeluca
oblaze jednoslojni visokoprizmati¢ni epitel s mikrovilima. U citoplazmi epitelnih stanica
uocene su PAS + granule. Lamina proprija gradena je od kolagenih i retikularnih vlakna te je
ispunjena zelucanim Zlijezdama. Mukozne stanice ispunjene su AB + PAS - sekretom. Na
prijelazu prema tijelu Zlijezde stanice sadrze AB + PAS + sekret. Muskularis mukoze gradena
je od glatkih mi$iénih stanica. Podsluznica zeluca gradena je od kolagenih i elasti¢nih vlakana
te je dobro prokrvljena. U podsluznici se nalaze brojne stanice ¢ije su se granule VVG metodom
obojile ljubicasto. Misiéni sloj zeluca (osim na spoju s jednjakom) sastoji se od debljeg
unutra$njeg i tanjeg vanjskog sloja glatkih miSi¢nih stanica. Vezivno tkivo izmedu glatkih
miSi¢nih stanica te ono koje odvaja unutrasnji od vanjskog miSi¢nog sloja gradeno je od
kolagenih, retikularnih i elasti¢nih vlakana. Vanjska povrSina Zeluca prekrivena je serozom.
Unutar vezivnog tkiva seroze takoder se nalaze stanice ¢ije su se granule VVG metodom

obojile ljubicasto.

oo

B O L B e P

Slika 38. Histologija prednjeg dijela Zzeluca osli¢a. Na slici su oznaceni dijelovi stijenke: pokrovni epitel
(1), lamina proprija (2), muskularis mukoze (strelice) i podsluznica (3) (HE).
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5.4.2.2.2. Straznji dio zeluca

Grada straznjeg dijela zeluca prikazana je na Slici 39. Sluznicu straznjeg dijela zeluca
oblaze jednoslojni visokoprizmati¢ni epitel s mikrovilima. Epitel se nastavlja u tubulusne
mukozne Zlijezde. Neposredno ispod bazalne lamine epitela, osim kolagenih, diferencirana su
i retikularna vlakna. Lamina proprija je tanka dok je muskularis mukoze dobro razvijena.
Podsluznica, miSicni sloj i seroza straznjeg dijela zeluca nemaju posebnosti i gradom su sli¢ni
istim slojevima u prednjem dijelu Zeluca. Unutar vezivnog tkiva nalaze se stanice Cije su se
granule VVG metodom obojile ljubi¢asto. U misi¢énom sloju uoceno je poneko elasti¢no
vlakno. Misi¢ni sloj je zadebljao te se sastoji od miSi¢nih stanica orijentiranih koso u odnosu
na uzduznu os probavne cijevi. U dijelu pilorickog sfinktera manje je uocljiva razlika izmedu
slojeva gradenih od vezivnog tkiva, svi miSiéni slojevi su dodatno zadebljali te su uocena

brojnija elasticna vlakna i Ziv€ani ogranci. Vezivno tkivo seroze pojacane je celularnosti.

_ 200 um

Slika 39. Histologija straznjeg dijela Zeluca lastavice prasice. Na slici su oznaceni dijelovi stijenke:
pokrovni epitel (1), lamina proprija (2), muskularis mukoze (3) (HE).

5.4.2.3.  Pilori¢ki nastavci

Grada pilorickih nastavaka prikazana je na Slici 40. Sluznicu prednjeg dijela pilorickih
nastavaka oblaZe jednoslojni visokoprizmati¢ni epitel s mikrovilima. Izmedu epitelnih stanica
prisutne su malobrojne jednostani¢ne mukozne Zlijezde koje sadrze AB + PAS - te manjim
dijelom AB + PAS + sekret. Lamina proprija je gradena od rahlog vezivnog tkiva. U njoj
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dominiraju brojne stanice s manjom koli¢inom kolagenih i retikularnih vlakana. Muskularis
mukoze nije prisutna, stoga podsluznica direktno nalijeze na laminu propriju. Podsluznica je
gradena od gustog vezivnog tkiva. Unutar tog gustog vezivnog tkiva diferencirana su kolagena
i retikularna vlakna. Misiéni sloj sastoji se od unutrasnjeg kruznog i vanjskog uzduznog sloja
glatkih misi¢nih stanica. Izmedu glatkih miSi¢nih stanica nalazi se vezivno tkivo gradeno od
kolagenih, retikularnih i elasti¢nih vlakana. Vanjska povrsina prekrivena je serozom. Unutar

vezivnog tkiva nalaze se stanice ¢ije su se granule VVG metodom obojile ljubicasto.

Slika 40. Histologija pilorickih nastavaka lastavice prasice. Na slici su oznaceni dijelovi stijenke:
pokrovni epitel (1), lamina proprija (2), podsluznica (3), misi¢ni slojevi (4) te je streliCastim vrhom
oznacena seroza (VVGQ).

5.4.2.4. Crijevo

S obzirom na anatomsku lokaciju, promjer lumena i histologiju crijevo je podijeljeno

na prednji, srednji 1 straznji dio.

5.4.2.4.1. Prednji dio crijeva

Grada prednjeg dijela crijeva prikazana je na Slici 41A. Prednji dio crijeva uzeg je
lumena te se histoloski vide tanki nabori. Sluznicu prednjeg dijela crijeva oblaze jednoslojni

visokoprizmati¢ni epitel s mikrovilima. Izmedu epitelnih stanica prisutne su jednostani¢ne
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mukozne zlijezde koje sadrze AB + PAS - te manjim dijelom AB + PAS +i AB - PAS + sekret.
Lamina proprija je gradena od rahlog vezivnog tkiva. U njoj dominiraju brojne stanice s
manjom malom koli¢inom kolagena. Muskularis mukoze nije prisutna, stoga gusto vezivno
tkivo podsluznice direktno nalijeze na rahlo vezivno tkivo proprije. U slojevima vezivnog tkiva
osim kolagena dodatno su diferencirana i retikularna vlakna. Misi¢ni sloj dobro je razvijen te
se sastoji se od unutrasnjeg kruznog i vanjskog uzduznog sloja glatkih misi¢nih stanica. Izmedu
glatkih miSi¢nih stanica nalaze se brojna kolagena, retikularna i elasti¢na vlakna. Vanjska
povrsina prekrivena je serozom. Unutar vezivnog tkiva prednjeg dijela crijeva nalaze se stanice

¢ije su se granule VVG metodom obojile ljubicasto.

5.4.2.4.2. Srednji dio crijeva

Grada srednjeg dijela crijeva prikazana je na Slici 41B. Srednji dio crijeva debljeg je
lumena te ima nabore koji su nesto Siri od onih u prednjem dijelu. Slojevi vezivnog tkiva i
miSiéni slojevi deblji su u odnosu na prednji dio crijeva. Sluznica, podsluznica, miSi¢ni sloj 1
seroza srednjeg dijela crijeva gradeni su uglavnom jednako kao u prednjem dijelu. Mukozne
zlijezde srednjeg dijela, za razliku od onih u prednjem dijelu, ve¢inom sadrze AB + PAS + te

manjim dijelom AB + PAS - i AB - PAS + sekret.

5.4.2.4.3. Straznji dio crijeva

Grada straznjeg dijela crijeva prikazana je na Slici 41C. Straznji dio crijeva sli¢an je
srednjem po promjeru lumena i $irini nabora dok su debljine slojeva vezivnog i misi¢nog tkiva
slicnije prednjem dijelu. Sluznica, podsluznica, miSi¢ni sloj i seroza straznjeg dijela crijeva
gradeni su jednako kao u prednjem dijelu. U pojedinih jedinki vidljive su glatke miSi¢ne stanice
koje pripadaju muskularis mukozi. Mukozne zlijezde, kao i u prednjem dijelu crijeva, ve¢inom
sadrze AB + PAS - te manjim dijelom AB + PAS + i AB - PAS + sekret.
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Slika 41. Histologija crijeva lastavice prasice (A, B i C). Na Slici A oznaceni su dijelovi stijenke
prednjeg dijela crijeva: pokrovni epitel (1), lamina proprija (2), podsluznica (3), unutrasnji i vanjski
misi¢ni sloj (4) i seroza (5) (HE). Na Slici B prikazana je grada srednjeg dijela srednjeg segmenta crijeva
(VVG). Na Slici C prikazana je grada straznjeg dijela crijeva (HE).

5.4.25. Rektum

Grada rektuma lastavice prasice prikazana je na Slici 42. Sluznicu rektuma oblaze epitel
u tipu pseudoviseslojnog visokoprizmati¢nog s mikrovilima. Jednostani¢éne mukozne Zlijezde
rektuma prevladavaju u odnosu na druge dijelove crijeva. Mukozne Zlijezde sadrze AB + PAS
-, AB + PAS + te AB + PAS + sekret. Muskularis mukoze nije prisutna, stoga se ispod epitela
nalazi jedinstveni sloj vezivnog tkiva. Taj sloj vezivnog tkiva graden je od kolagenih,
retikularnih i elasti¢nih vlakana. MiSi¢ni sloj sastoji se od unutra$njeg kruznog i vanjskog
uzduznog sloja glatkih miSi¢nih stanica. Izmedu glatkih miSi¢nih stanica nalaze se brojna
kolagena, retikularna i elasti¢na vlakna. Na pregledanim preparatima rektuma lastavice prasice

vanjska povrSina rektuma prekrivena je serozom.
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Slika 42. Histologija rektuma lastavice prasice. Na slici su oznaceni dijelovi stijenke: pokrovni epitel
(1) i lamina proprija — podsluznica (2) (HE).

5.5. Lokalizacija enzimske aktivnosti u dijelovima probavnog sustava hrskavi¢njaca

5.5.1. Lokalizacija enzimske aktivnosti u macke bljedice

55.1.1. Jednjak

Reakcije kisele fosfataze (Slika 44A) i nespecificne esteraze (Slika 45A) uocene su u
citoplazmi epitelnih stanica jednjaka. Unutar slojeva vezivnog tkiva utvrdene su pojedinacne
granularne reakcije spomenutih enzima. Stanice Leydigova organa pokazale su prisutnost
alkalne fosfataze, kisele fosfataze i nespecifi¢ne esteraze. Dodatno, u vezivnom tkivu izmedu

misi¢nih slojeva i vezivnom tkivu adventicije zabiljezena je aktivnost alkalne fosfataze.

55.1.2. Zeludac

5.5.1.2.1. Prednji dio Zeluca

Reakcije kisele fosfataze (Slika 44B) i nespecifi¢ne esteraze (Slika 45B) uocene su u

bazalnom i perinuklearnom dijelu epitelnih stanica prednjeg dijela Zeluca. Reakcije obaju
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enzima pronadene su i u vezivnom tkivu lamine proprije, ZeluCanim zlijezdama, vezivhom

tkivu podsluznice, kao i onom izmedu miSi¢nih slojeva te u serozi.

5.5.1.2.2. Straznji dio zeluca

Reakcije kisele fosfataze (Slika 44C) i nespecifi¢ne esteraze (Slika 45C) uocene su u
perinuklearnom i bazalnom dijelu epitelnih stanica straznjeg dijela zeluca. Granularne reakcije
obaju enzima zabiljezene su i u vezivnom tkivu lamine proprije. U lamini propriji, koja ulazi u
sastav nabora, zamijeceno je viSe granularnih reakcija ja¢eg inteziteta. Granularne reakcije
nespecificne esteraze uocene su unutar vezivnog tkiva podsluznice, izmedu miSi¢nih stanica i

slojeva te u serozi.

5.5.1.3.  Spiralno crijevo

Reakcije alkalne fosfataze (Slike 43A i 43B), kisele fosfaze (Slika 44D) i
aminopeptidaze (Slika 46) uocene su u Cetkastoj prevlaci spiralnog crijeva. Reakcije kisele
fosfataze i nespecifi¢ne esteraze (Slika 45D) zabiljezene su u apikalnom (Ee$ce i intenzivnije)
te ponegdje u bazalnom dijelu epitelnih stanica. Granularne reakcije obaju enzima pronadene

su u lamini propriji, podsluznici i u serozi.

55.1.4. Rektum

Reakcija aminopeptidaze uocena je u Cetkastoj prevlaci rektuma. U epitelu rektuma
zabiljezene su granularne reakcije kisele fosfataze (Slika 44E) i nespecifi¢ne esteraze. U
slojevima vezivnog tkiva pronadene su pojedina¢ne reakcije. Reakcija nespecifi¢ne esteraze u

serozi je posebno jaka.
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5.5.2. StatistiCka analiza enzimske aktivnosti u macke bljedice

5.5.2.1. Alkalna fosfataza

U probavnoj cijevi macke bljedice, OG alkalne fosfataze izmjerena je u Cetkastoj

prevlaci spiralnog crijeva (Tablica 5).

Tablica 5. Vrijednosti alkalne fosfataze u probavnoj cijevi macke bljedice (SOG).

. . Epitel
Dio probavne cijevi
Cetkasta prevlaka
Spiralno crijevo 0,261 +£ 0,119

Slika 43. Pozitivne reakcije alkalne fosfataze u spiralnom crijevu macke bljedice (A i B).

5.5.2.2. Kisela fosfataza

SOG kisele fosfataze prikazana je u Tablici 6. U probavnoj cijevi macke bljedice OG
kisele fosfataze izmjerena je u Cetkastoj prevlaci epitelnih stanica spiralnog crijeva te u
citoplazmi epitela jednjaka, prednjeg i straznjeg dijela Zeluca, spiralnog crijeva i rektuma.
Najvisa vrijednost izmjerena je u epitelnim stanicama jednjaka dok je najniza izmjerena u
citoplazmi epitelnih stanica spiralnog crijeva. ZabiljeZena je statisticki znacajna razlika izmedu
SOG enzima u jednjaku od one u ostatku probavne cijevi. Unutar vezivnog tkiva probavne
cijevi OG je izmjerena u prednjem i straznjem dijelu Zeluca te u spiralnom crijevu i rektumu.
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Najvisa vrijednost izmjerena je u straznjem dijelu, a najniza u prednjem dijelu Zzeluca. Utvrdena
je statisticki znaCajna razlika izmedu vrijednosti u Zelucu i spiralnom crijevu te izmedu
straznjeg dijela Zeluca i rektuma. Usporedbom pojedinih slojeva unutar istog dijela probavne
cijevi pronadeno je nekoliko statisticki znacajnih razlika. U prednjem dijelu zeluca utvrdena je
statistiCki znacajna razlika izmedu vrijednosti izmjerene u citoplazmi epitelnih stanica i
zelu€anim Zlijezdama i vrijednosti izmjerene u vezivnom tkivu. U spiralnom crijevu utvrdena
je statisticki znacajna razlika izmedu vrijednosti u Cetkastoj prevlaci i one u citoplazmi
epitelnih stanica te u vezivnom tkivu. U rektumu je utvrdena statisti¢ki znacajna razlika izmedu

vrijednosti izmjerene u epitelu i one izmjerene u vezivnom tkivu.

Tablica 6. Vrijednosti kisele fosfataze u probavnoj cijevi macke bljedice (SOG).

Epitel Zelucane
Dio probavne cijevi Cetkasta Citoplazma Vezivno tkivo Slierd
zlyezde
previaka
Jednjak / 0,283 + 0,047 / /
Zeludac
Prednji dio / 0,109°A + 0,032 0,042 + 0,034  0,097A+0,028
Straznji dio / 0,146° + 0,067 0,116% + 0,045 /
Spiralno crijevo 0,227A + 0,117 0,097°8 + 0,027 0,100%B + 0,026 /
Rektum / 0,146 + 0,025 0,073"E + 0,030 /

Vrijednosti su prikazane kao aritmetic¢ka sredina + standardna devijacija. Aritmeticke sredine unutar istog stupca
oznadene razli¢itim malim slovima (® ® ©) statisti¢ki se znac¢ajno razlikuju na razini P < 0,05. Aritmeticke sredine
unutar istog retka oznadene razli¢itim velikim slovima (* B) statisticki se zna¢ajno razlikuju na razini P < 0,05.
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Slika 44. Pozitivne reakcije kisele fosfataze u probavnom sustavu macke bljedice (A — E). Na slikama

dijelovima probavnog sustava: u jednjaku (A), prednjem (B) i

, spiralnom crijevu (D) i rektumu (E).

cim
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straznjem (C) dijelu
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5.5.2.3.  Nespecifi¢na esteraza

SOG nespecifi¢ne esteraze prikazana je u Tablici 7. U probavnoj cijevi macke bljedice,
OG nespecificne esteraze izmjerena je u citoplazmi epitelnih stanica jednjaka, prednjeg i
straznjeg dijela zeluca, spiralnog crijeva i rektuma. Pritom je najvisa vrijednost izmjerena u
epitelnim stanicama zeluca dok je najniza izmjerena u epitelnim stanicama spiralnog crijeva.
U skladu s tim zabiljezeno je nekoliko statisticki znacajnih razlika. Statisticki zna¢ajna razlika
uocena je izmedu vrijednosti u jednjaku i one izmjerene u zelucu i u spiralnom crijevu.
Opcenito, statisti¢ki znacajna razlika utvrdena je izmedu vrijednosti u prednjem i straznjem
dijelu zeluca i u ostalim dijelova probavne cijevi. Unutar vezivnog tkiva probavne cijevi OG
je izmjerena u Zelucu i spiralnom crijevu. Najvi$a vrijednost izmjerena je u straznjem dijelu
zeluca, a najniza u prednjem dijelu zeluca te je izmedu te dvije vrijednosti utvrdena i statisticki
znacajna razlika. Usporedbom pojedinih slojeva unutar istog dijela probavne cijevi utvrdena je
statisticki znacajna razlika izmedu SOG enzima u epitelu prednjeg dijela Zeluca i onih u

vezivnom tkivu i zelu¢anim Zlijezdama.

Tablica 7. Vrijednosti nespecifi¢ne esteraze u probavnoj cijevi macke bljedice (SOG).

Dio probavne cijevi Epitel Vezivno tkivo Zelucane Zlijezde
Jednjak 0,146° + 0,056 / /
Zeludac
Prednji dio 0,250*4 + 0,085 0,0348 + 0,031 0,0748 + 0,028
Straznji dio 0,247% + 0,092 0,067% + 0,027 /
Spiralno crijevo 0,055° + 0,036 0,042% + 0,017 /
Rektum 0,093 + 0,066 / /

Vrijednosti su prikazane kao aritmeticka sredina + standardna devijacija. Aritmeticke sredine unutar istog stupca
oznacene razli¢itim malim slovima (* ©) statisti¢ki se zna¢ajno razlikuju na razini P < 0,05. Aritmeticke sredine
unutar istog retka oznadene razli¢itim velikim slovima (* B) statisti¢ki se znacajno razlikuju na razini P < 0,05.
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Slika 45. Pozitivne reakcije nespecifiéne esteraze u probavnom sustavu macke bljedice (A — D). Na

slikama su prikazane reakcije u sljede¢im dijelovima probavnog sustava: u jednjaku (A), prednjem (B)
i straznjem (C) dijelu Zeluca te spiralnom crijevu (D).

5.5.2.4. Aminopeptidaza

U probavnoj cijevi macke bljedice, OG aminopeptidaze izmjerena je u Cetkastoj

prevlaci spiralnog crijeva (Tablica 8).

Tablica 8. Vrijednosti aminopeptidaze u probavnoj cijevi macke bljedice (SOG).

. . Epitel
Dio probavne cijevi
Cetkasta prevlaka
Spiralno crijevo 0,074 £ 0,011
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Slika 46. Pozitivna reakcija aminopeptidaze u spiralnom crijevu macke bljedice.

5.5.3. Lokalizacija enzimske aktivnosti u psa mekasa

55.3.1. Jednjak

Unutar epitela jednjaka uocene su reakcije alkalne fosfataze (Slika 47A), kisele
fosfataze (Slika 48A) i nespecifi¢ne esteraze. Reakcije nespecificne esteraze zabiljeZzene su u
razli¢itim visinama epitela. PojaCana aktivnost ovog enzima zabiljeZena je u dijelu epitela koji
oblaze nasuprotne nabore jednjaka. Reakcije kisele fosfataze zabiljezene su perinuklearno dok
je reakcija alkalne fosfataze zabiljeZena u bazalnom sloju epitela. U lamini propriji pronadene
su granularne reakcije kisele fosfataze. Oko krvnih kapilara unutar istog sloja zabiljeZene su
reakcije alkalne fosfataze. Stanice Leydigova organa pokazale su prisutnost alkalne fosfataze,
kisele fosfataze i nespecificne esteraze. U vezivnom tkivu izmedu miSi¢nih slojeva i vezivnom

tkivu seroze zabiljezena je aktivnost kisele fosfataze.

55.3.2. Zeludac

5.5.3.2.1. Prednji dio Zeluca

U prednjem dijelu Zeluca aktivnost kisele fosfataze (Slika 48B) i nespecifi¢ne esteraze

(Slika 49A) zabiljezena je u epitelnim stanicama od supranuklearnog do bazalnog dijela
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stanice. Pozitivne reakcije obaju enzima pronadene su i u vezivnom tkivu lamine proprije,
zelu€anim Zlijezdama, vezivnom tkivu podsluznice, kao i u onom izmedu miSiénih slojeva te

U serozi.

5.5.3.2.2. Straznji dio zeluca

U straznjem dijelu Zeluca aktivnost kisele fosfataze (Slika 48C) i nespecifi¢ne esteraze
(Slika 49B) zabiljezena je u epitelnim stanicama od supranuklearnog do bazalnog dijela
stanice. Oko krvnih kapilara unutar lamine proprije zabiljeZene su reakcije alkalne fosfataze.
U slojevima vezivnog tkiva (lamini propriji, podsluznici, tkivu izmedu miSi¢nih stanica te u
serozi) uocene su brojne granularne reakcije kisele fosfataze te pokoja reakcija nespecificne

esteraze.

5.5.3.3.  Spiralno crijevo

Pozitivne reakcije alkalne fosfataze (Slika 47B) i aminopeptidaze (Slika 50) pronadene
su u Cetkastoj prevlaci spiralnog crijeva. U supranuklearnom te ponegdje u bazalnom dijelu
epitelnih stanica zabiljezene su aktivnosti kisele fosfataze (Slika 48D) i nespecifi¢ne esteraze
(Slika 49C). Nadalje, pozitivne granularne reakcije obaju enzima pronadene su u lamini
propriji i podsluznici. Brojne granularne reakcije kisele fosfataze pronadene su i u vezivhom

tkivu izmedu miSi¢nih stanica.

55.3.4. Rektum

Unutar epitela rektuma, pronadene su pozitivne reakcije kisele fosfataze (Slika 48E) i
nespecificne esteraze. Reakcije tih enzima pronadene su u ¢itavom epitelu s tendencijom jacih
reakcija u povrSinskim slojevima. Blaga reakcija alkalne fosfataze uocena je oko kapilara u
vezivnom tkivu. Brojne granularne reakcije kisele fosfataze pronadene su u svim slojevima
koji su gradeni od vezivnog tkiva. U tim slojevima, reakcije nespecificne esteraze pronadene

su tek ponegdje.

92



5.5.4. StatistiCka analiza enzimske aktivnosti u psa mekasa

55.4.1. Alkalna fosfataza

U probavnoj cijevi psa mekasa OG alkalne fosfataze izmjerena je u citoplazmi epitelnih

stanica jednjaka i u Cetkastoj prevlaci spiralnog crijeva (Tablica 9).

Tablica 9. Vrijednosti alkalne fosfataze u probavnoj cijevi psa mekasa (SOG).

. . Epitel
Dio probavne cijevi
Cetkasta prevlaka Citoplazma
Jednjak / 0,047 £ 0,012
Spiralno crijevo 0,188 + 0,076 /

100 pm

Slika 47. Pozitivne reakcije alkalne fosfataze u probavnom sustavu psa mekasa (A i B). Na Slici A su
prikazane reakcije u jednjaku, a na Slici B reakcije u spiralnom crijevu.

55.4.2. Kisela fosfataza

SOG kisele fosfataze prikazana je u Tablici 10. U probavnoj cijevi psa mekasa OG
kisele fosfataze izmjerena je u epitelu 1 vezivnom tkivu jednjaka, Zeluca, spiralnog crijeva i
rektuma te u zeluanim Zlijezdama. U epitelu spiralnog crijeva izmjerena je najvisa SOG dok
je najniza izmjerena U epitelu jednjaka. ZabiljeZena je statisticki znacajna razlika izmedu SOG

enzima u jednjaku od one izmjerene u Zelucu i spiralnom crijevu te izmedu spiralnog crijeva i
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rektuma. Unutar vezivnog tkiva probavne cijevi najviSa vrijednost izmjerena je u straZznjem
dijelu zeluca i spiralnom crijevu, a najniza u jednjaku. Usporedbom pojedinih slojeva unutar
istog dijela probavne cijevi utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu SOG u epitelu i

zelucanim zlijezdama i one u vezivnom tkivu prednjeg dijela Zeluca.

Tablica 10. Vrijednosti kisele fosfataze u probavnoj cijevi psa mekasa (SOG).

Dio probavne cijevi Epitel Vezivno tkivo Zeluéane Zlijezde
Jednjak 0,074°+ 0,010 0,024 £ 0,009 /
Zeludac
Prednji dio 0,170%A + 0,061 0,0568 + 0,020 0,130 £ 0,037
Straznji dio 0,181%* + 0,076 0,126 + 0,039 /
Spiralno crijevo 0,1942+ 0,078 0,126 + 0,058 /
Rektum 0,110 + 0,044 0,059 + 0,022 /

Vrijednosti su prikazane kao aritmeti¢ka sredina + standardna devijacija. Aritmeticke sredine unutar istog stupca
oznacene razli¢itim malim slovima (* ® ) statisti¢ki se znacajno razlikuju na razini P < 0,05. Aritmeticke sredine
unutar istog retka oznadene razli¢itim velikim slovima (* B) statisti¢ki se zna¢ajno razlikuju na razini P < 0,05.
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Slika 48. Pozitivne reakcije kisele fosfataze u probavnom sustavu psa mekasa (A — E). Na slikama su

prikazane reakcije u sljede¢im dijelovima probavnog sustava

~

aznjem

u jednjaku (A), prednjem (B) i str:

zeluca, spiralnom crijevu (D) i rektumu (E).

(C) dijelu
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5.5.4.3. Nespecifi¢na esteraza

SOG nespecifi¢ne esteraze prikazana je u Tablici 11. U probavnoj cijevi psa mekasa
OG nespecifi¢ne esteraze izmjerena je u epitelu jednjaka, Zeluca, spiralnog crijeva i rektuma.
Najvisa vrijednost izmjerena je u epitelnim stanicama spiralnog crijeva, a najniza u straznjem
dijelu zeluca. Zabiljezeno je nekoliko statisticki znacajnih razlika. Statisticki znacajna razlika
uocena je izmedu SOG enzima u jednjaku od one u spiralnom crijevu. Statisticki znacajna
razlika utvrdena je i izmedu vrijednosti u prednjem dijelu Zeluca i one u straznjem dijelu Zeluca
i spiralnom crijevu. Vrijednost izmjerena u spiralnom crijevu statisticki je znacajna u odnosu
na one u ostatku probavne cijevi. Unutar vezivnog tkiva probavne cijevi vrijednost je izmjerena
u prednjem dijelu Zeluca i spiralnom crijevu. Usporedbom pojedinih slojeva unutar istog dijela
probavne cijevi utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika izmedu SOG u epitelu i one u vezivhom

tkivu spiralnog crijeva.

Tablica 11. Vrijednosti nespecifi¢ne esteraze u probavnoj cijevi psa mekasa (SOG).

Dio probavne cijevi Epitel Vezivno tkivo Zeluéane Zlijezde
Jednjak 0,057 + 0,033 / /
Zeludac
Prednji dio 0,086° + 0,044 0,043 £ 0,029 0,076 = 0,044
Straznji dio 0,033°£ 0,017 / /
Spiralno crijevo 0,132** + 0,039 0,0348 + 0,017 /
Rektum 0,044 + 0,023 / /

Vrijednosti su prikazane kao aritmetic¢ka sredina + standardna devijacija. Aritmeticke sredine unutar istog stupca
oznadene razli¢itim malim slovima (® ® ©) statisti¢ki se znac¢ajno razlikuju na razini P < 0,05. Aritmeticke sredine
unutar istog retka oznacene razli¢itim velikim slovima (* B) statisti¢ki se zna€ajno razlikuju na razini P < 0,05.
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Slika 49. Pozitivne reakcije nespecifi¢ne esteraze u probavnom sustavu psa mekasa (A — C). Na slikama

su prikazane reakcije u sljede¢im dijelovima probavnog sustava: u prednjem (A) 1 straznjem (B) dijelu
zeluca te u spiralnom crijevu (C).

5.5.4.4. Aminopeptidaza

U probavnoj cijevi psa mekasa OG aminopeptidaze izmjerena je u Cetkastoj prevlaci
spiralnog crijeva (Tablica 12).

Tablica 12. Vrijednosti aminopeptidaze u probavnoj cijevi psa mekasa (SOG).

. . Epitel
Dio probavne cijevi

Cetkasta prevlaka
Spiralno crijevo 0,128 £ 0,075
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Slika 50. Pozitivna reakcija aminopeptidaze u spiralnom crijevu psa mekasa.

5.6. Lokalizacija enzimske aktivnosti u dijelovima probavnog sustava kostunjaca

5.6.1. Lokalizacija enzimske aktivnosti u osli¢a

5.6.1.1. Jednjak

U epitelnim stanica jednjaka zabiljeZzene su pozitivne reakcije alkalne fosfataze (Slika
51A), kisele fosfataze (Slika 52A) i nespecificne esteraze. Reakcije alkalne fosfataze i
nespecificne esteraze (rijetke) uocene su po citavom epitelu dok su reakcije kisele fosfataze
uocene perinuklearno. U lamini propriji 1 podsluznici zabiljeZene su granularne reakcije kisele
fosfataze. Oko krvnih kapilara unutar istih slojeva zabiljezene su reakcije alkalne fosfataze. U
vezivnom tkivu izmedu miSi¢nih slojeva, u endomiziju i adventiciji zabiljeZene su aktivnosti

kisele fosfataze 1 nespecifi¢ne esteraze.

5.6.1.2. Zeludac

5.6.1.2.1. Prednji dio Zeluca

U epitelnim stanicama prednjeg dijela zeluca zabiljezena je aktivnost kisele fosfataze u
podruc¢ju od supranuklearnog do srednjeg dijela stanica. Ponegdje je reakcija uocena i u

apikalnom dijelu. U vezivnom tkivu lamine proprije pronadene su brojne reakcije Kisele
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fosfataze te blage reakcije alkalne fosfataze 1 nespecificne esteraze oko krvnih zila. U
podsluznici 1 vezivnom tkivu oko miSi¢nih stanica i izmedu mi$i¢nih slojeva pronadene su
brojne granularne reakcije kisele fosfataze. U sloju vezivnog tkiva seroze uocene su pozitivne

reakcije alkalne i kisele fosfataze.

5.6.1.2.2. Straznji dio Zeluca

U epitelnim stanicama straznjeg dijela zeluca zabiljezene su aktivnosti kisele fosfataze
(Slika 52B) i nespecifi¢ne esteraze. Brojne reakcije kisele fosfataze vidljive su supranuklearno
1 perinuklearno. Suprotno tome, reakcije alkalne fosfataze 1 nespecificne fosfataze uocene su
kao veoma rijetke. U lamini propriji uocena je reakcija vezivnog tkiva oko kapilara na alkalnu
fosfatazu i nespecifiénu esterazu te reakcije stanica na kiselu fosfatazu. Rjede granularne
reakcije kisele fosfataze pronadene su u podsluznici te izmedu miSiénih stanica. Seroza

straznjeg dijela Zzeluca pozitivne je reakcije na alkalnu fosfatazu i kiselu fosfatazu.

5.6.1.3. Crijevo

5.6.1.3.1. Prednji, srednji i straznji dio

U cetkastoj prevlaci enterocita prednjeg, srednjeg 1 straznjeg dijela crijeva utvrdene su
pozitivne reakcije alkalne fosfataze (Slike 51B — 51D) i aminopeptidaze (Slike 54A — 54C). U
apikalnom dijelu stanica zabiljezene su reakcije kisele fosfataze (Slike 52C — 52E) i
nespecifiéne esteraze (Slike 53A — 53C). U citoplazmi epitelnih stanica zabiljeZene su
aktivnosti kisele fosfataze. U slojevima vezivnog tkiva utvrdene su pojedinacne reakcije
alkalne fosfataze, kao i granularne reakcije kisele fosfataze. Seroza crijeva pozitivne je reakcije

na alkalnu fosfatazu i kiselu fosfatazu.
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5.6.1.4. Rektum

U cetkastoj prevlaci epitelnih stanica rektuma pronadene su pozitivne reakcije alkalne
fosfataze (Slika 51E) i aminopeptidaze (Slika 54D). Reakcije kisele fosfataze (Slika 52F)
uocene su kao intenzivne u povrsinskim slojevima 1 pojedinacne u ostatku epitela. Reakcije
alkalne fosfataze uocene su kao pojedinacne po Citavom epitelu. U slojevima vezivnog tkiva i

serozi pronadene su reakcije alkalne fosfataze 1 kisele fosfataze.

5.6.2. Statisti¢ka analiza enzimske aktivnosti u osli¢a

5.6.2.1. Alkalna fosfataza

U probavnoj cijevi osli¢a OG alkalne fosfataze izmjerena je u Cetkastoj prevlaci crijeva
i rektuma, citoplazmi epitelnih stanica jednjaka i rektuma te u vezivnom tkivu rektuma (Tablica
13). U cetkastoj prevlaci, najvisa OG izmjerena je u prednjem dijelu crijeva te se nakon toga
smanjuje prema straznjim dijelovima crijeva. U skladu s tim, utvrdena je statisticki znacajna
razlika izmedu SOG u cetkastoj prevlaci u prednjem dijelu crijeva od onih izmjerenih u
straznjem dijela crijeva 1 rektumu. Takoder, utvrdena je statisticki znaCajna razlika izmedu
SOG u Cetkastoj prevlaci srednjeg i straznjeg dijela crijeva od one u rektumu. Pozitivne reakcije
na alkalnu fosfatazu pronadene su i u citoplazmi epitelnih jednjaka i rektuma te se vrijednosti

njihovih SOG statisticki znacajno razlikuju.

Tablica 13. Vrijednosti alkalne fosfataze u probavnoj cijevi osli¢a (SOG).

Epitel
Dio probavne cijevi Cetkasta _ Vezivno tkivo
Citoplazma
previaka

Jednjak / 0,062 + 0,005 /
Crijevo

Prednji dio 0,565% + 0,124 / /

Srednji dio 0,493% + 0,118 / /

Straznji dio 0,380 + 0,080 / /
Rektum 0,159°+ 0,116 0,158+ 0,022 0,131 £ 0,035

Vrijednosti su prikazane kao aritmeticka sredina & standardna devijacija. Aritmeti¢ke sredine unutar istog stupca
oznacene razli¢itim slovima (* ©) statisticki se znac¢ajno razlikuju na razini P < 0,05.
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Slika 51. Pozitivne reakcije alkalne fosfataze u probavnom sustavu oslica (A — E). Na slikama su
prikazane reakcije u sljede¢im dijelovima probavnog sustava: U jednjaku (A), prednjem (B), srednjem
(C) i straznjem (D) dijelu crijeva te u rektumu (E).
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5.6.2.2.

Kisela fosfataza

SOG kisele fosfataze prikazana je u Tablici 14. U probavnoj cijevi oslica OG Kisele

fosfataze izmjerena je u epitelu i vezivnom tkivu svih dijelova probavne cijevi te u ZeluCanim

zlijezdama. U epitelu prednjeg i straznjeg dijela crijeva izmjerena je najvisa OG, dok je najniza

aktivnost izmjerena u epitelu jednjaka. Zabiljezena je statisticki znacajna razlika izmedu SOG

enzima u jednjaku i1 one izmjerene straznjim dijelovima probavne cijevi. Utvrdena je i

statisti¢ki znacajna razlika izmedu vrijednosti izmjerenih u epitelu prednjeg i straznjeg dijela

crijeva u odnosu na one izmjerene u jednjaku i rektumu. Unutar vezivnog tkiva probavne cijevi

najvisa vrijednost izmjerena je u straznjem dijelu Zeluca, a najniza u jednjaku. Utvrdeno je

nekoliko statisti¢ki znacajnih razlika koje su prikazane u Tablici 14. Usporedbom pojedinih

slojeva unutar istog dijela probavne cijevi utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu svih

SOG u epitelu 1 onih u vezivnom tkivu te u zelu€anim Zlijezdama u prednjem dijelu Zeluca.

Tablica 14. Vrijednosti kisele fosfataze u probavnoj cijevi osli¢a (SOG).

Dio probavne cijevi Epitel Vezivno tkivo Zelucéane Zlijezde
Jednjak 0,1384 + 0,018 0,049% + 0,019 /
Zeludac

Prednji dio 0,268%A + 0,072 0,078 + 0,035 0,1568 + 0,039

Straznji dio 0,287%A + 0,044 0,182% + 0,039 /
Crijevo

Prednji dio 0,327% + 0,079 0,173%B + 0,044 /

Srednji dio 0,288%A + 0,123  0,155*B + 0,065 /

Straznji dio 0,327% + 0,063 0,159%8 + 0,034 /
Rektum 0,212°¢A + 0,096  0,113"E + 0,063 /

Vrijednosti su prikazane kao aritmeticka sredina + standardna devijacija. Aritmeti¢ke sredine unutar istog stupca
oznacene razli¢itim malim slovima (* ® ¢ 9) statisticki se zna¢ajno razlikuju na razini P < 0,05. Aritmeti¢ke sredine
unutar istog retka ozna¢ene razli¢itim velikim slovima (* B ©) statisticki se zna¢ajno razlikuju na razini P < 0,05).
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Slika 52. Pozitivne reakcije kisele fosfataze u probavnom sustavu oslica (A — F). Na slikama su
prikazane reakcije u sljede¢im dijelovima probavnog sustava:u jednjaku (A), straznjem dijelu zeluca
(B), prednjem (C), srednjem (D) i straznjem (E) dijelu crijeva te u rektumu (F).

5.6.2.3.  Nespecifi¢na esteraza

SOG nespecifi¢ne esteraze prikazana je u Tablici 15. U probavnoj cijevi oslica OG

nespecificne esteraze izmjerena je u epitelu prednjeg, srednjeg i straznjeg dijela crijeva.
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Najvisa vrijednost izmjerena je u epitelnim stanicama straznjeg dijela crijeva. U skladu s tim,
zabiljezena je statisti¢ki znacajna razlika izmedu te vrijednosti i onih izmjerenih u prednjem i

srednjem dijelu crijeva.

Tablica 15. Vrijednosti nespecificne esteraze u probavnoj cijevi osli¢a (SOG).

Dio probavne cijevi Epitel
Crijevo
Predniji dio 0,111° + 0,060
Srednji dio 0,106° + 0,054
Straznji dio 0,269% + 0,087

Vrijednosti su prikazane kao aritmeti¢ka sredina + standardna devijacija. Aritmeticke sredine unutar istog stupca
oznacene razli¢itim malim slovima (* ) statisticki se znac¢ajno razlikuju na razini P < 0,05.

100 pm

100 pm

Slika 53. Pozitivne reakcije nespecificne esteraze u probavnom sustavu osli¢a (A — C). Na slikama su
prikazane reakcije u prednjem (A), srednjem (B) i straznjem (C) dijelu crijeva.
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5.6.2.4. Aminopeptidaza

U probavnoj cijevi oslica OG aminopeptidaze utvrdena je 1 izmjerena u Cetkastoj
prevlaci crijeva i rektuma (Tablica 16). Najvisa SOG zabiljezena je u epitelu srednjeg dijela
crijeva, a najniza u epitelu rektuma. Utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu vrijednosti

u prednjem i straznjem dijelu crijeva i onih izmjerenih u rektumu.

Tablica 16. Vrijednosti aminopeptidaze u probavnoj cijevi osli¢a (SOG).

Dio probavne cijevi Cetkasta prevlaka
Crijevo
Prednji dio 0,290% + 0,050
Srednji dio 0,3142 + 0,093
Straznji dio 0,280% + 0,147
Rektum 0,168° + 0,056

Vrijednosti su prikazane kao aritmetic¢ka sredina + standardna devijacija. Aritmeticke sredine unutar istog stupca
oznadene razli¢itim malim slovima (*°) statisti¢ki se zna¢ajno razlikuju na razini P < 0,05.
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Slika 54. Pozitivne reakcije aminopeptidaze u probavnom sustavu oslica (A — D). Na slikama su
prikazane reakcije u sljede¢im dijelovima probavnog sustava: u prednjem (A), srednjem (B) i straznjem
(C) dijelu crijeva te u rektumu (D).

5.6.3. Lokalizacija enzimske aktivnosti u lastavice prasice

5.6.3.1. Jednjak

Unutar epitelnih stanica jednjaka zabiljezene su pozitivne reakcije svih cetiriju
istrazivanih enzima. Granularne reakcije kisele fosfataze (Slika 56A) i nespecifi¢ne esteraze
(Slika 57A) uocene su u ¢itavom epitelu dok su reakcije alkalne fosfataze (Slika 55A) i
aminopeptidaze (Slika 58) uocene u bazalnom dijelu epitela. Poneke jezgre vrcastih stanica
odreagirale su pozitivno na prisutnost kisele fosfataze. U sloju vezivnog tkiva zabiljeZene su

reakcije kisele fosfataze te poneke reakcije nespecifi¢ne esteraze. U istom sloju oko kapilara
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zabiljezene su reakcije na alkalnu fosfatazu. U vezivnom tkivu svih slojeva zabiljezene su

aktivnosti alkalne fosfataze, kisele fosfataze i nespecifi¢ne esteraze (rijetke).

5.6.3.2. Zeludac

5.6.3.2.1. Prednji dio Zeluca

U supranuklearnom dijelu epitelnih stanica prednjeg dijela Zeluca zabiljezene su
aktivnosti kisele fosfataze i nespecifi¢ne esteraze (Slika 57B). U vezivnom tkivu lamine
proprije pronadene su pozitivne reakcije kisele fosfataze te oko krvnih Zila reakcije alkalne
fosfataze. Reakcije nespecificne esteraze zamijecene su kao rijetke. U zelucanim zlijezdama
zabiljezZene su granularne reakcije kisele fosfataze. U podsluznici, vezivnom tkivu oko misiénih
stanica 1 onom izmedu miSi¢nih slojeva te u serozi pronadene su brojne granularne reakcije

kisele fosfataze i nespecificne esteraze.

5.6.3.2.2. Straznji dio Zeluca

U apikalnom dijelu epitelnih stanica straznjeg dijela zeluca zabiljeZene su aktivnosti
kisele fosfataze (Slika 56B) i nespecificne esteraze (Slika 57C). Poneka reakcija alkalne
fosfataze zabiljeZena je u bazalnom dijelu epitelnih stanica. U vezivnom tkivu lamine proprije
pronadene su pozitivne reakcije kisele fosfataze te oko krvnih zila reakcije alkalne fosfataze.
Takoder, pronadene su rijetke granularne reakcije nespecifi¢ne esteraze. U podsluznici,
vezivnom tkivu oko miSi¢nih stanica i onom izmedu miS$i¢nih slojeva te u serozi pronadene su

granularne reakcije kisele fosfataze i nespecifi¢ne esteraze.

5.6.3.3.  Pilori¢ki nastavci

U cetkastoj prevlaci epitelnih stanica pilorickih nastavaka pronadene su pozitivne
reakcije alkalne fosfataze (Slika 55B) i aminopeptidaze (Slika 58B). U apikalnom dijelu

epitelnih stanica zabiljezene su aktivnosti kisele fosfataze (Slika 56C) i nespecificne esteraze
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(Slika 57D) dok su u bazalnom dijelu uocene reakcije alkalne fosfataze, kisele fosfataze i
nespecificne esteraze. U vezivnom tkivu lamine proprije 1 podsluznice pronadene su reakcije
kisele fosfataze i nespecificne esteraze te oko krvnih zila reakcije alkalne fosfataze. U
vezivnom tkivu oko mi$i¢nih stanica i onom izmedu mi$i¢nih slojeva te u serozi pronadene su

reakcije kisele fosfataze i nespecifi¢ne esteraze.

5.6.3.4. Crijevo

5.6.3.4.1. Prednji, srednji i straznji dio

U cetkastoj prevlaci epitelnih stanica crijeva pronadene su pozitivne reakcije alkalne
fosfataze (Slike 55C i 55D) i aminopeptidaze (Slike 58C i 58E). U apikalnom dijelu epitelnih
stanica zabiljezene su aktivnosti kisele fosfataze (Slike 56D i 56F) i nespecifi¢ne esteraze
(Slike 57E — 57G) dok su u bazalnom dijelu uocene rijetke reakcije alkalne fosfataze, kisele
fosfataze i nespecifi¢ne esteraze. U srednjem dijelu crijeva dodatno su uocene i reakcije kisele
fosfataze u supranuklearnom, a u straznjem dijelu u perinuklearnom dijelu. U vezivnom tkivu
lamine proprije oko krvnih Zila pronadene su ponegdje reakcije alkalne fosfataze. U vezivnom
tkivu lamine proprije i podsluznice pronadene su granularne reakcije kisele fosfataze i reakcije
nespecificne esteraze. U prednjem dijelu crijeva reakcije su rjede u odnosu na srednji 1 straznji
dio. U vezivnom tkivu oko miSi¢nih stanica 1 onom izmedu miSi¢nih slojeva te u serozi

pronadene su reakcije kisele fosfataze i nespecifi¢ne esteraze.

5.6.3.5. Rektum

U supranuklearnom dijelu epitelnih stanica zabiljezene su aktivnosti kisele fosfataze
(Slika 56G) 1 nespecificne esteraze (Slika 57H) te poneka reakcija alkalne fosfataze. U
bazalnom dijelu epitela uocene su pozitivne reakcije alkalne fosfataze (Slika 55E), kisele
fosfataze 1 nespecifi¢ne esteraze. U vezivnom tkivu pronadene su Ceste reakcije kisele fosfataze
1 rijetke reakcije nespecificne esteraze. U vezivnom tkivu oko miSiénih stanica 1 onom izmedu
miSi¢nih slojeva pronadene su pozitivne reakcije kisele fosfataze dok su u serozi pronadene

reakcije kisele fosfataze i nespecifi¢ne esteraze.
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5.6.4. Statisticka analiza enzimske aktivnosti U lastavice prasice

5.6.4.1. Alkalna fosfataza

U probavnoj cijevi lastavice prasice OG alkalne fosfataze izmjerena je u Cetkastoj
prevlaci pilori¢kih nastavaka i srednjeg crijeva te u citoplazmi epitelnih stanica jednjaka i
rektuma (Tablica 17). U cCetkastoj prevlaci najvisa SOG utvrdena je u srednjem dijelu crijeva.
U skladu s tim, utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu SOG u ¢etkastoj prevlaci u
srednjem dijelu crijeva od onih izmjerenih u ostatku probavne cijevi. Vrijednosti izmjerene u

citoplazmi epitelnih stanica priblizno su slicnog intenziteta.

Tablica 17. Vrijednosti alkalne fosfataze u probavnoj cijevi lastavice prasice (SOG).

. L Epitel

Dio probavne cijevi
Cetkasta prevlaka Citoplazma

Jednjak / 0,079 £ 0,024
Pilori¢ki nastavci 0,162° + 0,033 /
Crijevo

Prednji dio 0,136° + 0,056 /

Srednji dio 0,243+ 0,105 /

Straznji dio 0,158 + 0,017 /
Rektum / 0,072+ 0,014

Vrijednosti su prikazane kao aritmetic¢ka sredina + standardna devijacija. Aritmeticke sredine unutar istog stupca
oznacene razli¢itim slovima (* ) statisticki se znacajno razlikuju na razini P < 0,05.
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Slika 55. Pozitivne reakcije alkalne fosfataze u probavnom sustavu lastavice prasice (A —E). Na slikama
su prikazane reakcije u sljede¢im dijelovima probavnog sustava:u jednjaku (A), pilorickim nastavcima
(B), prednjem (C) i srednjem (D) dijelu crijeva te u rektumu (E).
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5.6.4.2. Kisela fosfataza

SOG kisele fosfataze prikazana je u Tablici 18. U probavnoj cijevi lastavice prasice OG

kisele fosfataze izmjerena je u epitelu i vezivnhom tkivu svih dijelova probavne cijevi te u

zeluCanim Zlijezdama. U epitelu straznjeg dijela crijeva izmjerena je najvisa vrijednost dok je

najniza izmjerena U epitelu prednjeg dijela zeluca. Zabiljezena je statisticki znaCajna razlika

izmedu SOG enzima u jednjaku 1 u prednjem dijelu zeluca od onih u pilori¢kim nastavcima i

u crijevu. Utvrdena je i statisti¢ki znaCajna razlika izmedu vrijednosti u epitelu straznjeg dijela

zeluca u odnosu na one u pilori¢kim nastavcima, srednjem i straznjem dijelu crijeva. Unutar

vezivnog tkiva probavne cijevi intenzitet izmjerenih SOG je sli¢an te statisticki znacajne

razlike nisu utvrdene. Usporedbom pojedinih slojeva unutar istog dijela probavne cijevi

utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu svih SOG u epitelu i onih u vezivhom tkivu od

pilori¢kih nastavaka do zavrSetka probavne cijevi.

Tablica 18. Vrijednosti kisele fosfataze u probavnoj cijevi lastavice prasice (SOG).

Dio probavne cijevi Epitel Vezivno tkivo Zelucéane Zlijezde
Jednjak 0,055 + 0,020 0,070 £ 0,043 /
Zeludac

Prednji dio 0,051°+ 0,012 0,065 £ 0,020 0,052 £+ 0,018

Straznji dio 0,065 + 0,024 0,048 + 0,018 /
Pilori¢ki nastavci 0,109°* + 0,015 0,0778 £ 0,021 /
Crijevo

Prednji dio 0,098%A + 0,086 0,0558 + 0,013 /

Srednji dio 0,100 + 0.037 0,0608 + 0,016 /

Straznji dio 0,123%* + 0,023 0,0658 + 0,017 /
Rektum 0,079°A + 0,011 0,0478 £ 0,023 /

Vrijednosti su prikazane kao aritmeticka sredina + standardna devijacija. Aritmeti¢ke sredine unutar istog stupca
oznacene razli¢itim malim slovima (* ® ¢ 9) statisticki se zna¢ajno razlikuju na razini P < 0,05. Aritmeticke sredine
unutar istog retka oznacene razli¢itim velikim slovima (* B) statisti¢ki se zna€ajno razlikuju na razini P < 0,05.
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Slika 56. Pozitivne reakcije kisele fosfataze u probavnom sustavu lastavice prasice (A — G). Na slikama
su prikazane reakcije u sljede¢im dijelovima probavnog sustava: u jednjaku (A), straznjem dijelu Zeluca
(B), pilori¢kim nastavcima (C), prednjem (D), srednjem (E) i straznjem (F) dijelu crijeva te u rektumu

(G).

5.6.4.3. Nespecificna esteraza

SOG nespecifi¢ne esteraze prikazana je u Tablici 19. U probavnoj cijevi lastavice
prasice OG nespecifi¢ne esteraze izmjerena je u epitelu svih dijelova probavne cijevi. Najvisa
aktivnost izmjerena je u epitelnim stanicama straznjeg dijela crijeva. Vrijednost SOG
uglavnom raste od jednjaka do straZznjeg dijela crijeva. U skladu s tim, zabiljeZena je statisticki
znacajna razlika izmedu SOG u straznjem dijelu crijeva od onih u jednjaku, Zelucu, pilorickim
nastavcima i rektumu. Utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika izmedu vrijednosti u prednjem i
srednjem dijelu crijeva i vrijednosti utvrdenih u jednjaku, Zelucu i rektumu. Utvrdena je
statisti¢ki znacajna razlika izmedu SOG u prednjem i srednjem dijelu crijeva i SOG izmjerenih
u jednjaku, prednjem dijelu Zeluca, pilorickim nastavcima i dijelovima crijeva. Unutar
vezivnog tkiva probavne cijevi intenzitet izmjerenih vrijednosti je sli¢an te statisticki znacajne
razlike nisu utvrdene. Usporedbom pojedinih slojeva unutar istog dijela probavne cijevi
utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu svih SOG u epitelu i onih u vezivnom tkivu

unutar crijeva.

Tablica 19. Vrijednosti nespecifi¢ne esteraze u probavnoj cijevi lastavice prasice (SOG).

Dio probavne cijevi Epitel Vezivno tkivo
Jednjak 0,025°+ 0,013 /
Zeludac

Prednji dio 0,037 + 0,008 /

Straznji dio 0,036 + 0,007 /
Piloricki nastavci 0,063 + 0,029 0,048 + 0,014
Crijevo

Prednji dio 0,083 + 0,026 0,0478 £ 0,015

Srednji dio 0,092%A + 0,035 0,0468 + 0,015

Straznji dio 0,112%* + 0,039 0,0408 +£ 0,011
Rektum 0,048 + 0,016 0,032 + 0,023

Vrijednosti su prikazane kao aritmeticka sredina + standardna devijacija. Aritmeticke sredine unutar istog stupca
oznadene razli¢itim malim slovima (> ® ¢ %) statisticki se zna¢ajno razlikuju na razini P < 0,05. Aritmeticke sredine
unutar istog retka oznadene razli¢itim velikim slovima (* B) statisticki se znacajno razlikuju na razini P < 0,05.
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Slika 57. Pozitivne reakcije nespecifi¢ne esteraze u probavnom sustavu lastavice prasice (A — H). Na
slikama su prikazane reakcije u sljede¢im dijelovima probavnog sustava: u jednjaku (A), prednjem (B)
i straznjem (C) dijelu Zeluca, pilori¢kim nastavcima (D), prednjem (E), srednjem (F) i straznjem (G)
dijelu te u rektumu (H).

5.6.4.4. Aminopeptidaza

U probavnoj cijevi lastavice prasice OG aminopeptidaze izmjerena je u Cetkastoj
prevlaci pilorickih nastavaka i crijeva te u citoplazmi epitelnih stanica jednjaka (Tablica 20).

Intenzitet SOG je sli¢an te statisticki znacajne razlike nisu utvrdene.

Tablica 20. Vrijednosti aminopeptidaze u probavnoj cijevi lastavice prasice (SOG).

) o Epitel
Dio probavne cijevi 5 _
Cetkasta prevlaka Citoplazma

Jednjak / 0,042 + 0,012
Pilori¢ki nastavei 0,118 + 0,032 /
Crijevo
Prednji dio 0,095 + 0,019 /
Srednji dio 0,124 + 0,031 /
Straznji dio 0,117 £ 0,035 /
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Slika 58. Pozitivne reakcije aminopeptidaze u probavnom sustavu lastavice prasice (A — E). Na slikama

su prikazane reakcije u sljede¢im dijelovima probavnog sustava: u jednjaku (A), pilorickim nastavcima
(B), prednjem (C), srednjem (D) i straznjem (E) dijelu crijeva.
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5.7. Usporedba enzimske aktivnosti izmedu istrazenih vrsta riba

SOG enzima usporedena je u slojevima stijenke probavne cijevi istrazenih vrsta riba te je

izrazena kutijastim dijagramima ¢iji je tumac prikazan na Slici 59.

Kutijasti dijagram - tumacenje

Najvisa vrijednost

+1 standardna devijacija

A Aritmeticka sredina

-1 standardna devijacija

NajniZa vrijednost

Slika 59. Tuma¢ kutijastih dijagrama. U srediStu pravokutnika naznacena je aritmeti¢ka sredina SOG
enzima dok nasuprotne stranice oznacavaju vrijednosti standardnih devijacija. Crtama iznad
pravokutnika naznaCene su najviSe i najnize SOG enzima. Duzi pravokutnik predstavlja vecu
varijabilnost.

5.7.1. Alkalna fosfataza

Varijabilnosti SOG alkalne fosfataze prikazane su na Slikama 60 i 61. Slika 60
prikazuje varijabilnosti SOG u Cetkastoj prevlaci spiralnog crijeva hrskavi¢njaca (60A) te u
dijelovima crijeva kostunjac¢a (60B — 60D). Utvrdena je statisticki znac¢ajna razlika izmedu
distribucija u prednjem (60B), srednjem (60C) i straznjem (60D) dijelu crijeva kostunjaca.
Slika 61 prikazuje varijabilnosti SOG u epitelu jednjaka i rektumu. Utvrdena je statisticki
znacajna razlika izmedu distribucije u epitelu jednjaka psa mekasa i lastavice prasice (61A).
Takoder, statisticki znac¢ajna razlika utvrdena je izmedu SOG epitela jednjaka i rektuma osli¢a

i lastavice prasice (61A i 61B).
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Slika 60. Grafi¢ki prikaz varijabilnosti SOG alkalne fosfataze u Cetkastoj prevlaci spiralnog crijeva
hrskavi¢njaca (A) te Cetkastoj prevlaci prednjeg (B), srednjeg (C) i straznjeg (D) dijela crijeva
kostunjaca. Statisti¢ki znacajne razlike oznacene su razli¢itim malim slovima (a, b).
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Slika 61. Grafi¢ki prikaz varijabilnosti SOG alkalne fosfataze u epitelu jednjaka (A) i rektuma (B).
Statisticki znacajne razlike oznacene su razli¢itim malim slovima (a, b).
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5.7.2. Kisela fosfataza

Varijabilnosti SOG kisele fosfataze prikazane su na Slikama 62 i 63. Slika 62 prikazuje
varijabilnosti SOG u epitelu prednjeg (62A) i straznjeg (62B) dijela Zeluca, spiralnog crijeva
(62C), prednjeg (62D), srednjeg (62E) i straznjeg (62F) dijela crijeva te epitelu rektuma (62G).
Utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu distribucija u epitelu prednjeg dijela Zeluca
macke bljedice u odnosu na psa mekasa i osli¢a, psa mekasa i svih ostalih riba te izmedu SOG
u oslica i lastavice prasice (Slika 62A). U epitelu straznjeg dijela Zeluca utvrdene su statisticki
znacajne razlike izmedu hrskavi¢njaca i kostunjaca te dodatno izmedu osli¢a i lastavice prasice
(Slika 62B). Statisticki znacajne razlike pronadene su u epitelu (Slike 62D — 62F) i lamini
propriji (Slike 63E — 63G) svih dijelova crijeva oslica i lastavice prasice. U epitelu spiralnog
crijeva utvrdene su statisticki znacajne razlike izmedu SOG u hrskaviénjaca (Slika 62C).
Statisticki znacajne razlike pronadene su u epitelu rektuma macke bljedice u odnosu na
kosStunjace, psa mekasa u odnosu na osli¢a, osli¢a u odnosu na sve ribe te lastavice prasice u
odnosu na macku bljedicu i oslic¢a (Slika 62G).

Osim prethodno navedenih znacajki o varijabilnosti SOG u lamini propriji crijeva
kostunjaca statisticki znacajne razlike pronadene su i u vezivnom tkivu jednjaka, prednjeg i
straznjeg dijela Zeluca i rektuma. U jednjaku je utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu
vrijednosti enzima u psa mekasa i lastavice prasice (Slika 63A). U prednjem dijelu Zeluca
utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu vrijednosti enzima u macke bljedice i osli¢a
(Slika 63B). U lamini propriji straznjeg dijela zeluca utvrdene su statisticki znacajne razlike
izmedu hrskavi¢njaca i kosStunjaca te dodatno izmedu oslica i lastavice prasice (Slika 63C). U
vezivnom tkivu rektuma pronadene su statisticki znacajne razlike izmedu psa mekasa i osli¢a
te dodatno izmedu osli¢a i lastavice prasice (Slika 63H). Statisticki znacajne razlike pronadene
su i u SOG kisele fosfataze u Zeluanim Zlijezdama macke bljedice u odnosu na osli¢a i

lastavicu prasicu te dodatno lastavice prasice u odnosu na psa mekasa (Slika 64).
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Slika 62. Graficki prikaz varijabilnosti SOG kisele fosfataze u epitelu prednjeg (A) i straznjeg (B) dijela
zeluca, spiralnog crijeva (C), prednjeg (D), srednjeg (E) i straznjeg (F) dijela crijeva te u epitelu rektuma
(G). Statisticki znacajne razlike oznaéene su razli¢itim malim slovima (a, b, c).
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Slika 63. Graficki prikaz varijabilnosti SOG kisele fosfataze u lamini propriji jednjaka (A), prednjeg
(B) i straznjeg dijela zeluca (C), spiralnog crijeva (D), prednjeg (E), srednjeg (F) i straznjeg (G) dijela
crijeva te u vezivnom tkivu rektuma (H). Statisticki znacajne razlike oznaCene su razli¢itim malim

slovima (a, b, ).
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Slika 64. Grafi¢ki prikaz varijabilnosti SOG kisele fosfataze u ZeluCanim Zlijezdama. Statisticki
znacajne razlike oznacene su razli¢itim malim slovima (a, b, c).
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5.7.3.

Nespecificna esteraza

Slika 65 prikazuje varijabilnosti SOG u epitelu jednjaka (65A), prednjeg (65B) i

straznjeg (65C) dijela Zeluca, spiralnog crijeva (65D), straznjeg dijela crijeva (65E) te epitela

rektuma (65F). Utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu distribucija u epitelu jednjaka

(65A) 1 Zeluca (65B i 65C) macke bljedice u odnosu na psa mekasa i lastavicu prasicu. U epitelu

spiralnog crijeva 1 rektuma statisticki je znacajna razlika pronadena izmedu hrskavi¢njaca (65D

i 65F). Izmedu ko$tunjaca dodatno je pronadena statisticki znacajna razlika u epitelu straznjeg

dijela crijeva (65E). U epitelu prednjeg i straznjeg dijela crijeva kostunjaca statisticki znacajna

razlika SOG nije uocena. Takoder, statisticki znacajne razlike nisu uo¢ene medu vrstama riba

u lamini propriji/vezivnom tkivu.
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Slika 65. Graficki prikaz varijabilnosti SOG nespecifi¢ne esteraze u epitelu jednjaka (A), prednjeg (B)
i straznjeg (C) dijela Zeluca, spiralnog crijeva (D), straZnjeg dijela crijeva (E) te epitela rektuma (F).
Statisticki znacajne razlike oznacene su razli¢itim malim slovima (a, b).

5.7.4. Aminopeptidaza

Slika 66 prikazuje varijabilnosti SOG u Cetkastoj prevlaci spiralnog crijeva
hrskavi¢njaca (66A) te u dijelovima crijeva koStunjac¢a (66B — 66D). Utvrdena je statistic¢ki
znacajna razlika izmedu distribucija u spiralnom crijevu hrskavi¢njaca (66A) te u prednjem

(66B), srednjem (66C) i straznjem (66D) dijelu crijeva u kostunjaca.
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Slika 66. Graficki prikaz varijabilnosti SOG aminopeptidaze u Cetkastoj prevlaci spiralnog crijeva
hrskavi¢njaca (A) te cCetkastoj prevlaci prednjeg (B), srednjeg (C) i straznjeg (D) dijela crijeva
kostunjaca. Statisticki znacajne razlike oznacene su razli¢itim malim slovima (a, b).
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6. RASPRAVA
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6.1. Makroskopska grada probavnog sustava

Probavni sustav riba sastoji se od prednjeg i straznjeg dijela probavne cijevi te od
pridruzenih (probavnih) zlijezda. U ovom istrazivanju opisana je makroskopska grada
straznjeg dijela probavne cijevi (od jednjaka do rektuma) u dvije vrste hrskavi¢njaca i dvije
vrste kostunjaca.

Straznji dijelovi probavne cijevi hrskavi¢njaca, macke bljedice i psa mekasa, dijele
mnoge sli¢nosti: kratki jednjak, dvodijelni Zzeludac oblika slova ,,U*, kratko spiralno crijevo i
rektum koji zavrsava kloakom.

U koStunjaca, osli¢a i lastavice prasice jednjak i Zeludac takoder dijele sli¢nosti (kratki
jednjak i dvodijelni zeludac oblika slova ,,Y*) dok su glavne razlike u makroskopskoj gradi
uocene u dijelu probavnog sustava od pilori¢kih nastavaka do rektuma (prisutnost piloric¢kih
nastavaka u lastavice prasice i veéa relativna duZina crijeva u odnosu na oslica).

U istrazenih hrskavi¢njaca, macke bljedice i psa mekasa, jednjak je kratka i ravna cijev
koja se ulijeva u zeludac. Nasuprot opisima jednjaka u pre¢nousta (FANGE i GROVE, 1979.;
HOLMGREN i NILSSON, 1999.; WILSON i CASTRO, 2011.) u macke bljedice i psa mekasa
ni na jednom primjerku nisu uocene kaudalno orijentirane izbocine sluznice jednjaka.

U istrazenih koStunjaca, osli¢a i lastavice prasice, jednjak je takoder kratka i ravna cijev
koja se ulijeva u Zeludac.

Na temelju usporedbe makroskopske grade jednjaka istrazenih vrsta hrskavi¢njaca i
kosStunjaca moze se zakljuciti da u obje skupine riba jednjak predstavlja kratku i ravnu cjevastu
strukturu. U obje skupine riba sluznica jednjaka posjeduje uzduzne nabore usmjerene prema
zelucu. Takav se nalaz slaze s opisom u literaturi (BUDDINGTON i KUZ'MINA, 2000.;
FERGUSON, 2006.; WILSON i CASTRO, 2011.; RAHMAN i sur., 2013.). Temeljem svega
navedenog moze se zakljuciti da je u obje skupine istraZzenih riba makroskopska grada jednjaka
slicna. lzravnavanje nabora sluznice jednjaka doprinosi olakSavanju akta gutanja putem
izravnavanja nabora i povecanja promjera jednjaka prilikom prolaZenja hrane.

U istrazenih hrskavi¢njaca, macke bljedice i psa mekasa, zeludac je oblika slova ,,U* te
je slicne makroskopske grade. Prednji dio Zeluca zavrSava kratkim slijepim dijelom te zatim
prelazi u silazni straznji dio koji je usmjeren kranijalno. U macke bljedice straznji dio doseZe
gotovo do ravnine ulaska jednjaka u Zeludac dok u psa mekasa doseze do prednje trecine

zeluca.
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U istrazenih koStunjaca, osli¢a i lastavice prasice, Zeludac je oblika slova ,,Y* te je
sli¢ne makroskopske grade. U navedenih vrsta prednji se dio vrlo brzo spaja sa straznjim te se
izduzuju u dugacku slijepu vrecu. Straznji dio doseze gotovo do ravnine ulaska jednjaka u
zeludac.

lako je opisano da ¢ak 15 % svih vrsta adultnih riba nema zeludac (FERGUSON,
2006.), sve istrazene vrste riba u ovom radu imaju razvijen zeludac ¢ija se morfologija
razlikuje. U hrskavi¢njaca zeludac je oblika slova ,,U*, a u kostunjaca oblika slova ,,Y* . U
obje skupine riba Zeludac se sastoji od dva dijela: prednjeg koji se proteze do kaudalnog zavoja
te straznjeg koji zavrSava pilorickim sfinkterom. U odnosu na prednji dio straznji dio deblje je
stijenke i posljediéno manjeg lumena. Suprotno rezultatu koji su iznijeli
CHATCHAVALVANICH i sur. (2006.) u istrazivanju na slatkovodnoj razi (Himantura
signifer), nalazi dobiveni ovim istrazivanjem sugeriraju kako je straznji dio Zeluca u
hrskavi¢njaéa mnogo duZzi od samo jedne trecine njegove ukupne duzine dok u kostunjaca ta
proporcija odgovara upravo jednoj tre¢ini. Na temelju navedenog moze se zakljuciti da je
izduzeni oblik zeluca u istrazenih vrsta riba funkcionalno prilagoden kako za ingestiju
dugackog plijena, tako i za vecu ucinkovitost djelovanja probavnih enzima.

U istrazenih hrskaviénja¢a, macke bljedice i psa mekasa, crijevo se sastoji od prednjeg
i spiralnog dijela. Karakteristi¢na znacajka spiralnog crijeva je prisutnost nabora (zalistaka).
Uloga nabora je usporavanje prolaska sadrzaja kroz crijevo i povecavanje dodirne povrSine za
djelovanje enzima. Time se unaprjeduje razgradnja i apsorpcija hranjivih tvari, povecavajuéi
samu funkcionalnost crijeva hrskaviénjaca. U istrazenih hrskavi¢njaca rektum je kratak i ravan
te se u njega otvara izvodni kanal rektalne Zlijezde. Srednja vrijednost relativne duzine crijeva
izmedu macke bljedice 1 psa mekasa je sli¢na.

U istrazenih koStunjaca, oslic¢a i lastavice prasice, s obzirom na makroskopski izgled
stijenke, crijevo se sastoji od prednjeg, srednjeg i straznjeg dijela. U lastavice prasice dodatno
se u prednji dio crijeva ulijevaju piloricki nastavci. U istrazenih kostunjaca rektum je kratak i
ravan. Dodatno je u osli¢a vidljiva pigmentacija stijenke. Srednja vrijednost relativne duzine
crijeva lastavice prasice dvostruko je veca od one u osliéa.

Uzimajuéi u obzir specifi¢nosti U prehrani raznih vrsta riba, postoje varijacije u
njihovom probavnom sustavu. Jedna od ocitijih varijacija je u relativnoj duzini probavnog
sustava koja moze ukazivati na prilagodbe vrste u vezi s dobi, dostupno$¢u hrane,
prehrambenim navikama i drugim ekoloskim ¢imbenicima (RIBBLE i SMITH, 1983,
KRAMER i BRYANT, 1995.; KOZARIC, 2001.; WAGNER i sur., 2009.; RAY i RING@,
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2014.). U svojem istrazivanju WAGNER i sur. (2009.) iznose podatak da bi duzina crijeva
trebala biti ona minimalno potrebna za adekvatnu apsorpciju hranjivih tvari.

Biljozderne ribe imaju veéu relativnu duzinu crijeva u usporedbi sa svezdernim i
mesozdernim ribama (KRAMER i BRYANT, 1995.; KOZARIC, 2001.; RING@ i sur., 2003.;
BALLANTYNE, 2014.; RAY i RING@, 2014.; AKIN i sur., 2016.; MOKHTAR, 2017.). U
biljozdernih riba ZeluCane proteinaze ne mogu probaviti celulozu i Skrob iz biljaka. Uloga
zeluca u njih vise je usmjerena na antimikrobno djelovanje klorovodi¢ne kiseline i maceraciju
hrane. Tako macerirana biljna hrana pogodnija je za djelovanje karbohidraza podrijetlom iz
gusterace i crijeva. Stoga se smatra da u biljozdernih riba probava biljnog materijala zapocinje
u prednjem, a apsorpcija se odvija u straznjem dijelu crijeva (ZIHLER, 1982.). Veca duZina
crijeva u biljozdernih riba proizlazi iz teze probavljivosti vlakana u biljnoj hrani te posljedi¢no
razvijenih mehanizama u svrhu poveéanja povrsine za probavljivost i apsorpciju hranjivih
tvari.

Mesozderne ribe konzumiraju vise bjelan¢evina u prehrani. Bjelanéevine se probavljaju
putem proteinaza iz Zzeluca, gusSterace i crijeva. S obzirom na veliku aktivnost proteinaza u
zelucu u mesozdernih riba u crijevu se ve¢inom odvijaju procesi apsorpcije (ZIHLER, 1982.).
Posljedi¢no, mesozderne ribe imaju krac¢i probavni sustav od biljozdernih te im je potrebno
manje vremena za probavu (VIDAL i sur., 2022.). NIKOLSKY (1963.) zakljucuje da je u
mesozdernih riba duZina crijeva manja od ukupne duzine tijela riba. Taj je rezultat u skladu s
rezultatima ovog istrazivanja. Specifi¢nost se javlja u mesozdernih riba koje konzumiraju
hranu s vise teze probavljivih ugljikohidrata kao sto je hitin (KROGDAHL i sur., 2005.).

Varijacije u duZini crijeva uo€ene su medu istraZenim vrstama riba unato¢ sli€énim
prehrambenim navikama. U odnosu na ukupnu duzinu tijela duzina crijeva u hrskavi¢njaca
relativno je kratka, a srednja vrijednost relativne duzine crijeva izmedu macke bljedice 1 psa
mekasa je sli¢na. U istrazivanju koje su proveli KOUTSENI i sur. (2017.a) na 432 macke
bljedice zakljuéeno je kako relativna duzina crijeva ulovljenih riba iznosi 0,34 = 0,03 (0,25 —
0,41). Rezultati ovog istrazivanja u skladu su s gore navedenim rasponom, s tim da je nesto
nizi rezultat moguca posljedica manjeg broja uzoraka. U dostupnoj literaturi nema podataka o
relativnoj duZini crijeva psa mekasa, stoga komparaciju rezultata nije moguce napraviti.

Posebnost prehrane lastavice prasice, u usporedbi s ostalim istrazivanim vrstama,
izraZena je u dominaciji rakova kao klju¢nog elementa prehrane u adultnih jedinki. Zbog teze
probavljive hitinske ljusture rakova u lastavice prasice razvili su se dodatni mehanizmi u
probavnom sustavu koji omogucavaju razgradnju ovog materijala i apsorpciju hranjivih tvari.
Prvi takav mehanizam ukljucuje piloricke nastavke. U prednji dio crijeva lastavice prasice
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otvaraju se sa svake strane po cetiri piloricka nastavka, koji zna¢ajno povecavaju povrSinu
crijeva. Zahvaljuju¢i tom povecanju povrsine, piloricki nastavci omogucuju intenziviranu
apsorpciju hranjivih tvari (EGERTON i sur., 2018.). Drugi mehanizam koji omogucuje
produZzenje kontakta s enzimima te posljedi¢nu efikasniju probavu je duzina i zavojitost crijeva.
Relativna duZzina crijeva veca je u lastavice prasice nego u osli¢a. U pretrazenoj literaturi nema
podataka o relativnoj duZini crijeva osli¢a i lastavice prasice. KOZARIC i sur. (2011.) u
istrazivanju provedenom na kokoti¢u ostrulji¢u (Lepidotrigla cavillone) utvrduju da je duzina
crijeva gotovo jednaka duzini ribe. Rezultati ovog istrazivanja pokazali su slian nalaz u
lastavice prasice, gdje je relativna duzina crijeva 0,88 + 0,13. Nasuprot tome, u osli¢a je
relativna duZina crijeva znatno manja, odnosno 0,433 £ 0,16.

U ovom istrazivanju primijecene su blage varijacije u duzini crijeva ¢ak i unutar riba sa
sli¢nom ukupnom duzinom tijela. WAGNER 1 sur. (2009.) navode da razlike u duzini crijeva
unutar iste vrste mogu biti posljedica sposobnosti organizma da mijenja svoje tjelesne
karakteristike u odgovoru na promjene u okoliSu. Dodatno, autori zakljucuju kako duzina
crijeva ne raste linearno s veli¢inom ribe. Sagledavajuc¢i informacije iz literature i
komparirajuéi ih s rezultatima ovog istrazivanja, moze se zakljuciti da duzina crijeva u riba
nije samo u korelaciji s ukupnom duZzinom tijela, ve¢ je podlozna varijacijama koje mogu biti
odraz adaptivnih mehanizama na promjene u okoliSu.

Pojedini autori u potpunosti isklju¢uju povezanost izmedu duzine crijeva i naina
prehrane (HARDER, 1975.; HORN, 1998.). S obzirom na sli¢nost prehrane riba koristenih u

ovom istrazivanju potrebno je u buducnosti istraziti iste parametre u biljozdernih morskih riba.

6.2. Mikroskopska grada probavnog sustava

U ovom istrazivanju opisana su histoloska 1 histokemijska obiljeZja straznjeg dijela
probavne cijevi (od jednjaka do rektuma) u dvije vrste hrskaviénjaca i dvije vrste koStunjaca.

Probavni sustavi hrskavi¢njaca, macke bljedice i psa mekasa, dijele mnoge sli¢nosti:
isti tip pokrovnog epitela u jednjaku, zelucu 1 spiralnom crijevu, jednostanicne mukozne
zlijezde u epitelu svih dijelova osim u zelucu, Zlijezde u lamini propriji Zeluca, dobro razvijena
muskularis mukoze u Zelucu i spiralnom crijevu, jedinstveni sloj vezivnog tkiva u rektumu,
slicno razvijeni miSi¢ni dijelovi stijenke probavne cijevi. Razlike u mikroskopskoj gradi
uocene su u tipu epitela koji oblaze rektum, sadrzaju mukoznih zlijezdi te u prisutnosti

muskularis mukoze u dijelu jednjaka ispod Leydigovog organa.
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Probavni sustavi koStunjaca, osli¢a i lastavice prasice, dijele mnoge sli¢nosti: isti tip
pokrovnog epitela u svim segmentima straznjeg dijela probavne cijevi, jednostani¢ne mukozne
zlijezde u epitelu svih dijelova osim u zelucu, Zlijezde u lamini propriji Zeluca, dobro razvijena
muskularis mukoze u Zelucu te njezin nedostatak u prednjem i srednjem dijelu crijeva, sli¢no
razvijeni miSi¢ni dijelovi stijenke pojedinih organa te seroza kao vanjski sloj probavne cijevi.
Razlike u mikroskopskoj gradi uofene su U sadrzaju mukoznih Zlijezdi te u pojavnosti
muskularis mukoze jednjaka.

Jednostani¢ne mukozne zlijezde nalaze se izmedu Stanica pokrovnog epitela u svim
dijelovima probavnog sustava, s iznimkom zeluca. Osim u za$titi sekret mukoznih zlijezda
potpomaze prolazak hrane, ima antibakterijski ucinak te takoder ima uloge u obrane protiv
virusa i u osmoregulaciji (GENTEN i sur., 2009.; KIM i HO, 2010.; WILSON i CASTRO,
2011.). Mukozne zlijezde dijele se prema sastavu sekreta na one koje sadrze dominantno kisele
ili neutralne mucine, te one mijesanog sastava.

Kiseli mucini (AB + PAS -) sastoje se od sulfomucina, sialomucina, proteoglikana i
hijaluronske Kkiseline. Sastav kiselih mucina povezuje se s maceracijom hrane ¢ime doprinose
zastiti sluznice prilikom prolaska ingesta (DIAZ i sur., 2003.; PETRINEC i sur., 2005.). Zbog
visoke viskoznosti njihova sadrZzaja omogucuju vezivanje Cestica za enzimsku povrSinu
(VIEIRA-LOPES i sur., 2013.) te time imaju ulogu u imunosnoj obrani organizma.

AB - PAS + mucini sastoje se od mucina neutralna sastava. Neutralni mucini su niske
viskoznosti. Njihova uloga ocituje se u zastiti sluznice od mehanickih ozljeda, olakSavaju
apsorpciju lako probavljivih molekula i razgradnju velikih ¢estica hrane (PETRINEC i sur.,
2005.; DIAZ i sur., 2008.; CARDOSO i sur., 2015.). Navedeno se, kao i njihovo svojstvo da
doprinose regulaciji kiselosti sekreta, povezuje s probavom prije Zeluca (FACCIOLI 1 sur.,
2016.; COHEN i sur., 2020.).

AB + PAS + mucini sastoje se i od kiselih i od neutralnih mucina te imaju karakteristike
oba tipa.

U istrazenih hrskavi¢nja¢a mikroskopska grada jednjaka razliCita je s obzirom na
prisutnost Leydigovog organa u podsluznici. Sluznicu jednjaka ispod Leydigovog organa
oblaze epitel u tipu pseudoviseslojnog visokoprizmati¢nog s izdancima na apikalnom dijelu. U
dijelu jednjaka koji ne sadrzi Leydigov organ prisutan je mnogoslojni kubi¢ni neoroZeni epitel.
Mnogoslojni neoroZeni epitel najéesci je primjer epitela koji se pojavljuje u jednjaku. Nalaz
mnogoslojnog epitela u jednjaku macke bljedice opisali su MATTISSON i FANGE (1982.)
dok LEAKE (1975.) tvrdi da je jednjak macke bljedice oblozen mnogoslojnim
visokoprizmati¢nim epitelom s trepetljikama. Nadalje, CHATCHAVALVANICH i sur.
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(2006.) opisuju epitel u jednjaku slatkovodne raze kao mnogoslojni plo¢asti neorozeni epitel
bez specijaliziranih struktura na stani¢noj povrsini.

U istrazenih kostunjaca, osli¢a i lastavice prasice, u jednjaku je utvrden mnogoslojni
plocasti neorozeni epitel. Takav tip pokrovnog epitela tipi¢an je za jednjak u koStunjaca te se
slaze s opisom u literaturi (HARDER, 1975.; LEAKE, 1975.; VIEIRA-LOPES i sur., 2013;
BOCINA i sur., 2016.).

U dostupnoj literaturi nema opisa specifi¢nih razlika u gradi jednjaka s obzirom na
prisutnost Leydigova organa. MATTISSON i FANGE (1982.) opisuju postojanje dorzalnog i
ventralnog dijela Leydigova organa u macke bljedice. Leydigov organ predstavlja nakupine
limfomijeloidnog tkiva koje se nalaze u jednjaku odredenih vrsta hrskavi¢njaca. Uzimajuéi u
obzir ¢injenice o opisu makroskopske lokacije Leydigova organa, moze se zakljuciti kako
razli¢ita mikroskopska grada dvaju dijelova sluznice jednjaka hrskavi¢njaca proizlazi iz
specificnih funkcija pokrovnog epitela povezanih s prisutnos¢u ili odsutnos$¢u Leydigova
organa. Na apikalnom dijelu epitelnih stanica jednjaka u hrskavi¢njaca pronadene su
specijalizirane stani¢ne tvorbe. Za pretpostaviti je da uz nabore sluznice ti izdanci na apikalnom
dijelu epitela iznad Leydigova organa mogu imati ulogu u poticanju pomicanja hrane prema
zelucu. Dodatno, uloga apikalnih izdanaka stanica u ovom dijelu moze biti povezana s
povecanjem apsorpcijske povrsine epitela i sudjelovanjem u imunosnoj obrani organizma,
omogucavaju¢i veci kontakt antigena iz sadrzaja jednjaka s limfomijeloidnim tkivom
Leydigova organa. U riba su opisani mikrovili koji mogu dose¢i duzinu i od 7,5 pum, a njihova
duZina dodatno varira s obzirom na dio probavnog sustava (CHENG i sur., 2016.). FANGE i
GROVE (1979.) tvrde da je u riba osnovnom metodologijom teSko razlikovati radi li se o
dugackim mikrovilima ili trepetljikama. Za zakljuak o tome radi li se o trepetljikama ili
mikrovilima potrebna je posebna metodologija pripreme uzoraka, kao i dodatna oprema poput
elektronskog mikroskopa (CHENG i sur., 2016.).

U istrazivanju provedenom na kostelju (Squalus acanthias), zutuzi (Dasyatis pastinaca)
i razi kamenici (Raja clavata) KUZ’MINA i sur. (2019.) definiraju kako debljina glikokaliksa
iznosi 0,1 um te dodatno isticu njegove vazne uloge. Glikokaliks sudjeluje u probavi hranjivih
tvari tako da razdvaja molekule prema veli¢ini i naboju, doprinosi kretanju hranjivih tvari
prema apikalnoj membrani enterocita te obavlja receptorske funkcije. Takoder, osim u probavi
glikokaliks sudjeluje u imunosnoj obrani organizma tako da sprjeava dublje prodiranje
bakterija.

Mnogoslojni neorozeni epiteli s jednostani¢nim mukoznim zlijezdama, koji se nalaze u
dijelu jednjaka istrazenih hrskavi¢njaca te u jednjaku koStunjaca, imaju visestruku ulogu. Zbog
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debljine slojeva i1 sekreta mukoznih Zzlijezda moze se zakljuciti da ovaj epitel sprjecava
mehaniCka oSteCenja stijenke koja bi mogla biti povezana s gutanjem riba i rakova Kkoji
dominiraju u prehrani navedenih riba.

U jednjaku istrazenih riba mukozne stanice uglavnom sadrze kiseli sekret koji ima
ulogu u maceraciji hrane i moze biti povezan s pripremom sluznice jednjaka za prolaz zalogaja.
Osim toga, prisutnost ovog tipa stanica u jednjaku moze biti povezana s odrzavanjem imunosne
barijere sluznice putem sposobnosti vezivanja Cestica za njihovu povrSinu. U jednjaku
hrskavi¢njaca, pronadeni su i neutralni mucini, kao i mucini mjesovitog sastava. U njih razli¢iti
tipovi mucina u jednjaku mogu odrazavati utjecaj Leydigova organa u podsluznici, ali i
specifiénosti kratkog probavnog sustava hrskavi¢njaca. Sagledavaju¢i dobivene rezultate,
moze se iznijeti zakljucak da je zaStitna funkcija epitela djelomi¢no usmjerena na obrambenu
ulogu (karakteristicna za mucine s obiljezjima oba tipa), ali i ve¢im dijelom na mehanicku
za$titu i pomo¢ u razgradnji hrane prije nego $to dospije u Zeludac (neutralni mucini).

U svih istrazenih jedinki Zzeludac je oblozen jednoslojnim visokoprizmati¢nim epitelom
¢iji je apikalni dio stanice ispunjen mucinima. Specificnost ovog tipa epitela u odnosu na epitel
ostalih dijelova probavne cijevi je da ovdje Zelucane visokoprizmati¢ne stanice izlu¢uju mucine
(WILSON i CASTRO, 2011.). Nalaz ovog tipa epitela u skladu je s opisima u literaturi (HART
i sur., 1986.; PETRINEC i sur., 2005.; DIAZ i sur., 2008.; GENTEN i sur., 2009.; WILSON i
CASTRO, 2011.; 2008.; VIEIRA-LOPES i sur., 2013.; CARDOSO i sur., 2015.; BOCINA i
sur., 2016.).

U istrazenih hrskaviénja¢a Zeludac je oblozen jednoslojnim visokoprizmati¢nim
epitelom ¢iji je apikalni dio stanice ispunjen mucinima. Dokazani mucini sadrze sekret
mjesSovitog sastava.

U istrazenih koStunjaca, Zeludac je takoder obloZen jednoslojnim visokoprizmaticnim
epitelom ¢iji je apikalni dio stanice ispunjen mucinima. Sastav mukoznog sekreta u apikalnom
dijelu visokoprizmati¢nih epitelnih stanica zeluca razlikuje se u osli¢a i lastavice prasice. U
zelucu osli¢a prevladava nalaz mucina neutralna sastava dok u lastavice prasice prevladava
nalaz kiselih mucina koji prema tijelu Zelucanih Zlijezda prelaze u mucine mijeSanog sastava.

CHATCHAVALVANICH i sur. (2006.) navode da u hrskavi¢njaca nije prepoznata
apsorpcijska uloga mucina koja je opisana u kostunjaca. Takoder, opisali su prisutnost
neutralnih mucina u zelucu slatkovodne raze, §to samo djelomicno odgovara nalazima u macke
bljedice i psa mekasa. ALLEN i FLEMSTROM (2005.) naglasavaju da je glavna uloga
mukoznog sekreta u Zelucu zastita sluznice od kisele pH-vrijednosti zelu¢anog soka, §to se

dovodi u vezu s funkcijom mucina neutralna sastava. Takoder, Stite sluznicu Zeluca od
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mehanickih ozljeda, olak$avaju apsorpciju lako probavljivih molekula, kao i razgradnju velikih
Cestica hrane. Razbijanje vecih Cestica hrane na manje pospjesuje njihovo mijeSanje s
probavnim enzimima te olakSava apsorpciju lako probavljivih molekula poput disaharida i
kratkolan¢anih masnih kiselina. U Zelucu funkcija kiselih mucina povezuje se s maceracijom
hrane ¢ime se dodatno §titi sluznica prilikom prolaska veéeg i grubljeg sadrzaja. Zbog visoke
viskoznosti njihova sadrzaja kiseli mucini poti¢u vezivanje Cestica za enzimsku povrSinu. Tako
potpomazu probavu hranjivih tvari te time poboljsavaju obrambeni sustav riba. Zaklju¢no, u
zelucu riba mucini imaju ne samo klju¢nu ulogu u zastiti zelucane sluznice od mehanickih
oStecenja i kisele pH-vrijednosti zelu¢anog soka ve¢ znacajno sudjeluju u procesima probave i
apsorpcije hranjivih tvari.

Piloricki nastavci u istrazenih vrsta riba uoceni su samo u lastavice prasice. Histoloski,
pilori¢ki nastavci gradeni su sli¢no kao i crijevo. Njihova sluznica obloZena je jednoslojnim
visokoprizmati¢nim epitelom s vrastim stanicama.

U svih istraZenih jedinki sluznicu crijeva oblaze jednoslojni visokoprizmaticni epitel s
vréastim stanicama. Na apikalnoj povr$ini epitela nalazi se Cetkasta prevlaka. Stani¢ni izdanci
epitelnih stanica vrlo su dugacki. Pronalazak tzv. ,,bazalnih stanica® opisan je u razli¢itih vrsta
riba (MOKHTAR, 2017.; LAURIANO i sur., 2019.). LAURIANO i sur. (2019.) u istrazivanju
na macki bljedici razli¢itom metodologijom potvrdili su da se radi o intraepitelijalnim
limfocitima koji imaju vaznu ulogu u imunosnom odgovoru organizma. Izmedu epitelnih
stanica nalazi se velik broj jednostani¢nih mukoznih Zzlijezda. Njihova reakcija otkriva
prisutnost kiselih i neutralnih mucina koji imaju vaznu funkciju u crijevima. Broj vrcastih
stanica postupno se povecava prema straznjem dijelu crijeva s najve¢om pojavnosti u rektumu.
Prema MOKHTARU (2017.) postoji nekoliko razloga za ovu povecanu brojnost. Kiseli mucini
u straznjem dijelu crijeva podmazuju sluznicu, olakSavajuéi tako prolazak neprobavljenih
dijelova hrane prema rektumu. Sluz ima zaStitnu ulogu i sprje¢ava mehanicka oStecenja
mikrovila. Takoder, sluz formira difuzijsku barijeru za ione i tekucine te omogucuje njihovu
apsorpciju. Tako djeluje kao fizicka barijera izmedu enzima u lumenu i ima ulogu kofaktora
za enzimsku hidrolizu. Nakon izlu¢ivanja enzima iz stanice kiseli mucini sprjeavaju
degradaciju glikoproteina te tako sudjeluju u probavi bjelan¢evina (WANG i sur., 2018.).

U istrazenih hrskavi¢njaca rektum oblaze razli¢it tip pokrovnog epitela. U rektumu
macke bljedice utvrden je epitel u tipu pseudovisSeslojnog visokoprizmati¢nog, dok je u psa
mekasa epitel mnogoslojan, plocast i neorozen. CHATCHAVALVANICH i sur. (2006.) u

straznjem dijelu crijeva slatkovodne raze opisuju mnogoslojni visokoprizmati¢ni epitel.
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U rektumu osli¢a 1 lastavice prasice utvrden je epitel u tipu pseudoviseslojnog
visokoprizmati¢nog. Za potrebe istraZivanja morfologije probavnog sustava osli¢ca BOCINA i
sur. (2016.) uzeli su uzorke od kranijalnog dijela jednjaka do kaudalnog kraja rektuma.
Prilikom opisa najkaudalnijeg dijela probavnog sustava, koji nazivaju posteriornim dijelom
crijeva, autori pronalaze jednoslojni visokoprizmati¢ni epitel s mirovilima. Na temelju
rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuciti da neslaganje s nalazima istraZivanja Koji su
proveli BOCINA i sur. (2016) proizlazi iz pretpostavke da je njihov opis kaudalnog kraja
rektuma ipak bio fokusiran na straznji dio crijeva, a ne na rektum. To dodatno isti¢e vaznost
to¢nog definiranja mjesta uzimanja uzorka za histoloske i histokemijske analize, a s ciljem
ponovljivosti istraZivanja i izbjegavanja greSaka u tumacenju.

Vrcaste stanice rektuma izlucuju sekret mjesovitog sastava, pri ¢emu su dominantni
kiseli mucini. Ovakav se nalaz slaze s podacima koji su opisani u osliéa (BOCINA i sur.,
2016.). Kiseli mucini u rektumu podmazuju sluznicu, ¢ime olakSavaju izlucivanje
neprobavljenih dijelova hrane te imaju zastitnu ulogu. Kiseli mucini u rektumu obavljaju
dvostruku ulogu: olak$avaju eliminaciju neprobavljenih dijelova hrane i stite sluznicu.

Ispod epitela se nalazi bazalna membrana koja se sastoji od bazalne lamine epitela i
retikularne lamine vezivnog tkiva. S obzirom na prisutnost muskularis mukoze, kao i razliku u
tipu vezivnog tkiva koji izgraduje laminu propriju i podsluznicu, ispod epitela se nalazi ili
lamina proprija ili jedinstveni vezivnotkivni sloj. Upravo radi toga prvo ¢e biti analizirana
prisutnost muskularis mukoze u dijelovima probavnog sustava komparativno u hrskavi¢njaca
i kostunjaca. Muskularis mukoze kao jasan sloj utvrdena je u Zelucu svih istrazenih riba te u
spiralnom crijevu hrskavi¢njaca. Izolirane glatke miSi¢ne stanice prisutne su u jednjaku macke
bljedice i lastavice prasice te ponekad u straznjem dijelu crijeva osli¢a i lastavice prasice.
Muskularis mukoze nije razvijena u jednjaku oslic¢a, u crijevu kosStunjaca te u rektumu svih
Cetiriju istrazenih vrsta riba. Odsutnost muskularis mukoze u rektumu potvrdena je i kod drugih
autora (KOZARIC, 2001. BOCINA i sur., 2016.). U istrazivanju na slatkovodnoj razi nije
zabiljezena prisutnost muskularis mukoze u jednjaku (CHATCHAVALVANICH i sur., 2006.).

Uloga muskularis mukoze je pomicanje lamine proprije i pokrovnog epitela neovisno o
gibanju ostatka probavne cijevi, Sto olakSava pomicanje sadrzaja i potpomaze sekreciju
zlijezda. Osvréuci se na rezultate ovog istrazivanja, moze se zakljuciti da je razlog slabije
razvijenosti muskularis mukoze u jednjaku povezan s prisutnoS¢u skeletnog misic¢a koji
pomaze u procesu gutanja. U crijevu koStunjaca smanjena pokretljivost lamine proprije i
pokrovnog epitela omogucuje produzeno vrijeme za enzimsku razgradnju i apsorpciju
hranjivih tvari, §to je kod hrskavi¢njaca postignuto zahvaljuju¢i naborima u spiralnom crijevu.
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Odsutnost muskularis mukoze u rektumu riba moze se dovesti u vezu s relativno slabijom
probavom u usporedbi s ostalim dijelovima crijeva te prvenstveno usmjereno$¢u na eliminaciju
sadrZaja, §to potpomazu dobro razvijeni misiéni slojevi.

U dijelu jednjaka hrskavi¢njaca bez Leydigova organa lamina proprija je gradena od
gustog, a podsluznica od rahlog vezivnog tkiva. U dijelu jednjaka s Leydigovim organom ispod
epitela se nalazi jedinstveni sloj vezivnog tkiva. Sli¢an sloj vezivnog tkiva prisutan je i u
rektumu macke bljedice i psa mekasa.

U jednjaku oslica lamina proprija je gradena od gustog, a podsluznica od rahlog
vezivnog tkiva. U jednjaku lastavice prasice ispod epitela se nalazi jedinstveni sloj vezivnog
tkiva. Sli¢an sloj vezivnog tkiva prisutan je i u rektumu lastavice prasice, ali ne i u oslica.

Dakle, u dijelu jednjaka hrskavi¢njaca bez Leydigova organa i jednjaku osli¢a lamina
proprija je gradena od gustog, a podsluznica od rahlog vezivnog tkiva. Ovi rezultati se
poklapaju s onima koje je MOKHTAR (2017.) opisao u jednjaku afri¢kog soma. U jednjaku
lastavice prasice i u dijelu jednjaka s Leydigovim organom u hrskavi¢njaca ispod epitela se
nalazi jedinstveni sloj vezivnog tkiva. Slican sloj vezivnog tkiva prisutan je i u rektumu svih
istrazenih riba osim u osli¢a. U svim ostalim dijelovima probavnog sustava lamina proprija je
gradena od rahlog, a podsluznica od gustog vezivnog tkiva. Razlika u vezivnom tkivu proprije
od podsluznice u jednjaku i crijevu nije uo¢ena (CHATCHAVALVANICH i sur., 2006.;
VIEIRA-LOPES i sur., 2013.; SAYYAF DEZFULI i sur., 2018.b).

Unato¢ rezultatu koji su objavili CHATCHAVALVANICH i sur. (2006.) o prisutnosti
stratum compactum u Zelucu slatkovodne raZe, navedeni sloj nije utvrden u Zelucu istraZzenih
riba. Unutar vezivnog tkiva proprije nalaze se brojne zile, zivci i stanice vezivnog tkiva. U
prednjem dijelu zeluca lamina proprija sadrzi zlijezde gradene od jednog tipa stanica. Za dio
zeluca koji je najblizi srcu jedna skupina autora (KAPOOR i sur., 1975.; WILSON i CASTRO,
2011.) koristi termin kardija. Prema njima, kardija se sastoji od zelucanih ili glavnih zlijezda
koje svojim sekretom odgovaraju zlijezdama koje se nalaze u fundusu sisavaca. Druga skupina
autora (FANGE i GROVE, 1979.; KOZARIC, 2001.) naziva ovaj dio fundusom. Klasi¢na
nomenklatura zeluca, gdje se zeludac dijeli na kardiju, fundus i pilorus, nije u potpunosti
primjenjiva u riba koristenih u ovom istrazivanju. RAY i RING@ (2014.) predlazu termin —
prednji dio Zeluca. S obzirom na razlike u lokaciji i histoloskom izgledu stijenke u ovom radu
primijenjena je takva terminologija prema kojoj se Zeludac sastoji od prednjeg i straznjeg
dijela. U straznjem dijelu Zeluca postoji neslaganje medu autorima u vezi s prisutnoséu

mukoznih Zzlijezda. Neki autori tvrde da mukozne Zlijezde uglavnom izostaju u tom dijelu
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(WILSON i CASTRO, 2011.; VIEIRA-LOPES i sur., 2013.; MOKHTAR, 2017.), dok ih drugi
opisuju (RAY i RING@, 2014.). U svih istrazenih vrsta riba u ovom radu u straznjem dijelu
zeluca nalaze se tubulusne mukozne Zlijezde koje izluuju nespecifi¢an sekret.

HOLMGREN i NILSSON (1999.) smatraju kako je prednji dio crijeva hrskavi¢njaca
istovjetan duodenumu, a spiralni dio crijeva ileumu u sisavaca. Medutim, u ovom istrazivanju
ni u jedne vrste riba nisu pronadene gll. submucosae intestinales (koje su prisutne u duodenumu
sisavaca), kao ni zdruzeni limfni ¢vori¢i u podsluznici ileuma. Na temelju tih nalaza smatra se
kako ta nomenklatura nije prikladna u kontekstu istrazivanja provedenog u ovom radu.

U svim slojevima vezivnog tkiva lastavice prasice identificirane su stanice ¢ije su se
granule obojile blijedo eozinofilno HE metodom, plavo MT metodom te intenzivno ljubicasto
VVG metodom bojenja. Koriste¢i AB PAS metodu granule su odreagirale AB + PAS -. Za
pretpostaviti je da se radi o mastocitima koji se nalaze u vezivnom tkivu razli¢itih organa riba
(LAURIANO i sur., 2012.; SAYYAF DEZFULI i sur., 2013.; SFACTERIA i sur., 2014.; DA
SILVA i sur., 2016.; SAYYAF DEZFULLI i sur., 2018.a; ALESCI i sur., 2022.). Za potvrdu
ovih stanica potrebna je dodatna metodologija poput imunohistokemije ili dodatnih posebnih
bojenja koja u ovom istrazivanju nisu predvidena.

MiSiéni sloj se sastoji od unutrasnjeg i vanjskog dijela. Vanjski dio jednjaka
hrskavi¢njaca te U oba dijela miSi¢nog sloja jednjaka koStunjaca graden je od skeletnog
misi¢nog tkiva. U ostalim dijelovima probavnog sustava misi¢ni su slojevi gradeni od glatkog
misi¢nog tkiva. Ovaj je nalaz u skladu s podacima iz literature (CHATCHAVALVANICH i
sur., 2006.; VIEIRA-LOPES i sur., 2013.). Adventicija je potvrdena u jednjaku lastavice
prasice i morske macke dok je u drugim dijelovima prisutna seroza. Ovaj nalaz moze biti
povezan ili s lokacijom uzimanja uzorka ili s kasnijim prelaskom adventicije u serozu u tim

dvjema vrstama riba.
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6.3. Usporedba enzimske aktivnosti probavnog sustava

U ovom istrazivanju opisana je lokalizacija alkalne fosfataze, kisele fosfataze,
nespecifi¢ne esteraze i aminopeptidaze u pojedinim slojevima straznjeg dijela probavne cijevi
hrskavi¢njaca (macke bljedice i psa mekasa) i koStunjaca (oslica i lastavice prasice). Izmjerena

je SOG enzima te su dobiveni rezultati analizirani.

6.3.1. Usporedba lokalizacije i intenziteta alkalne fosfataze

U ovom istrazivanju OG alkalne fosfataze izmjerena je u Cetkastoj prevlaci crijeva svih
riba. Prema podacima iz literature, enzimska reakcija na istoj lokaciji utvrdena je u oslica
(KOZARIC i sur., 2004.) i u drugih vrsta poput kokoti¢a ostruljica (KOZARIC i sur., 2011.),
Hemisorubium platyrhynchos (FACCIOLI i sur., 2016.), Cynoglossus semilaevis (porodica
Soleidae, listovi) (WANG i sur., 2018.), koi Sarana (Cyprinus carpio var. koi) (SUN i sur.,
2019.) i lastavice balavice (Chelidonichthys lucerna) (BASTIANCIC i sur., 2023.). U radu na
jegulji (Anguilla anguilla), KUZIR i sur. (2012.) pronalaze aktivnost samo u éetkastoj prevlaci
srednjeg i straznjeg dijela crijeva. Dodatno, aktivnost enzima pronadena je u ¢etkastoj prevlaci
rektuma osli¢a. KOZARIC i sur. (2004.) u radu na osliéu ne opisuju aktivnost enzima u tom
dijelu probavnog sustava.

Enzimska reakcija utvrdena je u epitelu jednjaka psa mekasa, osli¢a 1 lastavice prasice
te u epitelu rektuma lastavice prasice. Vecina ranije navedenih istraZivanja orijentirana je na
crijevo u uzem smislu pa u tim radovima enzimska lokalizacija u drugim dijelovima probavnog
sustava nije opisana. U radovima koji sadrze navedene podatke pronalazak enzimske aktivnosti
u jednjaku i rektumu opisan je u salpe (Sarpa salpa) (KOZARIC i sur., 2006.) i lastavice
balavice (BASTIANCIC i sur., 2023.), a razli¢it je od lokacija opisanih u osli¢a (KOZARIC i
sur., 2004.) i H. platyrhynchos (FACCIOLI i sur., 2016.). S obzirom na anatomsku poziciju
bliZu tjelesnim otvorima pronalazak enzima na ovim lokacijama moZe se povezati sa zastitom
od Stetnih vanjskih ¢imbenika.

Takoder, u istrazenih riba u slojevima vezivnog tkiva i oko krvnih Zila pronadena je
aktivnost enzima. Nalaz reakcija u vezivnom tkivu slaZe se s rezultatima opisanim u osli¢a
(KOZARIC i sur., 2004.), salpe (KOZARIC i sur., 2006.) i lastavice balavice (BASTIANCIC

i sur., 2023.). Takva enzimska reakcija nije zabiljeZena u kokoti¢a otruljica (KOZARIC i sur.,
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2012.), H. platyrhynchos (FACCIOLI i sur., 2016.) i C. semilaevis (WANG i sur., 2018.). S
obzirom na to da se enzim nalazi na lokacijama u organizmu s intenzivnim metabolizmom za
ocekivati je njegov pronalazak u blizini krvnih zila.

Usporedujuci rezultate u istrazenih hrskavi¢njaca i kostunjaca, u jednjaku je enzimska
aktivnost viSa u ko$tunjaca, a izmedu koStunjaca u lastavice prasice. U rektumu je aktivnost
pronadena samo u koStunjaca te je veca u osli¢a. Iako je jaca enzimska aktivnost utvrdena u
macke bljedice, razlika SOG alkalne fosfataze u spiralnom crijevu hrskavi¢njaca nije statisticki
znacajna. U crijevu kostunjaca SOG alkalne fosfataze visa je u osli¢a nego u lastavice prasice.
Razli¢ita autori navode kako se aktivnost enzima smanjuje od prednjeg prema straznjem dijelu
crijeva (KOZARIC i sur., 2004.; LIU i sur., 2011.; TAN i sur., 2011.; YUAN i sur., 2014.;
HABTE-TSION i sur., 2015.; L1 i sur., 2015.; XIAO i sur., 2017.; WEI i sur., 2018.). Ti se
rezultati slazu s opisom aktivnosti enzima u istrazenih osli¢a gdje je najvisa SOG izmjerena u
prednjeg dijelu te potom pada prema straznjim dijelovima crijeva. Drugi autori opisuju rast
aktivnosti do srednjeg crijeva te nizu aktivnost u straznjem dijelu crijeva (REFSTIE i sur.,
2006.; WU i sur., 2009.; ZHAO i sur., 2015.; JIANG i sur., 2016.; XIAO i sur., 2017.;
BASTIANCIC i sur., 2023.). Ti se rezultati slazu s opisom aktivnosti enzima u istrazenih
lastavica prasica gdje je vrijednost SOG najvisa u srednjem dijelu crijeva te onda pada. S
obzirom na sve navedeno, moze se zakljuc€iti kako veca aktivnost pronadena u osli¢a moze biti
posljedica kra¢eg probavnog sustava te posljedi¢ne potrebe za veCom koncentracijom enzima.
U lastavice prasice piloricki su nastavci dodatno mjesto gdje zapocinje intenzivnija probava
hranjivih tvari, a enzim nastavlja svoje djelovanje i u rektumu.

Alkalna fosfataza je enzim koji katalizira hidrolizu monoestera fosforne kiseline pri
luznatoj pH-vrijednosti. S obzirom na to da hidrolizira molekule fosfora s ugljikohidrata, masti
I bjelancevina pri luznatoj pH-vrijednosti, pronadena je ocekivano visoka enzimska reakcija u
crijevima hrskavicnjaca i kostunjaca. Pritom, a moguce radi potrebe intenzivnijeg metabolizma
zbog kratkoce crijeva, najvisi intenzitet enzima pronaden je u crijevu osli¢a. U hrskavi¢njaca
spiralno crijevo usporava prolazak sadrzaja te na svojoj povrSini ima brojne nabore u kojima
je omoguéen dodatni doticaj enzima s hranjivim tvarima. Osim u probavi alkalna fosfataza u
probavnom sustavu ima ulogu i u kontroli metabolizma kalcija, fosfora i masnih kiselina
(LALLES, 2019.). Enzim ima funkciju barijere te sudjeluje u regulaciji pH-vrijednosti crijeva,
kontroli nepropusnih spojeva, detoksikaciji upalnih mikrobnih komponenti i moduliranju
crijevne mikroflore. Nalaz enzimske reakcije u navedenim dijelovima probavnog sustava moze

se povezati upravo s ovim funkcijama.

139



6.3.2. Usporedba lokalizacije i intenziteta kisele fosfataze

U cetkastoj prevlaci reakcija Kisele fosfataze pronadena je samo u spiralnom crijevu
macke bljedice. Enzimska reakcija na istoj lokaciji utvrdena je u srednjem dijelu crijeva jegulje
(KUZIR i sur., 2012.) i koi 8arana (SUN i sur., 2019.).

U ovom istrazivanju aktivnost kisele fosfataze pronadena je u epitelu i vezivnom tkivu
svih dijelova probavnog sustava. Sli¢an rezutat utvrden je u probavnom sustavu osli¢a
(KOZARIC i sur, 2004.), H. platyrhynchos (FACCIOLI i sur., 2016.) i u lastavice balavice
(BASTIANCIC i sur., 2023.).

U istrazenih hrskavi¢njaca najvisa SOG kisele fosfataze utvrdena je u epitelu jednjaka
macke bljedice. U psa mekasa aktivnost raste do spiralnog crijeva, gdje je najvisa te zatim pada.

U istrazenih kostunja¢a SOG kisele fosfataze u osli¢a pokazuje vise vrijednosti nego u
lastavice prasice. Pritom, u osli¢a najvise vrijednosti SOG izmjerene su u epitelu prednjeg i
straznjeg dijela crijeva. U lastavice prasice SOG raste do pilorickih nastavaka, zatim se snizava
te postepeno raste duzinom crijeva. Kao i u ovom radu i u dostupnoj literaturi podaci o
intenzitetu ovog enzima variraju medu razli¢itim vrstama riba (KUZIR isur., 2012.; WANG i
sur., 2018.; SUN i sur., 2019.).

Intenzitet reakcija kisele fosfataze u vezivnom tkivu uglavnom prati porast SOG u
epitelu.

Kisela fosfataza je enzim koji katalizira hidrolizu monoestera fosforne kiseline pri
kiseloj pH-vrijednosti. Nakon sinteze uglavnom se smjeSta u lizosomima, ali i
ekstralizosomalno. Upravo radi toga je enzim $iroko rasprostranjen unutar stanice te vjerojatno
opis njegove lokalizacije ovisi o trenutku metabolizma u kojem se stanica nalazi. Pronalazak
visoke SOG enzima u jednjaku i u rektumu morske macke povezuje se s njegovom zastitnom
ulogom. Sli¢an nalaz opisuju i BASTIANCIC i sur. (2023.). Takoder, ti dijelovi imaju sli¢nu
ulogu 1 u koStunjaca. Pronalazak enzima u Zelucanim Zlijezdama povezuje se s razgradnjom
molekula uklju¢enih u metabolizam (FACCIOLI 1 sur., 2016.). U macke bljedice visoka
vrijednost pronadena u jednjaku, straznjem dijelu zeluca i rektumu moze upucivati na bitnu
ulogu ovih dijelova probavnog sustava u metabolizmu bjelan¢evina. U psa mekasa glavna
mjesta razgradnje i apsorpcije bjelancevina su straznji dio zeluca i spiralno crijevo. U osli¢a je
¢itav probavni sustav aktivan u sintezi bjelanevina dok su u lastavice prasice to piloricki

nastavci i crijevo.
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6.3.3. Usporedba lokalizacije i intenziteta nespecifi¢ne esteraze

U istrazenih hrskavi¢njac¢a aktivnost nespecificne esteraze utvrdena je duz epitela
¢itavog straznjeg dijela probavne cijevi. Takoder, takva enzimska distribucija utvrdena je i u
lastavice prasice. U istrazivanju lokalizacije i enzimske aktivnosti duZz probavnog sustava
lastavice balavice BASTIANCIC i sur. (2023.) takoder utvrduju jednaku enzimsku distribuciju.
Za razliku od enzimske lokalizacije u hrskavi¢njaca i lastavice prasice aktivnost enzima u
osli¢a utvrdena je samo u epitelu prednjeg, srednjeg i straznjeg dijela crijeva. KOZARIC i sur.
(2004.) utvrdili su aktivnost nespecificne esteraze u citoplazmi epitelnih stanica jednjaka i
crijeva. Navedeni autori dodatno opisuju enzimsku reakciju i u ¢etkastoj prevlaci. Kako se u
literaturi Cesto navodi da je srednji segment crijeva mjesto najvise enzimske aktivnosti
probavnog sustava, vecina istrazivanja probavnog sustava usmjerena su samo na njegove
dijelove. Unato¢ tome, rezultati ovog istrazivanja pokazuju da i prednji dio probavne cijevi i
rektum imaju bitnu ulogu u razgradnji glicerida i nizih masnih kiselina u macke bljedice, psa
mekasa i lastavice prasice.

Lokalizacija nespecificne esteraze razli¢ita je u vezivnom tkivu probavne cijevi
hrskaviénjaca od one u koStunjaca. U istraZenih hrskavi¢njaca aktivnost nespecifi¢ne esteraze
pronadena je u vezivnom tkivu Zeluca i spiralnog crijeva. U lastavice prasice, enzimska
aktivnost utvrdena je duz vezivnog tkiva od Zeluca do rektuma. Suprotno tome, enzimska
aktivnost nije pronadena u vezivnom tkivu probavne cijevi oslica.

Vise vrijednosti SOG nespecificne esteraze uocene SU u macke bljedice nego u psa
mekaSa. Pritom je najvisa vrijednost u macke bljedice izmjerena u Zelucu, a u psa mekasa u
spiralnom crijevu. U koStunjaca je enzim znatno aktivniji duz probavnog sustava lastavice
prasice. Unato¢ tome, viSe su vrijednosti izmjerene u crijevu osli¢a. U obje vrste koStunjaca
aktivnost enzima raste do straznjeg dijela crijeva gdje je najvisa. Sli¢an intenzitet rasta opisuju
i drugi autori (KOZARIC i sur., 2004.; KOZARIC i sur., 2011.; WANG i sur., 2018.; SUN i
sur., 2019.; BASTIANCIC i sur., 2023.).

Nespecificna esteraza obuhvaca niz enzima koji sudjeluju u probavi glicerida 1 niZih
masnih kiselina. Masti su hidrofobne tvari koje se ne mijeSaju s vodom. Emulgatori su
molekule koje imaju hidrofilne i hidrofobne dijelove. Funkcija emulgatora je potpomoci
emulgaciju te time omoguciti proces mijesanja masti i vode. Putem razgradnje masti na manje
¢estice emulgacija u probavnom sustavu omogucuje enzimima potpunu hidrolizu 1 apsorpciju

hranjivih tvari. Emulgacija masti u probavnom sustavu postize se pomocu zuci koja se ulijeva
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u prednji dio crijeva. Stoga je za zakljuciti da je visa SOG ovog enzima u crijevu psa mekasa i
kosStunjaca posljedica pojacane aktivnosti nakon emulgacije masti. U macke bljedice glavno

mjesto probave masti je zeludac, a u ostalih istrazenih riba crijevo.

6.3.4. Usporedba lokalizacije i intenziteta aminopeptidaze

U ovom istrazivanju aktivnost aminopeptidaze izmjerena je u Cetkastoj prevlaci crijeva
svih riba. Aktivnost je takoder pronadena u epitelu jednjaka, Cetkastoj prevlaci pilori¢kih
nastavaka lastavice prasice te u rektumu osli¢a.

U hrskavi¢njaca vrijednost SOG aminopeptidaze veca je i varijabilnija u psa mekasa.
Enzimska distribucija ukazuje kako je u ovih riba glavno mjesto probave i apsorpcije
bjelanéevina spiralno crijevo. Takav nalaz u skladu je s opisom u Sphyrna tiburo (porodica:
Sphyrnidae, mlatovi) (JHAVERI i sur., 2015.). U psa mekaSa aktivnost aminopeptidaze
izmjerena je i u bazalnom dijelu epitela jednjaka.

U kostunja¢a u svim dijelovima crijeva utvrdena je visa SOG aminopeptidaze u
Cetkastoj prevlaci osli¢a nego u lastavice prasice. Pritom je najviSa vrijednost izmjerena u
Cetkastoj prevlaci srednjeg dijela crijeva. Dodatno je aktivnost pronadena i u bazalnom dijelu
epitela jednjaka, u cetkastoj prevlaci pilorickih nastavaka lastavice prasice te u rektumu oslica.
Dokaz aktivnosti aminopeptidaze u Cetkastoj prevlaci crijeva riba u skladu je s literaturnim
navodima (KUROKAWA i SUZUKI, 1998.; TENGJAROENKUL i sur., 2000.; KOZARIC i
sur., 2011.; KUZIR i sur., 2012.). Takoder, pronalazak enzima u bazalnom dijelu epitela opisan
je u literaturi (HIRJI i COURTNEY, 1982.; TENGJAROENKUL i sur., 2000.). U osli¢a
enzimska aktivnost raste do srednjeg crijeva gdje ima najviSu vrijednost te onda pada. U riba
porodice Triglidae provedeno je nekoliko istrazivanja enzimske aktivnosti probavnog sustava
(KOZARIC i sur., 2011.; BASTIANCIC i sur., 2023.). KOZARIC i sur. (2011.) opisali su
aktivnost aminopeptidaze u crijevu kokoti¢a ostruljiéa. BASTIANCIC i sur. (2023.) izmjerili
su aktivnost aminopeptidaze u probavnom sustavu lastavice balavice. Opisana enzimska
aktivnost u ovih riba iz porodice stitoglavki razlikuje se od one izmjerene u lastavice prasice
po distribuciji intenziteta u probavnom sustavu. U ovom istrazivanju u lastavice prasice, iako
je sli¢na aktivnost izmjerena duz Citavog crijeva, najvisa je aktivnost izmjerena u srednjem
dijelu crijeva. Najvisa aktivnost aminopeptidaze u cetkastoj prevlaci srednjeg crijeva takoder
je zabiljezena u grgec¢a (Perca fluviatilis) (HIRJI i COURTNEY, 1982.) i jegulje (KUZIR i

sur., 2012.). Slabiji intenzitet enzimske reakcije u rektumu moze se dovesti u vezu sa slabijom
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razgradnjom bjelancevina koja je posljedica promjene pH-vrijednosti i resorpcije enzima duz
probavnog sustava (TENGJAROENKUL i sur., 2000.).

Aminopeptidaza je egzopeptidaza koja katalizira hidrolizu peptidne veze na N-kraju
proteinskog supstrata. Ekstracelularna faza razgradnje bjelancevina potpomognuta je pepsinom
i enzimima gusterate (BASTIANCIC i sur., 2023.). Intracelularna razgradnja povezuje se s
bjelancevinama cetkaste prevlake. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na to da se u
hrskavi¢njaca intracelularna razgradnja bjelan¢evina odvija u spiralnom crijevu, a u psa
mekasa dodatno i u epitelu jednjaka. U kostunjaca glavni dio probave bjelancevina odvija se
duz ¢itavog crijeva. S obzirom na utvrdenu aktivnost u jednjaku za pretpostaviti je da se, kao i
u psa mekaSa, manji peptidi ili aminokiseline dodatno apsorbiraju, neovisno o ekstracelularnoj

razgradnji.
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7. ZAKLJUCCI

144



Na temelju prvog sveobuhvatnog istrazivanja makromorfoloskih i mikromorfoloskih
osobitosti probavnog sustava u macke bljedice, psa mekasa, oslic¢a i lastavice prasice izvedeni

su sljedeci zakljucci:

1. Makroskopska grada straznjeg dijela probavne cijevi pokazuje sli¢nosti izmedu macke
bljedice i psa mekasa te razlike izmedu osli¢a i lastavice prasice. Pritom se makroskopska
grada u hrskavi¢njaca znatno razlikuje od one utvrdene u kostunjaca.

2. Unato¢ sliénim prehrambenim navikama, varijacije u duzini crijeva uocene su medu
pojedinim jedinkama unutar iste vrste, kao i izmedu istrazenih vrsta riba. Pritom je u svih
istrazenih riba, duZina crijeva manja od ukupne duZine tijela.

3. U lastavice prasice razvili su se dodatni mehanizmi koji potpomazu proces probave i
apsorpcije hranjivih tvari zbog teze probavljive hitinske ljusture rakova koji dominiraju u
njezinoj prehrani.

4. Mikroskopska grada straznjeg dijela probavne cijevi razlikuje se U istrazenih vrsta riba.
Pritom posebno treba istaknuti razlike u gradi pokrovnog epitela jednjaka i rektuma te one
koje proizlaze iz razli¢ite razvijenosti muskularis mukoze medu pojedinim dijelovima
probavne cijevi.

5. Mukozne Zlijezde utvrdene su u svim dijelovima probavne cijevi, osim u zelucu. Pritom se
sastav sekreta u istrazenih vrsta riba u pojedinim dijelovima razlikuje.

6. U svih istrazenih riba crijeva Su mjesta najintenzivnijeg metabolizma.

7. U macke bljedice glavno mjesto probave masti je zeludac, a u ostalih istrazenih riba crijevo.

8. lako su razgradnja i apsorpcija bjelancevina intenzivne u crijevu, odvijaju se i u drugim

dijelovima probavne cijevi.
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POPIS SLIKA | TABLICA

Slike

Slika 1. Podjela probavnog sustava koristena u ovom radu. Dijelovi probavnog sustava otisnuti
zadebljano predmet su istrazivanja.

Slika 2. Podjela probavnog sustava u razliCitth morskih vrsta riba (prilagodeno prema
EGERTON i sur., 2018.).

Slika 3. Prikaz razlicitih oblika Zeluca u riba: ravni Zeluci (1 i 2), zeludac sifonskog oblika (3)
i cekalni tipovi Zeluca (4 1 5) (preuzeto iz BUDDINGTON i1 KUZ'MINA, 2000.).

Slika 4. Prikaz razli¢itih oblika nabora u spiralnom crijevu hrskavi¢njaca (preuzeto iz
HOLMGREN i NILSSON, 1999.).

Slika 5. Prikaz razli¢itih pojavnosti crijeva u riba (preuzeto iz BUDDINGTON i KUZ'MINA,
2000.).

Slika 6. Veza izmedu udjela bjelancevina u hrani i njihove iskoristivosti u biljozdernih i
mesozdernih riba (prilagodeno prema BALLANTYNE, 2014.).

Slika 7. Morfoloske karakteristike tijela macke bljedice. Na slici su oznaceni dijelovi tijela:
pjege na dorzalnom dijelu tijela (bijela zvjezdica), parne prsne peraje (crne strelice), parne
trbusne peraje (strelicasti vrhovi), dvije ledne peraje (bijele strelice) 1 repna peraja (crna
zvjezdica).

Slika 8. Morfoloske karakteristike tijela psa mekasa. Na slici su oznaceni dijelovi tijela: prsna
peraja (crna strelica), bijeli trbuh (bijele zvjezdice), ledne peraje (bijele strelice), trbusna peraja
(streliCasti vrh) 1 repna peraja (crna zvjezdica).

Slika 9. Morfoloske karakteristike tijela osli¢a. Na slici su bijelim zvjezdicama oznaceni najSiri
dijelovi tijela u podrucju prsne peraje. Vidljiva je sivkasta boja tijela dok je ventralni dio osli¢a
u podrucju trbuha svjetlije boje (crne zvjezdice).

Slika 10. MorfoloSke karakteristike tijela lastavice prasice. Na slici je bijelom strelicom
oznaceno rostralno izbocenje na glavi dok je zvjezdicom oznacena prsna peraja. Crna strelica
prikazuje zavrS$nu toc¢ku bodlje te je vidljivo da njezina duzina seZe do okomice povucene na
polovicu duzine prsne peraje.

Slika 11. Lokacije dijela ulovljenih riba u srednjem dijelu Jadranskog mora (A i B).

Slika 12. Shema wuzorkovanja dijelova probavnog sustava hrskavi¢njaca. Crnim

pravokutnicima ozna¢ena su mjesta uzorkovanja organa za potrebe histoloskog 1
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histokemijskog istrazivanja. Crvenim pravokutnicima oznacena su mjesta uzorkovanja organa
za potrebe istrazivanja lokalizacije i enzimske aktivnosti probavnog sustava. Na slici je
prikazan prednji (1) i straznji (2) dio jednjaka, prednji (3) i straznji (4) dio Zeluca, piloricki
sfinkter (5), prednji (6) i spiralni (7) dio crijeva te rektum (8).

Slika 13. Shema uzorkovanja dijelova probavnog sustava oslica. Crnim pravokutnicima
oznacena su mjesta uzorkovanja organa za potrebe histoloskog i histokemijskog istrazivanja.
Crvenim pravokutnicima oznacena su mjesta uzorkovanja organa za potrebe istrazivanja
lokalizacije 1 enzimske aktivnosti probavnog sustava. Na slici je prikazan prednji (1) i straznji
(2) dio jednjaka, prednji (3) i straznji (4) dio Zeluca, piloricki sfinkter (5), prednji (6), srednji
(7) 1 straznji (8) dio crijeva te rektum (9).

Slika 14. Shema uzorkovanja dijelova probavnog sustava lastavice prasice. Crnim
pravokutnicima oznaena su mjesta uzorkovanja organa za potrebe histoloskog i
histokemijskog istrazivanja. Crvenim pravokutnicima oznacena su mjesta uzorkovanja organa
za potrebe istrazivanja lokalizacije 1 enzimske aktivnosti probavnog sustava. Na slici je
prikazan prednji (1) i straznji (2) dio jednjaka, prednji (3) i straznji (4) dio Zeluca, piloricki
sfinkter (5), piloricki nastavci (6), prednji (7), srednji (8) 1 straznji (9) dio crijeva te rektum
(10).

Slika 15. Probavni sustav macke bljedice. Na slici su prikazani: jednjak (1), prednji (2) i straznji
(3) dio zeluca, spiralno crijevo (4) i rektum (5).

Slika 16. Probavni sustav psa mekasa. Na slici su prikazani: jednjak (1), prednji (2) 1 straznji
(3) dio Zeluca, spiralno crijevo (4) i rektum (5).

Slika 17. Probavni sustav osli¢a. Na slici su prikazani: jednjak (1), prednji (2) 1 straznji (3) dio
zeluca, prednji (4), srednji (5) 1 straznji (6) dio crijeva te rektum (7).

Slika 18. Probavni sustav lastavice prasice. Na slici su prikazani: jednjak (1), prednji (2) i
straznji (3) dio zeluca, piloricki nastavci (4), prednji (5), srednji (6) 1 straznji (7) dio crijeva te
rektum (8).

Slika 19. Histologija jednjaka macke bljedice (A i B). Na Slici A oznaceni su dijelovi jednjaka:
pokrovni epitel (1), lamina proprija (2), podsluznica (3), unutrasnji (4) 1 vanjski (5) miSicni sloj
i adventicija (6) te je strelicom oznacen Leydigov organ (HE). Na Slici B strelicama su
oznacene glatke misi¢ne stanice (VVG).

Slika 20. Epitel jednjaka macke bljedice (A i B). Na Slici A prikazan je pokrovni epitel u dijelu
s Leydigovim organom (HE). Na Slici B strelicom je prikazan pokrovni epitel u dijelu bez
Leydigovog organa (HE).
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Slika 21. Histologija prednjeg dijela Zeluca macke bljedice (A i B). Na Slici A oznaceni su
dijelovi: pokrovni epitel (1), lamina proprija (2), muskularis mukoze (3) i podsluznica (4)
(MT). Na Slici B prikazane su zelu¢ane zlijezde (HE).

Slika 22. Histologija straznjeg dijela zeluca macke bljedice. Na Slici su oznaceni dijelovi:
pokrovni epitel koji se utiskuje u laminu propriju (1), muskularis mukoze (2), podsluznica (3)
unutrasnji (4) i vanjski (5) misiéni sloj i seroza (6) (HE).

Slika 23. Histologija spiralnog crijeva macke bljedice (A i B). Slika A prikazuje generalnu
gradu stijenke i spiralnog nabora (MT). Na Slici B oznaceni su dijelovi: pokrovni epitel (1),
lamina proprija (2), muskularis mukoze (3), podsluznica (4, strelica), unutrasnji misi¢ni sloj
(5) i seroza (6) (VVG).

Slika 24. Histologija rektuma macke bljedice (A 1 B). Slika A prikazuje generalnu gradu
stijenke rektuma (HE). Na Slici B oznaceni su dijelovi: pokrovni epitel (1), proprija —
podsluznica (2), unutrasnji misiéni sloj (3) (VVGQ).

Slika 25. Histologija jednjaka psa mekasa (A i B). Na Slici A oznaceni su dijelovi jednjaka:
pokrovni epitel (1), lamina proprija (2), podsluznica (3) te je strelicom oznacen Leydigov organ
(HE). Na Slici B oznac¢ena je podsluznica (1), unutrasnji (2) i vanjski (3) misi¢ni sloj; crnom
je strelicom oznacen Leydigov organ, a streli¢astim vrhovima elasti¢na vlakna (VVG).

Slika 26. Epitel jednjaka psa mekasa (A i B). Na Slici A prikazan je pokrovni epitel u dijelu s
Leydigovim organom, a na Slici B epitel dijela bez Leydigovog organa (HE).

Slika 27. Histologija prednjeg dijela Zeluca psa mekasa (A i B). Na Slici A oznaceni su dijelovi:
pokrovni epitel (1), lamina proprija (2), tracci vezivnog tkiva izmedu zlijjezda (streliCasti
vrhovi), muskularis mukoze (3), podsluznica (4), unutrasnji misi¢ni sloj (5) (MT). Na Slici B
prikazane su Zelucane Zlijezde (HE).

Slika 28. Histologija straznjeg dijela Zeluca psa mekaSa (A i B). Na Slici A streli¢astim
vrhovima oznaéena je muskularis mukoze (VVG). Na Slici B zvjezdicom je naznaen
unutra$nji misic¢ni sloj pilorickog sfinktera (HE).

Slika 29. Histologija spiralnog crijeva psa mekasa (A i B). Na Slici A oznaceni su dijelovi:
pokrovni epitel (1), lamina proprija (2), stratum compactum (3), muskularis mukoze (4),
zucovod u podsluznici (5), unutrasnji misiéni sloj (6) 1 seroza (7) (VVG). Na Slici B prikazana
je grada nabora (VVG).

Slika 30. Histologija rektuma psa mekasa (A i B). Na Slici A oznaceni su dijelovi: pokrovni
epitel (1), lamina proprija — podsluznica (2), miSi¢ni slojevi (3) i seroza (4) (VVG). Na Slici B
prikazan je epitel rektuma (HE).
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Slika 31. Histologija jednjaka osli¢a. Na Slici su oznaceni dijelovi stijenke: pokrovni epitel (1),
lamina proprija (2), podsluznica (3) 1 unutras$nji misiéni sloj (4) (HE).
Slika 32. Histologija prednjeg dijela zeluca osli¢a (A i B). Na Slici A oznaceni su dijelovi
stijenke: pokrovni epitel (1), lamina proprija (2), muskularis mukoze (3) i podsluznica (4) (HE).
Na Slici B strelicama su oznacena crno obojena retikularna vlakna izmedu Zelucanih zlijezda i
u endomiziju glatkih miSi¢nih stanica (RK).
Slika 33. Histologija straznjeg dijela zeluca osli¢a. Na Slici su oznaceni dijelovi stijenke:
pokrovni epitel (1), lamina proprija (2), muskularis mukoze (3) i podsluznica (4) (HE).
Slika 34. Histologija crijeva osli¢a (A, B i C). Na Slici A oznaceni su dijelovi stijenke prednjeg
dijela crijeva: pokrovni epitel (1), lamina proprija (2), podsluznica (3), unutra$nji (4) i vanjski
(5) misi¢ni slojevi i seroza (6) (HE). Na Slici B zvjezdicom je oznacen tanji sloj vezivnog tkiva
srednjeg dijela crijeva (HE). Na Slici C prikazana je grada straznjeg dijela crijeva (HE).
Slika 35. Histologija rektuma osli¢a (A 1 B). Slika A prikazuje poprec¢ni presjek rektuma (HE).
Na Slici B oznaceni su dijelovi stijenke: pokrovni epitel (1), lamina proprija (2), podsluznica
(3), unutrasnji (4) i vanjski (5) misi¢ni sloj, seroza (6) (HE).
Slika 36. Histologija jednjaka lastavice prasice (A i B). Na Slici A oznaceni su dijelovi stijenke:
pokrovni epitel (1), lamina proprija — podsluznica (2), glatke misi¢ne stanice (3) (HE). Na Slici
B zvjezdicom je oznacen unutra$nji misi¢ni sloj, a streli¢astim vrhom elasti¢na vlakna (VVQ).
Slika 37. Prikaz stanica u vezivnom tkivu jednjaka lastavice prasice (A i B). Na Slici A
strelicama su oznacene pronadene stanice u jednjaku (HE). Na Slici B streli¢astim vrhovima
oznaCene su iste stanice prikazane drugom metodom bojenja, dok su strelicom oznacena
elasti¢na vlakna (VVG).
Slika 38. Histologija prednjeg dijela Zeluca oslica. Na Slici su oznaceni dijelovi stijenke:
pokrovni epitel (1), lamina proprija (2), muskularis mukoze (strelice) i podsluznica (3) (HE).
Slika 39. Histologija straznjeg dijela Zeluca lastavice prasice. Na Slici su oznaceni dijelovi
stijenke: pokrovni epitel (1), lamina proprija (2), muskularis mukoze (3) (HE).
Slika 40. Histologija pilorickih nastavaka lastavice prasice. Na Slici su oznaceni dijelovi
stijenke: pokrovni epitel (1), lamina proprija (2), podsluznica (3), miSi¢ni slojevi (4) te je
streliCastim vrhom oznacena seroza (VVGQG).
Slika 41. Histologija crijeva lastavice prasice (A, B i C). Na Slici A oznaceni su dijelovi
stijenke prednjeg dijela crijeva: pokrovni epitel (1), lamina proprija (2), podsluznica (3),
unutrasnji i vanjski misic¢ni sloj (4) i seroza (5) (HE). Na Slici B prikazana je grada srednjeg
dijela srednjeg segmenta crijeva (VVG). Na Slici C prikazana je grada straznjeg dijela crijeva
(HE).
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Slika 42. Histologija rektuma lastavice prasice. Na Slici su oznaceni dijelovi stijenke: pokrovni
epitel (1) i lamina proprija — podsluznica (2) (HE).

Slika 43. Pozitivne reakcije alkalne fosfataze u spiralnom crijevu macke bljedice (A i B).
Slika 44. Pozitivne reakcije kisele fosfataze u probavnom sustavu macke bljedice (A — E). Na
slikama su prikazane reakcije u sljede¢im dijelovima probavnog sustava: u jednjaku (A),
prednjem (B) i straznjem (C) dijelu zeluca, spiralnom crijevu (D) i rektumu (E).

Slika 45. Pozitivne reakcije nespecifiéne esteraze u probavnom sustavu macke bljedice (A —
D). Na slikama su prikazane reakcije u sljede¢im dijelovima probavnog sustava: u jednjaku
(A), prednjem (B) i straznjem (C) dijelu zeluca te spiralnom crijevu (D).

Slika 46. Pozitivna reakcija aminopeptidaze u spiralnom crijevu macke bljedice.

Slika 47. Pozitivne reakcije alkalne fosfataze u probavnom sustavu psa mekasa (A i B). Na
Slici A su prikazane reakcije u jednjaku, a na Slici B reakcije u spiralnom crijevu.

Slika 48. Pozitivne reakcije kisele fosfataze u probavnom sustavu psa mekasa (A — E). Na
slikama su prikazane reakcije u sljede¢im dijelovima probavnog sustava: u jednjaku (A),
prednjem (B) i straznjem (C) dijelu zeluca, spiralnom crijevu (D) i rektumu (E).

Slika 49. Pozitivne reakcije nespecificne esteraze u probavnom sustavu psa mekasa (A — C).
Na slikama su prikazane reakcije u sljede¢im dijelovima probavnog sustava: u prednjem (A) 1
straznjem (B) dijelu zeluca, te u spiralnom crijevu (C).

Slika 50. Pozitivna reakcija aminopeptidaze u spiralnom crijevu psa mekasa.

Slika 51. Pozitivne reakcije alkalne fosfataze u probavnom sustavu osli¢a (A — E). Na slikama
su prikazane reakcije u sljede¢im dijelovima probavnog sustava: U jednjaku (A), prednjem (B),
srednjem (C) i straznjem (D) dijelu crijeva te u rektumu (E).

Slika 52. Pozitivne reakcije kisele fosfataze u probavnom sustavu osli¢a (A — F). Na slikama
su prikazane reakcije u sljede¢im dijelovima probavnog sustava: u jednjaku (A), straznjem
dijelu Zeluca (B), prednjem (C), srednjem (D) i straznjem (E) dijelu crijeva te u rektumu (F).
Slika 53. Pozitivne reakcije nespecifi¢ne esteraze u probavnom sustavu osli¢ca (A — C). Na
slikama su prikazane reakcije u prednjem (A), srednjem (B) i straznjem (C) dijelu crijeva.
Slika 54. Pozitivne reakcije aminopeptidaze u probavnom sustavu osli¢a (A — D). Na slikama
su prikazane reakcije u sljede¢im dijelovima probavnog sustava: u prednjem (A), srednjem (B)
i straznjem (C) dijelu crijeva te u rektumu (D).

Slika 55. Pozitivne reakcije alkalne fosfataze u probavnom sustavu lastavice prasice (A — E).
Na slikama su prikazane reakcije u sljede¢im dijelovima probavnog sustava: u jednjaku (A),

pilorickim nastavcima (B), prednjem (C) i srednjem (D) dijelu crijeva te u rektumu (E).
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Slika 56. Pozitivne reakcije kisele fosfataze u probavnom sustavu lastavice prasice (A —G). Na
slikama su prikazane reakcije u sljede¢im dijelovima probavnog sustava: u jednjaku (A),
straznjem dijelu Zeluca (B), pilorickim nastavcima (C), prednjem (D), srednjem (E) i straznjem
(F) dijelu crijeva te u rektumu (G).

Slika 57. Pozitivne reakcije nespecificne esteraze u probavnom sustavu lastavice prasice (A —
H). Na slikama su prikazane reakcije u sljede¢im dijelovima probavnog sustava: u jednjaku
(A), prednjem (B) i straznjem (C) dijelu Zeluca, pilorickim nastavcima (D), prednjem (E),
srednjem (F) i straznjem (G) dijelu te u rektumu (H).

Slika 58. Pozitivne reakcije aminopeptidaze u probavnom sustavu lastavice prasice (A — E).
Na slikama su prikazane reakcije u sljede¢im dijelovima probavnog sustava: u jednjaku (A),
pilori¢kim nastavcima (B), prednjem (C), srednjem (D) i straznjem (E) dijelu crijeva.

Slika 59. Tumac kutijastih dijagrama. U srediStu pravokutnika naznacena je aritmeticka sredina
SOG enzima dok nasuprotne stranice oznacavaju vrijednosti standardnih devijacija. Crtama
iznad pravokutnika naznacene su najviSe i najnize SOG enzima. Duzi pravokutnik predstavlja
vecu varijabilnost.

Slika 60. Graficki prikaz varijabilnosti SOG alkalne fosfataze u cetkastoj prevlaci spiralnog
crijeva hrskaviénjaca (A), te Cetkastoj prevlaci prednjeg (B), srednjeg (C) i straznjeg (D) dijela
crijeva koStunjaca. Statisticki znacajne razlike oznacene su razli¢itim malim slovima (a, b).
Slika 61. Graficki prikaz varijabilnosti SOG alkalne fosfataze u epitelu jednjaka (A) 1 rektuma
(B). Statisticki znacajne razlike oznacene su razli¢itim malim slovima (a, b).

Slika 62. Graficki prikaz varijabilnosti SOG kisele fosfataze u epitelu prednjeg (A) i straznjeg
dijela Zeluca (B), spiralnog crijeva (C), prednjeg (D), srednjeg (E) i straznjeg (F) dijela crijeva
te u epitelu rektuma (G). Statisticki znacajne razlike oznacene su razli¢itim malim slovima (a,
b, c).

Slika 63. Graficki prikaz varijabilnosti SOG kisele fosfataze u lamini propriji jednjaka (A),
prednjeg (B) 1 straznjeg dijela Zeluca (C), spiralnog crijeva (D), prednjeg (E), srednjeg (F) i
straznjeg (G) dijela crijeva te u vezivnom tkivu rektuma (H). Statisticki znaCajne razlike
oznacene su razli¢itim malim slovima (a, b, c).

Slika 64. Graficki prikaz varijabilnosti SOG kisele fosfataze u zelu€anim zlijezdama. Statistic¢ki
znacajne razlike oznacene su razli¢itim malim slovima (a, b, c).

Slika 65. Graficki prikaz varijabilnosti SOG nespecificne esteraze u epitelu jednjaka (A),
prednjeg (B) 1 straznjeg (C) dijela zeluca, spiralnog crijeva (D), straznjeg dijela crijeva (E) te

epitela rektuma (F). Statisti¢ki znaCajne razlike oznacene su razli¢itim malim slovima (a, b).
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Slika 66. Graficki prikaz varijabilnosti SOG aminopeptidaze u Cetkastoj prevlaci spiralnog
crijeva hrskavicnjaca (A) te Cetkastoj prevlaci prednjeg (B), srednjeg (C) i straznjeg (D) dijela

crijeva koStunjaca. Statisticki znaCajne razlike oznacene su razli¢itim malim slovima (a, b).
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