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Plavobijeli dupin (Stenella coeruleoalba) uginuo u rijeci Krki u lipnju 1999. godine na prikladan je način kon
zerviran, prvo pothladivanjem, a zatim dubokim smrzavanjem. To je omogućilo provođenje metoda enzimatske 
histokemije na uzorcima organa i tkiva, što je rijetko izvodivo na većini životinja uginulih u prirodi s obzirom na 
brzo propadanje staničnih enzima tijekom početnih postmortalnih promjena. Uzeti su uzorci žljezdanog dijela želuca 
i dvanaesnika, na kojima je istražena aktivnost dehidrogenaze glutamata (GDH), dehidrogenaze jantarne (SDH) 
i mliječne (LDH) kiseline te sustava NADH2 /NADPH-dijaforaza. Uočena je različita aktivnost enzima unutar 
svakog istraženog organa, kao i razlike između organa. Sluznicu žljezdanog dijela želuca karakterizira jaka aktivnost 
SDH i donora vodika, NADH2. U sluznici dvanaesnika uočena je jača aktivnost dehidrogenaza, dok je aktivnost 
koenzima slabije izražena u odnosu na žljezdani dio želuca. 

Uvod 

Želudac i crijeva kitova, kao dio njihova p robavnog sustava, svojom morfo logi jom razlikuju 

se o d onih u kopnenih sisavaca. Že ludac je podijeljen u nekoliko komora , čiji se broj razlikuje u 

različitih vrsta kitova, ali osnovu čine tri komore . Prva i najveća k o m o r a je predželudac, koji nedo

staje u vrsta iz porodice Ziphi idae. Sljedeća k o m o r a je žljezdani ili fundusni dio želuca, a treća je 

pilorusni dio želuca. Z a razliku o d predželuca, pokr ivenog k u t a n o m sluznicom bez žlijezda, druge 

dvije komore imaju žljezdanu sluznicu, koja izlučuje enzime potrebne za početak prave enzimatske 

probave hrane [1 , 2 , 3 ] . 
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Žljezdani dio želuca plavobijelog dup ina ne razlikuje se bi tno o d o n o g u većine ostalih vrsta 

kitova. Sluznica m u čini brojne nabore, a i histološki odgovara gradi fundusnog dijela želuca u osta

lih sisavaca. Površina sluznice pokrivena je jednos lo jn im visokopr izmat ičnim epi telom na kojem se 

nalaze otvori tubulusnih žlijezda smještenih u lamini propriji . O v e žlijezde su na mjest ima razgra

nate i dopi ru do muscularis mucosae. U z bazu žlijezde nalaze se bazofilne stanice, koje predstavljaju 

glavne stanice, a između njih su velike, okruglaste, acidofilne, tzv. obložne stanice, brojnije prema 

vratu žlijezde. U područ ju vrata tubulusnih žlijezda nalaze se mukozne stanice. Ispod lamine pro-

prije sa žli jezdama nalazi se lamina muscularis mucosae, koja odvaja sluznicu o d podsluznice ili sub-

mukoze . S u b m u k o z a je građena o d rahlog vezivnog tkiva s kolagenim i elastičnim vlaknima između 

kojih su fibroblasti, p lazma stanice, krvne i l imfne žile. Sljedeća ovojnica ovog dijela želuca je jaka 

mišićnica, koja je izvana pokrivena seroznim slojem visceralnog lista potrbušnice [4] . 

Crijeva kitova zubana, za razliku o d kitova usana, dugačka su, bez jasne granice između 

tankog i debelog crijeva. Tanko crijevo dijeli se na dvanaesnik, j e junum i i leum, debelo crijevo čine 

kolon i rektum, a slijepo crijevo nije razvijeno u kitova zubana. Sluznica tankog crijeva odgovara 

onoj u čovjeka. Crijevnih resica n e m a u ampul i dvanaesnika, nego se one počinju pojavljivati ka

snije i protežu distalno p rema relativno kra tkom kolonu, gdje površina sluznice postaje ravna kao u 

debe lom crijevu čovjeka. Brunnerovih žlijezda i Panethovih stanica u t ankom crijevu nema, dok su 

Peverove ploče s a m o ponekad prisutne [5] . 

Dvanaesn ik plavobijelog dup ina ima crijevne resice koje se pos tupno uzdižu iznad površine 

sluznice a pokrivene su v isokopr izmat ičnim epitelnim s tanicama s mikrovi l ima m e d u koj ima su i 

rijetke vrcaste stanice. Lamina propria je debela, ispunjena d u b o k i m kr ip tama koje oblažu PAS-

pozitivne mukozne žlijezde. I spod bazalnog sloja mukozn ih žlijezda razvijena je tanka sluznička 

mišićnica, lamina muscularis mucosae. Podsluznica je debljine kao lamina propria i u njoj nema 

duodenalnih žlijezda. Slijedi jaka mišićnica, s unutrašnj im slojem kružno i koso položenih mišićnih 

stanica i vanjskim slojem uzdužno položenih mišićnih stanica. His to loška granica između dvanae

snika, jejunuma i ileuma gotovo da se ne može odrediti . U epitelu resica jejunuma brojnije su vrcaste 

stanice nego u dvanaesniku, a u lamini propriji i podsluznici ileuma prisutni su limfni čvorići, kojih 

ima i u ostal im dijelovima tankog crijeva, a nakupine l imfnog tkiva koje bi odgovarale Peverovim 

p ločama rijetko su prisutne [4 ] . 

U dos tupnoj literaturi nedostaju podac i o his tokemijskim anal izama uzoraka organa kitova, 

kako fizioloških tako i morfoloških istraživanja temeljenih na intenzitetu aktivnosti oksidativnih 

enzima u po jed in im tkivima unutar nekog organa. Jed ina istraživanja histokemijskih osobitosti tki

va u kitova provedena su na uzorcima skeletnih mišića utvrđivanjem odnosa aerobnog i anaerobnog 

metabol izma mišićnih vlakana [6 ] . U naš im istraživanjima vrlo je rijedak nalaz uginule životinje 

kod koje pos tmor ta lne promjene na uzorcima tkiva i organa o m o g u ć u j u istraživanja osjetljivih sta

ničnih enzima. Također je rijedak nalaz ove vrste dup ina s obz i rom da je u J ad ranskom moru stalno 

prisutna s a m o jedna vrsta kitova, dobri dup in (Tursiops truncatus) [7] . 



Materijal i metode 

Istraživanje je provedeno na plavobi jelom dup inu oznake «dup in 2 7 » , ukupne tjelesne dužine 

198 cm i mase 9 9 kg, te starosti oko 11 godina , procijenjenoj G L G m e t o d o m (od engl. Growth 

Layer Groups), brojanjem slojeva dentina zuba p rema Sloo tenu [8] . D u p i n je uočen i praćen dva 

dana u rijeci Krki kod Skradina, gdje je ug inuo , u prisutnosti djelatnika Nac iona lnog parka «Krka» , 

23 . lipnja 1999 . godine . O d m a h po uginuću životinja je ohlađena na temperature o d 4 ° C , a zat im 

prebačena u zamrzivač na temperaturu o d - 18 ° C te je sljedećeg dana dopremljena na Veterinarski 

fakultet u Zagrebu. Razudba je obavljena u Z a v o d u za anatomiju , histologiju i embriologi ju, pri 

čemu su uzeti uzorci organa za mikroskopsku i his tokemijsku pretragu. Uzorci žljezdanog dijela 

želuca i dvanaesnika namijenjeni prikazu lokalizacije aktivnosti oksidativnih enzima konzervirani 

su dubok im smrzavanjem i rezani na odsječke debljine 4 -6 p m . Istražena je aktivnost sljedećih 

enzima: dehidrogenaze jantarne kiseline ( S D H ) , dehidrogenaze mliječne kiseline ( L D H ) , dehidro-

genaze glutamata ( G D H ) te n ikot in-amid-dinukleot ida ( N A D ) i nikotin-amid-dinukleotid-fosfata 

( N A D P ) koji su koenzimi i akceptori vodika pri akt ivnost ima dehidrogenaza. Aktivnost istraženih 

enzima istraživana je p rema metodologi j i Chayena i Bitenskyja [9] , a sve me tode zasnovane su na 

istom his tokemijskom principu, po ko jem je položaj aktivnosti po jed inog enzima utvrđivan izla

ganjem svježih, nefiksiranih tkivnih odsječaka reakcijskom medi ju koji je sadržavao o top inu speci

fičnog supstrata i markera. Prisutnost i intenzitet aktivnosti koenz ima N A D i N A D P utvrdivani su 

m e t o d o m N A D P H - d i j a f o r a z a i N A D P H 2 - d i j a f o r a z a . Pojam dijaforaza označava enzimatski sustav 

koji se dodaje u reakcijski medij uzorka tkiva, gdje oksidira N A D P H / N A D P H 2 i reducira marker 

pa nastaju N A D / N A D P i formazan, o d kojeg nastaje karakteristično obojenje na mjestu aktivnosti 

dehidrogenaza [9] . 

Rezultati 

Sluznica žljezdanog dijela želuca pokazuje vrlo j aku aktivnost dehidrogenaze jantarne kiseline 

( S D H ) . Stanice v isokopr izmat ičnog epitela pokazuju j ednako intenzivnu reakciju, kao i stanice 

tubulusnih žlijezda lamine proprije. Prema jačini obojenja ne m o g u se razlikovati pojedine vrste sta

nica tubulusnih žlijezda. Aktivnost S D H u vezivnom tkivu submukoze vrlo je slaba - slabo uočljiva 

duž snopova kolagenih vlakana. Miš ićnica pokazuje umjerenu aktivnost S D H , ali je ona znatno 

slabijeg intenziteta nego što je u sluznici žli jezdanog dijela želuca (si. 1). 

Dehidrogenaza mliječne kiseline ( L D H ) najintenzivniju aktivnost pokazuje u s tanicama mi-

šićnice. U slojevima sluznice slabo je izražena, os im u t ankom sloju stanica miš ićnog sloja sluznice, 

lamini muscularis mucosae. U submukozi je vrlo slaba aktivnost L D H , os im u miš ićn im s tanicama 

stijenke krvnih žila, gdje je jednaka intenzitetu reakcije mišićnice žljezdanog dijela želuca. 



Aktivnost dehidrogenaze g lu tamata ( G D H ) u sluznici žljezdanog dijela želuca umjereno je 

izražena, dok u submukoz i ne pokazuje aktivnost. Najintenzivnija reakcija G D H prisutna je u mi-

šićnici (si. 2 ) . 

Sustav N A D H 2 / N A D P H - d i j a f o r a z a pokazuje intenzivnu reakciju u svim slojevima stijenke 

žljezdanog dijela želuca. Pri t ome je jača aktivnost N A D H 2 - d e h i d r o g e n a z e u usporedbi s aktivnošću 

N A D P H - d e h i d r o g e n a z e . 

Unutar same stijenke žl jezdanog dijela želuca najveći intenzitet reakcije uočen je u slojevima 

sluznice, a nešto slabiji u s tanicama mišićnice (si. 3 ) . 

Sti jenka dvanaesnika pokazuje slabiju aktivnost svih oksidativnih enzima nego stijenka žljez

danog želuca. Dehidrogenaza jantarne kiseline ( S D H ) najintenzivnija je u sluznici, nešto slabija je 

u mišićnici, dok je u submukoz i dvanaesnika gotovo neznatno izražena os im u st i jenkama krvnih 

žila. 

Dehidrogenaza mliječne kiseline ( L D H ) najizraženija je u miš ićn im s tanicama lamine muscu-

hiris mucosae i mišićnice dvanaesnika, a stanice lamineproprije pokazuju slabiju aktivnost ovog en

zima. U vlaknast im e lement ima vezivnog tkiva submukoze nije uočena aktivnost L D H , za razliku 

o d staničnih elemenata gdje je pr isutna (si. 5 ) . 

Slika 1. Stijenka žljezdanog dijela želuca plavobijelog du
pina oznake «dupin 27». Aktivnost dehidrogenaze jantar
ne kiseline ( S D H ) u lamini propriji (lp), submukozi (sm) 
i mišićnici (mu). 4 x 2,5; mjerilo 500 pm 

Slika 2. Stijenka žljezdanog dijela želuca plavobijelog du
pina oznake «dupin 27». Aktivnost dehidrogenaze glu
tamata ( G D H ) u lamini propriji (lp), submukozi (sm) i 
mišićnici (mu). 4 x 2 ,5; mjerilo 500 pm 



Stijenka dvanaesnika pokazuje umjerenu aktivnost dehidrogenaze glutamata ( G D H ) , poseb

no u miš ićnim stanicama, te nešto slabije u s tanicama mukozn ih žlijezda proprije. U submukozi se 

uočava jedino u st i jenkama krvnih žila (si. 4 ) . 

Aktivnost N A D H 2 / N A D P H - d i j a f o r a z a prisutna je u slojevima sluznice, kao i u mišićnici 

dvanaesnika, dok je u submukozi slabo izražena (si. 6 ) . 

Slika 3. Žljezdani dio želuca plavo-bijelog dupina oznake Slika 4. Dvanaesnik plavobijelog dupina oznake «dupin 
«dupin 27». Aktivnost koenzima N A D H u lamini pro- 27». Aktivnost dehidrogenaze glutamata ( G D H ) u lami-
priji (lp), submukozi (sm) i mišićnici (mu). 15 x 2,5; ni propriji (lp), submukozi (sm) i mišićnici (mu). 4 x 2,5; 
mjerilo 150 pm mjerilo 500 pm 

Rasprava 

Prisutnost i aktivnost oksidativnih enzima u tkivima stijenke žljezdanog dijela želuca i dva

naesnika upućuju na intenzivne biokemijske procese vezane za metabol izam ugljikohidrata, masti 

i proteina koji se odnose na sintezu i izlučivanje probavnih enzima, te u određenoj mjeri i metabo

lizam tvari resorbiranih u stanice sluznice. K a o što je opisano i k o d nekih drugih organa, aktivnost 

dehidrogenaza intenzivnija je u s tanicama epi telnog tkiva, d o k je u vezivnom tkivu ova aktivnost 

slabije izražena [10] . 

Stijenka žljezdanog dijela želuca i dvanaesnika analiziranog dup ina pokazuje intenzivnu ak

tivnost istraživanih enzima u epitelnim s tanicama sluznice, s tanicama žlijezda lamine proprije, mi 

šićnim s tanicama muskularis mukoze i mišićnice. Vezivno tkivo podsluznice većinom ne pokazuje 



Slika 5. Dvanaesnik plavobijelog dupina oznake «dupin 
27». Aktivnost dehidrogenaze laktata ( L D H ) u lamini 
propriji (lp), submukozi (sm) i mišićnici (mu). 10 x 2,5; 
mjerilo 200 pm 

Slika 6. Dvanaesnik plavobijelog dupina oznake «dupin 
27». Aktivnost koenzima N A D P u lamini propriji (lp), 
submukozi (sm) i mišićnici (mu). 6 x 2 ,5; mjerilo 300 
pm 

aktivnost oksidativnih enzima os im u s tanicama fibroblasta i fibrocita, što se može povezati s njiho

v o m d i o b o m i s intezom kolagena. Sluznica žl jezdanog dijela želuca analiziranog plavobijelog dupi

na u svim slojevima pokazuje jaku aktivnost dehidrogenaze jantarne kiseline, posebno u s tanicama 

tubulusnih žlijezda lamineproprije. Jan tarna kiselina jedan je o d glavnih elemenata Krebsova ciklu

sa, mi tohondr i ja lnog procesa koj im stanica priskrbljuje energiju za svoje osnovne funkcije. Pri tome 

se os lobađa i znatna količina vode pa je razumljiv j ednak intenzitet reakcije u svim vrs tama stanica 

tubulusnih žlijezda žljezdanog dijela želuca, a posebno obložnih stanica, koje sintetiziraju solnu ki

selinu (HC1) , i glavnih stanica, koje sintetiziraju proteolit ičke enzime. K a k o se dupini hrane visoko 

proteiniziranom hranom, vrlo jaka aktivnost ove dehidrogenaze u sluznici žljezdanog dijela želuca 

analizirane životinje vjerojatno je povezana s intenzitetom sinteze i sekrecije proteolitičkih enzima, 

a t ime i solne kiseline, koja osigurava potreban p H za njihovo djelovanje u želučanom sadržaju. 

Sličan rezultat dobiven je i kompara t ivnom anal izom aktivnosti dehidrogenaze jantarne kiseline u 

stijenci želuca goveda hranjenih h ranom b o g a t o m prote inima i želuca kontrolne skupine goveda 

hranjene s t andardnom hranom [11 ] . Iako nešto slabije nego u žl jezdanom dijelu želuca, u stijenci 

dvanaesnika aktivnost dehidrogenaze jantarne kiseline također je izražena, pogotovo u mukozn im 

žlijezdama proprije i miš ićnim s tanicama mišićnice. K a o i u cijelom gastrointest inalnom traktu 



sisavaca općenito, karakteristična je intenzivna reakcija sukcinat dehidrogenaze u svim tkivima koja 

imaju proliferativne, regenerativne, apsorpt ivne ili ekskretorne aktivnosti [ 12 ] . 

Z a razliku o d dehidrogenaze jantarne kiseline, dehidrogenaza g lu tamata najaktivnija je u 

mišićnim s tanicama jer su t amo najintenzivniji metabol ički procesi usmjereni dobivanju velike 

količine energetskih metaboli ta potrebnih za intenzivan mehanički mišićni rad. Dehidrogenaza 

glutamata deaminira g lutamat tvoreći Ć-ketoglutarnu kiselinu, koja se uključuje u Krebsov ciklus 

za dobivanje energije. Zanimlj iva je i aktivnost dehidrogenaze mliječne kiseline u slojevima stijenke 

želuca, a i dvanaesnika, koja je slabija u usporedbi s akt ivnost ima ostalih istraženih enzima, čak 

i u mišićnim stanicama. Mli ječna kiselina nastaje u anaerobnim glikoli t ičkim uvjetima, a oksi-

geniranjem stanice dehidrogenaza mliječne kiseline oksidira ju natrag u pirogroždanu, te se tako 

vraća u Krebsov ciklus. S obzi rom da kitovi žive neprestano izloženi hipoksiji , razvili su specifične 

metaboličke putove, koji su u miš ićnim s tanicama glatkog miš ićnog tkiva vjerojatno slični on ima 

u mišićnim vlaknima skeletnog miš ićnog tkiva. Između ostalog, h is tokemijom dehidrogenaze mli

ječne kiseline u skeletnom miš ićnom tkivu morskih sisavaca t i jekom dugotra jnog ronjenja bave se 

Hochachka i Foreman [6] . Autori navode da se u stanju hipobarične hipoksije kod ovih životinja 

odvija oksidacija pirogroždane kiseline, a ne njena redukcija u mliječnu kiselinu, pa n e m a skretanja 

u anaerobnu glikolizu. Histokemijski , raste aktivnost piruvat kinaze, d o k aktivnost dehidrogenaze 

mliječne kiseline čak i opada . 

Aktivnost N A D H 2 / N A D P H dijaforaza najintenzivnija je u o n i m slojevima stijenke gdje su 

intenzivne aktivnosti ostalih dehidrogenaza čijim djelovanjem na oksidaciju metabol i ta nastaju 

N A D H 2 i N A D P H kao donori os lobođenog vodika. O s i m toga, kao nositelji elektrona sudjeluju 

kako u t ransmembranskom prijenosu stanične m e m b r a n e tako i u lančanoj reakciji c i tokrom oksi-

daze na membran i mitohondri ja . T i m e se može objasniti njihova izrazito j aka reakcija u s tanicama 

tubularnih žlijezda žljezdanog dijela želuca, koje imaju snažnu metabol ičku aktivnost. U s u b m u k o -

zi žljezdanog dijela želuca i dvanaesnika aktivnost N A D H , / N A D P H dijaforaza nije izražena, os im 

u rijetkim staničnim element ima vezivnog tkiva. Pozitivna reakcija u obliku pojedinačnih, kratkih, 

debljih vlakana vidljiva u r ubnom dijelu submukoze , uz s a m u sluznicu ili mišićnicu dvanaesnika 

mogla bi se povezati s položajem živčanih vlakana unutar stijenke crijeva. Sličan nalaz aktivnosti 

NADPH-d i j a fo raze u stijenci crijeva opisan je k o d čovjeka i svinje. Povezuje se s u l o g o m ovog enzi

ma u sintezi duš ičnog oksida ( N O ) pr isutnog u ž ivčanom sustavu crijeva sisavaca, gdje predstavlja 

određeni marker položaja au tonomnih živčanih gangli ja [13, 14 ] . 
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THE ACTIVITY OF THE OXIDIZING MUCOUS MEMBRANE 
ENZYMES OF THE GLANDULAR PART OF STOMACH AND 
DUODENUM OF THE BLUE-WHITE DOLPHIN (STENELLA 
COERULEOALBA) FROM THE KRKA NATIONAL PARK 

Summary 

Striped dolphin {Stenella coeruleoalba) which is subject o f this investigation was died in the 

river Krka at 1999 , and after death it was conserved by refrigeration and than was deep frosed. That 

procedure allowed performance o f the methods o f enzyme histochemistry on its tissue and organs 

samples . That is a rare situation with animals which was died in free nature because o f fast cells 

destruction dur ing the postmorta l changes. Samples o f fundic part o f the s tomach and d u o d e n u m 

was taken from that animal , and activity o f enzymes as follow was done: g lutamic dechydrogenase 

( G D H ) , succinic dechydrogenase ( S D H ) , lactic dechydrogenase ( L D H ) and enzymatic system o f 

N A D H 2 / N A D P H - d i a p h o r a s e . Diferences between that organs and differences between layars in 

each organ was marked. S t rong activity o f succinic dechydrogenase and N A D H 2 as hydrogens 

donor was characteristic o f the fundic s tomach mucose . Strong activity o f all dehydrogenase was 

marked in duodenal mucose but activity o f coenzymes N A D H / N A D H 2 was lesser than in s tomach 

mucose . 
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