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1. Uvod

Od pocetka ljudske civilizacije ovijek i njegov Zivot su vezani uz rijeke. Covjekov
napredak u stopu prati njegov utjecaj na okolis, tj. zagadenje prirode oko njega. To se
ponajvise o€ituje u vodama u koje éese, kroz stoljeca,najveci dio otpada bacati. Ribe su
najpogodniji organizmi na kojima se ocituje onec¢is¢enje te ih smatramo biomarkerima. Kako
obitavaju u zagadenoj vodi i zbog visoke pozicije u hranidbenom lancu, u njima dolazi do

nakupljanja Stetnih tvari, pogotovo jetri, koja je glavni metabolicki organ.

Makrofazi su stanice koje nastaju diferencijacijom monocita u kostanoj srzi. Sudjeluju u
specifiénom i nespecificnom putu obrane organizma kraljeznjaka. Njihova funkcija je
fagocitoza stani¢nih ostataka i patogena, bilo kao stacionarne ili pokretne stanice. Poti¢u
limfocite 1 druge imunosne stanice da odgovore na patogeni utjecaj, krecu se ameboidnim
kretanjem, imaju sposobnost prolaska kroz tkiva i identificiraju se specificnom ekspresijom

odredenih proteina ($to se moze dokazati imunohistokemijskim bojanjem).

Melano-makrofagni centri su nakupine pigmentiranih stanica u tkivima heterotermnih
vertebrata. Pojavljuju se kao dio strome hematopoetskog tkiva u bubregu, slezeni i jetri riba
kosStunjaca, gmazova i vodozemaca. Kao odgovor na kroni¢nu upalu, oste¢enja se mogu
pojaviti i na drugim mjestima u tijelu. Zbog njihove funkcije u imunom odgovoru i njihove
strukture pretpostavlja se da su melano-makrofagni centri prekursori zametnih limfnih ¢vorica
kod visih vertebrata. Oni su takoder centri gdje se fagocitirane tvari kataboliziraju,
mobiliziraju ili odlazu (Heidemarie i Kranz, 1989).

Melano-makrofagni centri sadrze razlicite pigmente, uklju¢ujuc¢i i melanine, a raspon i
broj pigmenata se povecava sa staro$¢u jedinke i kaheksijom.Kod heterotermnih vertebrata
pigmentirane stanice su pretezito dermalne, ali sepojavljuju i u peritoneumu, u blizini limfnih

1 krvnih zila, stromi hematopoteskog tkiva i unutar zarastajucih rana.



2. Filogenija

lako se termin melano-makrofagni centar prvo primjenjivao samo u odnosu na specifi¢ne
strukture kod pravih kostunjaca (Ellis, 1974; Roberts, 1975), analogne strukture su opisane i

kod hrskavi¢njaca i primitivnih koStunjaca, pretezito u jetri.

Kod kostunjaca stvaraju diskretne centre unutar kojih se nalaze i leukociti, dok u
salmonida i hrskavi¢njaca nisu diskretni, imaju visok udio tamnih pigmenata i nasumicno su

rasporedeni u tkivu (Ellis 1974; Roberts, 1975).

Pretpostavlja se, na strukturalnoj i funkcionalnoj razini, da melano-makrofagni centri
mogu predstavljati primitivne analoge zametnih limfnih ¢vorova ptica i sisavaca (Ferguson,
1976; Ellis, 1980).

Sli¢ne pigmentirane makrofagne strukture su nadene i kod vodozemaca i gmazova(Scalia

1988).



3. Morfologija

Melano-makrofagni centri su nodularni, sa osjetljivom argirofilnom kapsulom, i pretezito
se nalaze blizu vaskularnih kanala. Makrofazi su usko pakirani da bi formirali velike agregate

i povecaju se nakon aktivne fagocitoze heterogenog materijala (Agius, 1979).

Izgled melano-makrofagnih centara varira u odnosu na vrstu i organ unutar kojeg se
nalazi, ali i unutar iste vrste se razlikuju u odnosu na dob, metabolizam Zeljeza i hemoglobina,
raspad tkiva, stanje gladovanja, patoloska i upalna stanja i imunoloske procese (Agius i

Agbede, 1984).

Ultrastrukturalno melano-makrofagni centri su vrlo kompleksni. Imaju indentirane
jezgrice 1 veliki broj membranski vezanih vakuola koje sadrze razne minerale. Granule s

pigmentom su ¢esto sadrzane u grupama u tim vakuolama, $to implicira fagocitozu (Roberts,

1975).

Melano-makrofagni centri imaju kapsulu sastavljenu od celularnih i acelularnih
elemenata, Sto ih odvaja od okruzujucih limfoidnih elemenata. Centri su sami sastavljeni od

stanica u razli¢itim stadijima degeneracije(Slika 1 i 2) (Ferguson, 1976).



Slika 1. — Histoloski preparat jetre s blijedo obojanim melano-makrofagnim centrom (H&E,
x60)

Slika 2. — Melano-makrofagne stanice u hematopoetskom tkivububrega (H&E, x75)



4. Pigmenti

Iz prikupljenih podataka ocito je da melano-makrofagni centri nose razlicite vrste
pigmenata, Cesto i u istim stanicama. Histokemijskim metodama je potvrdena prisutnost tri
vrste pigmenata u melano-makrofagnim centrima hematopoetskih tkiva: melanin, lipogeni
pigmenti lipofuscin i ceroid, te hematogeni pigment hemosiderin. Porijeklo i uloga pigmenata
nisu poznate. Kod makrofaga je lipofuscin najprisutniji pigment, melanin je ¢esto, ali ne i
uvijek, drugi najprisutniji. Hemosiderin moze biti prisutan u velikim koli¢inama u uvjetima

hemoliticke anemije (Pearse, 1972; Wolke i sur., 1985).

4.1 Melanin

Edelstein (1971) je definirao melanine da ukljucuju sve bioloske Zute, Zuto-smede i

crne organske supstance koje su policiklicki polimeri velike molekularne mase.

Melanin proizvode melanociti izvedeni embrioloski iz neuralnog grebena i sadrzani u
sferi¢nim melanosomima. Kod riba melanogeneza se odvija u kozi i pigmentne melanin-
generirajuce stanice su melanociti. Melanociti su nezreli melanofori koji proizvode melanin,

ali su i sposobni sazrjeti u melanofore i prijeci u melanoforski sloj (Roberts, 1975).

Melanini su kompleksni polimeri koji mogu apsorbirati i neutralizirati slobodne
radikale, katione 1 druge potencijalne toksi¢ne agense, nastale degradacijom fagocitiranog
stani¢nog materijala. Hipoteza je da je bitna funkcija polimera, unutar makrofaga,
neutralizacija slobodnih radikala, nastalih fagocitozom stani¢ne membrane pri niskim

temperaturama(Slika 3) (Zuasti i sur., 1898).



Slika 3. — Nakupine melanina u najdubljem dijelu koze (H & E, x200)

4.2 Lipofuscin

Lipofuscin, ili ceroid, je rezultat oksidativne polimerizacije nezasi¢enih masnih
kiselina. Ovi pigmenti se mogu nakupljati u ribama kao rezultat nedostataka u prehrani.
Povecano odlaganje lipofuscina u stanju kaheksije je primije¢eno u organima drugih vrsta,
ukljucujuéi i Covjeka. Stvaranje lipofuscinskih pigmenata ukljucuje preoksidaciju
polinezasi¢enih masnih kiselina subcelularne membrane. Ribe su pogotovo sklone stvaranju
lipofuscina zbog prirodnih visokih vrijednosti nezasi¢enih masnih kiselina 1 malih vrijednosti
vitamina E. Nakupljanje lipofuscina i ceroida je zamijec¢eno kod riba s raznim patoloskim
stanjima, poput prehrambenih deficijencija, bakterijske i virusne bolesti i uznemirenja

izazvanih toksi¢nim materijalom (Pickford, 1953).

Lipofuscini iceroidi nastaju istim oksidativnim procesom, i tesko je ustanoviti razliku
izmedu dva produkta. Zato su potrebne brojne histokemijske tehnike prepoznavanja i

razlikovanja istih (Pearse, 1972).

Lipofuscin je najrasireniji pigment kod melano-makrofagnih centara(Slika 4) (Agius,
1979).



Slika 4. — Stanice makrofagas lipofuscinom unutar mjesta infekcije (H & E, x200)

4.3 Hemosiderin

Hemosiderin je smedi, granularni, relativno netopivi pigment koji sadrzi protein i
zeljeznu komponentu. Kod visih Zivotinja Zeljezo senormalno skladisti u tijelu u obliku
feritina. Kada se cijelo tijelo, ili odredeni organ, prezasiti s feritinom, Zeljezo se po¢ne
skladistiti u obliku hemosiderina. Dva su mogu¢a mehanizma kojima moze do¢i do
povecanog udjela hemosiderin-zeljeza: povecani katabolizam oStec¢enih eritrocita i poveé¢ano
zadrzavanje Zeljeza unutar melano-makrofagnih centara radi zastite. Hemosiderin je
uobicajeno u bliskoj asocijaciji s granulama lipofuscina. Kod riba koStunjaca hemosiderin je
ograni¢en na melano-makrofagne centre jetre. Koncentracija hemosiderina bitno raste nakon
hemoliticke anemije i produljenog gladovanja. Koncentracija hemosiderina u jetri je mala, i
njen porast ili akumulacija pigmenta u drugim organima se zove hemosideroza. To je
indikator patoloskih procesa(Slika 5 i 6) (Agius, 1979).



Slika 6. — Nakupine lipofuscina i hemosiderina u stanicama jetre (Prussian blue, x75)



5. Funkcija

Uloge pripisane melano-makrofagnim centrima su brojne: skladiStenje fosfolipida
stani¢nog podrijetla 1 zeljeza nakon eritrofagocitoze, skladistenje rezistentnih patogena poput

bakterijskih i parazitskih spora i procesiranje antigena u imunom odgovoru (Agius, 1979).

Brojne studije govore da je generalna funkcija centara uniStenje, detoksikacija i
recikliranje endogenih i egzogenih materijala. Iz toga proizlazi da je klju¢na funkcija melano-
makrofagnih centara njihova uloga metabolickih odlagalista za relokaciju ostataka
raspadnutih i oSte¢enih stanica, pa ¢ak i crvenih krvnih stanica. Strukture s takvom funkcijom

rastu u broju i veli¢ini kako organizam stari i tkiva degeneriraju (Ferguson, 1976; Ellis, 1980).

Melano-makrofagni centri takoder imaju ulogu u odgovoru ribe na infektivne agense

(Ellis, 1976).

Pokazalo se da mali cirkuliraju¢i limfociti migriraju u melano-makrofagne centre, to
implicira da bi centri mogli biti mjesto interakcije zarobljenih antigena s imunosustavom. To

jos$ vise naglasava blisku suradnju melano-makrofagnih centara s limfoidnim stanicama.



6. Melano-makrofagni centri i infektivne bolesti

Status melano-makrofagnih centara bi mogao biti ogled zdravlja divljih populacija riba,
jer se centri povecavaju u broju i veli¢ini u upalnim procesima, oSte¢enjima tkiva i

odgovorima na infekcije.

Povecani broj melano-makrofagnih centara je induciran kod vrste Carassius auratustako
da su izazvana ostecenja eritrocita pomocu fenilhidrazina (Herraez i Zapata, 1986), a kod
vrste Gymnocephalus cernuus prilikom izlaganja riba zagadenoj vodi rijeke Elbe (Kranz i
Peters, 1984).

Makrofazi bubrega igraju bitnu ulogu kao mjesta intracelularne proliferacije bakterija u
odredenih kroni¢nih stanja, poput tuberkuloze (Chinabut, 1999) i bakterijske bolesti bubrega
(Wolke, 1975).

Melano-makrofagni centri imaju veliku ulogu i u stanjima poput fibroze. Kod fibroze je
prisutna hemoliticka anemija i ako je stanje kroni¢no jako velike koli¢ine hemosiderina mogu

biti detektirane u centrima (Hjeltnes i Roberts, 1993).

Uz bakterijske infekcije i mnoge virusne infekcije iniciraju zone akutne nekroze u
hemopoetskim tkivima riba. To ukljucuje i melano-makrofagne centre, ali u nimalo ve¢em
postotku od ostalih hemopoetskih tkiva. U takvim slu¢ajevima je uoc€ljiva prisutnost melanina

u makrofazima koji cirkuliraju krvlju (Roberts, 2001).

Nfati (2000) je pokazao da akutna viralna infekcija zivaca nodavirusima ima mali efekt
na melano-makrofagne centre, ali da kaheksija, zbog gladovanja, uzrokuje povecani broj

centara, nakupljanje hemosiderina i pigmenata.

Nekroze melano-makrofagnih centara uz druga tkiva se dogadaju kod gljiviénih infekcija
(Carmichael, 1966).

Kod mnogih vrsta, gdje hepaticna periportalna hemopeza nije ucestala, moze se inducirati
ukoliko je bubrezZna i jetrena hemopoeza kompromitirana. Kada do toga dode,nastupa

formiranje melano-makrofagnih centara u tkivima (Slika 7 i 8) (Roberts, 2001).



Slika 8. — Nakupine hemosiderina u melano-makrofagnim centrima s kroni¢nom Vibrio
anguilarium infekcijom (Prussian blue, x75)



7. Melano-makrofagni centri kao indikatori okoliSnog stresa

Stres povecava rizik podlijeganja bolestima. Stres prate promjene u cirkulaciji bijelih
krvnih stanica, padu broju limfocita i porastu broja granulocita, porast broja makrofaga, pad

broja hemoblasta i ubrzanom raspadu crvenih krvnih stanica (Peters i Schwarzen, 1985).

Ribe koje obitavaju u zagadenom okoliSu mogu ukazivati na pogorsane uvjete okolisa,
kroz promijenjenu aktivnost imuno sustava i nespecifi¢énog sustava obrane. Promijene u
veli¢ini melano-makrofagnih centara se dogadaju fizioloski, kao rezultat starenja, ali se
pokazalo da se povecavaju ili smanjuju u jetri i bubrezima s obzirom na zagadivace. To je
dovelo do zagovaranja njihovog koristenja kao biomarkera zagadenja okolisa (Kelly-Reay i

Weeks-Perkins, 1994).

Duze vrijeme se traze histoloski indikatori kvalitete okoli$a u procjeni fizioloskog stresa
u riba. lako polutanti mogu direktno uzrokovati smrt riba, sub-letalni efekti su mnogo ¢es¢éi.
Odredeni fizioloski i patoloski odgovori su predlozeni kao indikatori zagadenja okolisa.
Povecan broj tumora koZe 1 jetre je povezan s porastom broja kroni¢nih karcinogena. Takoder
ima dokaza da zagadeni vodeni sustavi potic¢u lucenje jetrenih enzima za metaboliziranje
ksenobiotika. Nedostatak ovih odgovora je da ih poti¢e ograniceni broj induktora, tako da se

jos trazi sistem monitoringa s ve¢im rasponom (Blazer i sur., 1987).

PredloZeno je da zbog utjecaja melano-makrofagnih centara u raznim procesima bolesti,
gladovanja i izloZenosti kemikalijama,oni mogli biti koristeni kao senzitivni indikatori
stresnih uvjeta u vodenim ekosustavima. Lako su dostupni i mjerljivi, i mogu se statisticki
usporedivati (Agius, 1985; Wolkei sur.,1985, 1995; Blazeri sur.,1987; Pulsford i sur., 1992; Spazier i
sur., 1992).

Potrebno je uzeti u obzir stupanj pogreske, zbog reakcije melano-makrofagnih centara na
varijabilne parametre. Varijabilni parametri su: dob, spol, temperatura okolisa, gladovanje i

veli¢ina jedinke.
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9. Sazetak

Ribe, zbog svojeg polozaja u hranidbenom lancu, bioakumuliraju u organizmu velike
koliine zagadivaca iz okoliSa, zato ih se uzima kao najpogodnije bioloske indikatore vodenih

ekosustava.

Melano-makrofagni centri su nakupine pigmentiranih stanica koje mozemo naci kao dio
strome hematopoetskog tkiva u slezeni, bubregu i jetri riba, gmazova i vodozemaca. lzgled
melano-makrofagnih centara varira s obzirom na vrstu, i unutar vrste s obzirom na dob,

veli€inu, spol i fizioloSko stanje jedinke, te temperaturu okolisa.

Melano-makrofagni centri sadrzZe tri osnovne vrste pigmenata: melanin, lipofuscin i

hemosiderin. Porijeklo i biokemijska uloga tih pigmenata nisu jo§ poznate.

Melano-makrofagni centri se smatraju filogenetskim prekursorima zametnih centara

limfnih ¢vorova.

Uzima se da je primarna uloga melano-makrofagnih centara unistenje, detoksikacija i

recikliranje endogenih i egzogenih materijala.

Melano-makrofagni centri se mogu uzeti kao indikatori zdravlja divljih populacija riba,
jer se centri povecavaju u broju i veli¢ini u upalnim procesima, oStecenjima tkiva i

odgovorima na infekcije.

Melano-makrofagni centri bi mogli biti koriSteni kao senzitivni indikatori stresnih uvjeta
u vodenim ekosustavima, zbog svojeg sudjelovanja u raznim procesima bolesti, gladovanja i
izlozenosti kemikalijama. Potrebno je obracati pozornost na varijabilne parametre poput dobi,

spola i veli¢ine jedinke.



10. Summary

Fish, becauseof their position in the food chain, bioaccumulate in the body large amounts
of pollutants from the environment, because of that they are regarded as the most suitable

biological indicators of aquatic ecosystems.

Melano-macrophage centers are clusters of pigmented cells that can be found as part
of the stroma of hematopoietic tissue in the spleen, kidney and liver of fish, reptiles and
amphibians. The appearanceof melano-macrophage centers varies according to species, and
within species with respect to age, size, sex and physiological state ofan individual, and the

ambient temperature.

Melano-macrophage centers include three basic types of pigments: melanin, lipofuscin

and hemosiderin. Origin and biochemicalrole of these pigments are not yet known.

Melano-macrophage centers are considered phylogenetic precursors of embrionic

centers of lymph nodes.

It is assumed that the primary role of melano-macrophage centers is destruction,
detoxification and recycling of endogenous and exogenic materials.

Melano-macrophage centers can be taken as indicators of the health of wild fish
populations, because the centers are increasing in number and size in inflammation, tissue

damage and responses to infection.

Melano-macrophage centers could be used as sensitive indicators of stress conditions
in aquatic ecosystems, due to their participation in the various processes of disease, starvation
and exposure to chemicals. It is necessary to pay attention to the variable parameters such as

age, sex and size of specimens.



