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1. Uvod
1.1. Kost

Kostano tkivo je mineralizirano potporno tkivo koje se odlikuje specificnim
biomehanic¢kim karakteristikama ¢vrstoce i elastiCnosti te se sastoji od stanica (osteocita,
osteoblasta i osteoklasta) i medustani¢ne tvari koja po masi prevladava (Pudari¢ i sur. 2014).
Osteociti su najbrojnije stanice koStanog tkiva, one su terminalno diferencirane, a nastaju
ukopavanjem osteoblasta u koStani matriks. Imaju klju¢nu ulogu u regulaciji koStane i
mineralne homeostaze, reguliraju aktivnost i osteoblasta i osteoklasta te su glavne
mehanosenzorne stanice koje koordiniraju prilagodavanje koStanog sustava na mehanicko
opterecenje (Zorici¢ Cvek i sur. 2015). Osteoblasti su stanice kostanog tkiva koje proizvode,
odlazu i mineraliziraju koStani matriks (Pudari¢ i sur. 2014). Odgovorni su za sintezu
organskih sastojaka medustani¢ne tvari ukljucujuéi kolagen tipa I, proteoglikane i
glikoproteine. Takoder sintetiziraju i enzim alkalnu fosfatazu koji je vazan u procesu
mineralizacije matriksa (Zori¢i¢ Cvek i sur. 2015). Sinteza koStane tvari pocinje stvaranjem
kolagena tipa I (Pudari¢ i1 sur. 2014), a mineralizaciju matriksa reguliraju oslobadanjem
malih, membranom omedenih, vezikula matriksa koji koncentriraju kalcij (Ca) i fosfat i
enzimski razgraduju inhibitore mineralizacije kao Sto su pirofosfati ili proteoglikani (Clarke
2008). U odraslih se organizama te stanice nalaze u periostu, endostu, sinovijalnoj membrani,
perihondriju i krvi (Pudari¢ i sur. 2014). Osteoklasti su velike pokretne stanice s mnogo
izdanaka i viSe jezgara te su jedine poznate stanice koje mogu resorbirati kost (Junqueira i
Carneiro 2005, Clarke 2008). Pokrovne ili lining stanice koStanog tkiva nastaju od osteoblasta
I smatraju se njihovom relativno inaktivnom formom. Smatra se da su pokrovne stanice
aktivne u izdvajanju kalcija iz matriksa kada je potreban u sistemskoj cirkulaciji (Zori¢i¢

Cvek i sur. 2015).

Kostano tkivo je metaboli¢ki dinami¢no i1 podloZzno promjenama i nakon zavrSenog
rasta i razvoja (Zori¢i¢c Cvek 1 sur. 2015). Remodeliranje je odgovor kostanog tkiva na
biomehani¢ke i metabolicke zahtjeve organizma s ciljem odrzavanja homeostaze koStanog
sustava, odnosno cijeloga organizma (Pudari¢ i sur. 2014, Zori¢i¢ Cvek i sur. 2015).
Remodeliranjem se ne mijenja masa koStanog tkiva, ve¢ se mijenja i preslaguje postojeca
masa kostanog tkiva koja je mehanicki otpornija kako bi se odrzala masa i volumen kostane

tvari, njena snaga, ¢vrstoca i elasticnost (Pudari¢ i sur. 2014, Zori¢i¢ Cvek i sur. 2015).



Brzina pregradnje kosti (ukupna izmjena koStanog tkiva) vrlo je velika u djece, gdje
pregradnja moze biti i do 200 puta brza nego u odraslih (Junqueira i Carneiro 2005). Kosti
imaju razne funkcije: Stite vitalne unutarnje organe i strukture, osiguravaju odrzavanje
mineralne homeostaze i acidobazne ravnoteze, sluze kao rezervoar faktora rasta i citokina,
osiguravaju okruzenje za hematopoezu unutar kostane srzi (Clarke 2008), pruzaju strukturnu
potporu ostatku tijela, omogucéuju kretanje (Junqueira i Carneiro 2005) i odreduju veli¢inu 1

osnovni oblik tijela (Pudari¢ i sur. 2014).

Opce kategorije kosti su: duge kosti (npr. kljucna kost, nadlakti¢na kost, palcana,
bedrena kost, cjevanica), kratke kosti (npr. karpalne kosti, patela, metatarzalna kost), plocaste
kosti (npr. lubanja, donja ¢eljust, lopatica, prsna kost, rebra) i nepravilne kosti (npr. kraljesci,
krsna kost, trticna kost, podjezicna kost). PlocCaste kosti nastaju intramembranskim
okostavanjem, dok se duge kosti formiraju kombinacijom intramembranskog okoStavanja i

enhondralnog okostavanja (Clarke 2008).

1.2. Bedrena kost

Bedrena kost, femur, jedina je natkoljeni¢na kost i pripada skupini dugih cjevastih
kostiju. Postoje tri dijela bedrene kosti: proksimalni dio, trup (tijelo) i distalni dio.
Proksimalni dio bedrene kosti zapo¢inje njenom glavom, lat. caput femoris, koja ima oblik
polukugle, a na sebi ima zglobnu plohu za zglob s acetabulumom. Na vrhu glave nalazi se
udubljenje, fovea capitis femoris. Odmah ispod glave nalazi se vrat, collum femoris, koji je
mjesto prijelaza proksimalnog dijela kosti u trup kosti. Na tom se mjestu nalaze jos$ i veliki i
mali obrtaé¢, trochanter major et minor. Zatim slijedi trup bedrene kosti lat. corpus femoris i
distalni dio kosti koji je sastavljen od dva kondila, lat. condylus medialis et lateralis (JalSovec
2005).

Glava bedrene kosti je izgradena od spuzvaste kosti prekrivene tankim slojem
kompaktne kosti. Tijelo kosti je izgradeno od kompaktne kosti s malo spuZvaste kosti s
unutras$nje strane oko koStane srzne Supljine. Unutras$nju i vanjsku povrsinu kosti oblaze sloj
vezivnog tkiva koji sadrzi osteogene stanice, endost na unutrasnjoj i periost na vanjskoj

povrsini (Junqueira i Carneiro 2005).

Dva oblika kostane tvari, spuzvasta i kompaktna, razlikuju se u strukturi (rasporedu
lamela, volumenu mineralizirane tvari i sadrzaju kalcija) i funkciji. U Spuzvastoj kostanoj

tvari kostano tkivo oblikuje kostane gredice razli¢itih dimenzija, a prostore izmedu gredica



ispunjava koStana srz. Kompaktna koStana tvar solidne je strukture koja nema Supljine
ispunjene koStanom srzi (Pudari¢ i sur. 2014, Jee 1983). Kompaktna tvar ima primarno
mehanicku i1 zastitnu funkciju kosti dok spuzvasta obavlja metabolicku funkciju (Favus i
Goltzman 2003). Kostur odraslog ¢ovjeka sastoji se ukupno od 80 % kompaktne kosti i 20 %
spuzvaste kosti. Kompaktna kost je manje metabolicki aktivna nego spuzvasta (Clarke 2008)
Sto ima za posljedicu i veéi mineralizirani volumen (80-90 %) u odnosu na spuzvastu tvar (15-
25 %) (Jee 1983). Godisnje se remodelira oko 25 % spuzvaste koStane tvari i oko 3 %

kompaktne koStane tvari (Pudarié i sur. 2014).

1.3. Mineralni sastav kosti

Najveci maseni udio matriksa, oko 50 — 70 % ¢ini mineralni anorganski sadrzaj, oko 5
do 10 % ¢ini voda, 20 — 40 % organski sadrzaj i <3 % lipida (Zori¢i¢ Cvek i sur. 2015, Clarke
2008). Oko 95 % organskog sadrzaja matriksa Cine vlaknati proteini, kolagen, od kojih je
najzastupljeniji, 1 za koStani matriks specifican, kolagen tip I, a ostatak cine
glukozaminoglikanske molekule udruzene s proteinima u makromolekularne komplekse.
Mineralni sadrzaj matriksa predstavlja oko 50 % suhe tvari i sadrzi velike koli¢ine Ca i
fosfora (P) te manje koliCine bikarbonata, magnezija (Mg), natrija (Na) i klora (CI).
Najzastupljeniji medu njima je kalcijev fosfat (Caig(PO4)s(OH)2) u obliku Kkristala
hidroksiapatita (Zori¢i¢ Cvek i sur. 2015), ali ima i dosta amorfnog, nekristalnog kalcij-
fosfata (Junqueira i Carneiro 2005). Za razliku od Ca Koji je najzastupljeniji element u
kostima, drugi elementi, kao primjerice cink (Zn) i bakar (Cu) prisutni su u tragovima no
imaju esencijalnu funkciju u normalnom razvoju 1 odrzavanju homeostaze kosti

(Schwalfenberg i Genius 2015).

1.4. Metali u kostima

1.4.1. Olovo

Olovo (PDb) je sveprisutni metal koji u okoli§ dolazi iz prirodnih izvora (stijena) te kao
posljedica ljudskog djelovanja: kopanjem i preradom ruda, proizvodnjom baterija, streljiva,
boja, stakla, pigmenata, elektri¢ne i automobilske opreme, odlaganjem otpada (ATSDR

2007). Prehrambenim lancem Pb se prenosi iz tla i biljaka do visih sisavaca. Ima svojstva



nakupljanja u organizmu 1 toksi¢nih ucinaka na respiratorni, kardiovaskularni,
gastrointestinalni, hematoloski, misi¢no-kostani, endokrini, imunoloski, neuroloski i
reproduktivni sustav, negativne ucinke na jetru i bubrege te genotoksi¢ne i karcinogene
ucinke (Gerhardsson 2004). Kost je ciljni organ za nakupljanje Pb tijekom dugotrajne
izlozenosti te koStani sustav sadrzi vise od 90 % Pb u tijelu (Gerhardsson 2004). Od toga, 70
% se nakuplja u kompaktnoj kosti (Lanocha i sur. 2013) gdje je poluzivot Pb 5-10 godina tj.
oko 5 puta duzi od onog u spuzvastoj kosti (Gerhardsson 2004). Sadrzaj Pb u jetri odrazava

kratkotrajnu izloZzenost olovu (od nekoliko tjedana) (Rodriguez-Estival i sur. 2011).

Makrodistribucija Pb u kosturu nije ujednacena, ovisi o tipu kosti (kompaktna ili spuzvasta),
godinama i u manjoj mjeri o spolu (Aufderheide i Wittmers 1992). Olovo se izrazenije
nakuplja u podru¢jima kosti s aktivnom mineralizacijom te je u mladoj dobi nakupljanje
dominantno u spuzvastoj, a u odrasloj dobi i u spuzvastoj i kompaktnoj kosti. Poluzivot olova
u kostima djece kraéi je od onog u odraslih. Olovo iz kosti moze ponovno uéi u cirkulaciju u
razdobljima intenzivnog rasta kostiju, mineralizacije i preoblikovanja (trudnoéa, laktacija) i

na taj nacin biti endogeni izvor olova za organizam (ATSDR 2007).

Olovo je iznimno citotoksi¢no, utjeCe na osteoblaste, osteoklaste i hondrocite. Utjece i na
sekreciju hormona, odgovore stanica na hormone pa tako i na sintezu proteina vezanih uz
kost, kao §to su: osteokalcin, kolagen, osteopontin i sklerostin (Dermience i sur. 2015).
Pohrana i otpustanje Pb iz kostiju usko su vezani uz metabolizam Ca (Berglund 2000). U
kristalu hidroksiapatita Pb moze zamijeniti Ca, a ima i veci afinitet vezanja za osteokalcin od
Ca. Smatra se da zamjena Ca s Pb, bilo u kompleksu s osteokalcinom ili hidroksiapatitom,
moze pogorsati brzinu vezanja proteina na kristal. lako uloga osteokalcina nije u potpunosti
poznata, pretpostavlja se da bi vezanje Pb za osteokalcin moglo utjecati na remodeliranje

kosti (Dermience i sur. 2015).

Olovo je takoder navedeno kao potencijalni faktor rizika za osteoporozu i osteoartritis.
Patoloske promjene pri izloZenosti Pb stoga mogu utjecati na lomljivost kosti. Kako ko$tano
tkivo ima visoki kapacitet za akumulaciju i pohranu Pb, moguéa funkcija kosStanog tkiva je i
smanjenje razina takvih toksi¢nih elemenata u serumu. Oslobadanje Pb pohranjenog u kosti se
moze snazno povecati kod bolesti i stanja s poveéanom pregradnjom Kostiju (osteoporoza,

hipertireoza, hiperparatireoidizam i trudnoca) (Pemmer i sur. 2013).



1.4.2. Kalcij

Kalcij kao esencijalni element ima glavnu strukturnu ulogu u kosti, a ¢ak 99 %
ukupnog Ca u tijelu je u obliku hidroksiapatita koji izgraduje kosti i zube. Kalcij se
neprestano izmjenjuje izmedu krvi i koStanog tkiva. Brzim mehanizmom mobilizacije Ca ioni
se iz spuzvaste kosti prenose s kristala hidroksiapatita u intersticijsku teku¢inu i odatle u krv.
Spori mehanizam mobilizacije Ca ovisi o djelovanju hormona na kostano tkivo. U nedostatku
Ca u krvi luci se paratiroidni hormon koji aktivira vitamin D, utjeCe na zadrzavanje Ca U
bubrezima ¢ime se smanjuje izlu€ivanje urinom, poti¢e resorpciju kostanog matriksa i
oslobadanje kalcija, a kalcitonin inhibira resorpciju matriksa (Junqueira i Carneiro 2005).
Smanjen unos Ca prehranom dovodi do smanjenog mineralnog sadrzaja kostiju i mineralne
gustoce kostiju, a dugotrajni nedostatak moze dovesti do rahitisa, osteomalacije i osteoporoze.
Kalcij takoder pridonosi metabolizmu kosti. Eksperimenti u kulturi stanica pokazali su da
visoke koncentracije izvanstani¢nog Ca stimuliraju sazrijevanje stanica poput osteoklasta i
resorpciju kosti zrelim osteoklastima. Visoka razina izvanstani¢nog Ca stimulira sintezu
deoksiribonukleinske kiseline (DNA) u osteoblastima i poti¢e proliferaciju osteoklasta dok
visoka koncentracija Ca u citosolu modificira citoskeleton osteoklasta. lako je primarna uloga
Ca u metabolizmu kosti stvaranje hidroksiapatita, ovaj sveprisutni element ima mnogobrojne i

sloZene regulatorne funkcije (Dermience i sur. 2015).

1.4.3. Stroncij

Stroncij (Sr) je prirodni element koji se pojavljuje samo u obliku spojeva. Prisutan je u
stijenama, tlu, praSini, ugljenu, nafti, povrSinskoj i podzemnoj vodi, zraku, biljkama i
zivotinjama. Prirodni Sr nije radioaktivan, smjesa je od Cetiri stabilna izotopa 1 nije Stetan u
razinama obi¢no prisutnim u okoliSu. Radioaktivni izotopi Sr nastaju prilikom nuklearnih
eksplozija i u nuklearnim reaktorima, a neki od njih se koriste u medicini (ATSDR 2007).
Istrazivanja na zivotinjama su pokazala da Sr moze zamijeniti Ca U gotovo svim fizioloskim
procesima. Unos Sr hranom moze Siroko varirati bez pojave simptoma otrovanja i nije pod
homeostatskom kontrolom pa razina u krvi 1 serumu nije konstantna ve¢ ovisi 0 unosu
(Pemmer i sur. 2013). Unos visokih razina Sr Steti rastu kosti posebice kod djece ¢ije kosti
nisu u potpunosti izgradene, a pogotovo ako je prehrana siromasna Ca i proteinima jer Ca

inhibira intestinalnu apsorpciju. Naime, Sr se moze koristiti za izgradnju minerala jer



zamjenjuje Ca u hidroksiapatitu i rasporeduje se relativno ravnomjerno unutar kosti. Rezultat
toga je dugogodi$nje skladiStenje (ATSDR 2007). Istrazivanja sugeriraju da Sr ima
inhibiraju¢i ucinak na osteoklaste i1 osteoblaste te tako utjeCe na mineralizaciju kosti
(Dermience i sur. 2015). Stetniji je radioaktivni Sr ¢iji uinci su posljedica zradenja. Kad se
radioaktivni Sr ugradi u kosti, sama kost i okolno tkivo se s vremenom oSteti radijacijom pa
moze do¢i do smanjenja broja krvnih stanica i raka uslijed oSte¢enja DNA. Djeca su vise
podlozna utjecaju radioaktivnog Sr zbog toga Sto Sr aktivnije ulazi u kost tijekom rasta, duze
tamo ostaje i time su i oSte¢enja od radijacije veca. Najveci izvor izloZenosti Sr su hrana i
voda. Unosu najvise pridonose Zitarice, lisnato povrée i mlijecni proizvodi. Od unesenog Sr
samo mali dio ulazi u krvotok. Istrazivanja na zivotinjama pokazala su da mladuncad u
razdoblju sisanja apsorbira vise Sr putem crijeva nego odrasli. Stroncij se krvotokom S§iri po
tijelu i moze lako uéi i izaci iz stanica. U tijelu se ponasa kao Ca, a i raspodjela apsorbiranog
Sr u ljudskom tijelu je sli¢éna Ca pa se u kostur pohrani oko 99%, a 1% u meka tkiva (npr.
jetru) (ATSDR 2007). U odraslih se u pocetku ve¢inom veze na povrsinu kompaktne ili
spuzvaste kosti, od kuda se moze relativno brzo zamijeniti s Ca u plazmi ili sporije s Ca u
kosti te se iz plazme prenese 55 % Sr na povrSinu spuzvaste kosti, a 45 % na povrSinu
kompaktne kosti (Pors Nielsen 2004., ATSDR 2007). Pokazalo se da odnos Sr:Ca u kosti
varira s tipom kosti; omjeri u kompaktnoj kosti bili su priblizno 10-20 % visi nego u
spuzvastoj kosti. Istrazivanja su pokazala da se otprilike 4.75 % Sr unesenog prehranom
ugradi u kostur odraslih i da se 7.5 % Sr pohranjenog u kompaktnoj kosti eliminira iz nje
svake godine. Stupanj eliminacije iz spuzvaste je bio otprilike 4 puta veci od ove vrijednosti.
Otkriveno je da i u ljudi i zivotinja Sr moze biti izlu¢en u mlijeko i prenesen u fetus preko

placente (ATSDR 2007).

1.4.4. Cink

Cink je esencijalni element ¢iji manjak dovodi do teskih zdravstvenih posljedica.
Toksi¢ni uéinak Zn je relativno rijetka pojava i javlja se samo pri vrlo visokim razinama
izlozenosti. Akutna toksi¢nost unosom uzrokuje gastrointestinalne poremecaje, a udisajem
npr. cinkovog oksida dolazi do tzv. metalne groznice. Djeluje i neurotoksi¢no, a velike
koli¢ine akumulirane u gusStera¢i mogu uzrokovati smrt B-Stanica kada se u posebnim
okolnostima otpuste iz nje. Cink je sveprisutan u okoliSu 1 stoga je prisutan u vecini

prehrambenih proizvoda, vodi i zraku. Glavni put unosa Zn u organizam je prehranom, a
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apsorpcija u gastrointestinalnom sustavu je homeostatski regulirana. Od ukupnog Zn
unesenog hranom samo se oko 20-30 % apsorbira pasivnom difuzijom i olakSanom difuzijom
preko specificnog Zn transportera kao ZnT-1. Apsorpcija se moze smanjiti dijetalnim
vlaknima, fitatima, kalcijem 1 fosforom, dok aminokiseline, pikolinicna kiselina i
prostaglandin E pojacavaju apsorpciju Zn. Cink je ucinkovit pokretac sinteze metalotioneina i
prilikom zasi¢enja intestinalnih stanica metalotioneinima smanjuje se njegova apsorpcija.
Metalotioneini su takoder vazni u skladi$tenju stanicnog Zn. Postoji vise od 300 kataliticki
aktivnih Zn metaloenzima i 2000 transkripcijskih faktora ovisnih o Zn (Jie i sur. 2008).
Uglavnom je aktivan u sintezi proteina i aktivaciji DNA i ribonukleinske kiseline (RNA) kroz
regulacijske proteine. Potreban je i u sintezi prostaglandina i za antioksidacijsku zastitu
(Dermience i sur. 2015). Cink je prisutan u kostanom tkivu i ima vaznu ulogu u metabolizmu
kosti. Istrazivanja razine Zn u razli¢itim tkivima otkrila su da je 60 % sadrZano u miSi¢ima, 30
% u kostima, 8 % u kozi i dlaci, 5 % u jetri i stoga se Zn smatra esencijalnom komponentom
kalcificiranog matriksa (Jie i sur. 2008, Pemmer i sur. 2013). U plazmi je vezan na albumin
(60-80 %) Sto predstavlja metabolicki aktivan spremnik Zn. Koncentracija Zn u plazmi nije
osjetljivi pokazatelj Zn i ne odrazava odnos doze i odgovora izmedu razine Zn u tijelu i

uc¢inaka na razli¢itim ciljanim mjestima (Jie i sur. 2008).

Brojna in vivo istrazivanja su potvrdila da nedostatak Zn dovodi do usporavanja rasta kostiju,
razli¢itih skeletnih abnormalnosti i osteopenije. Acrodermatitis enteropathica je rijetka bolest
koju karakterizira smanjena apsorpcija Zn, a otkrila je bitnu ulogu Zn u metabolizmu kostiju.
Pomanjkanje Zn inducirano ovom boles¢u dovodi do usporenog i poremecenog rasta kostiju.
Pokazalo se da dodatak Zn stimulira osteoblaste, a inhibira diferencijaciju osteoklasta Sto
dovodi do povecane ¢vrstoce kostiju. Suplementacija Zn takoder ublaZava toksi¢ne ucinke
ostalih metala, osobito kadmija (Cd) i moze sprijeciti ili lijeciti nekoliko vrsta patoloskog
gubitka kostiju. (Dermience i sur. 2015). Dodatak Zn u hrani smanjuje nakupljanje Pb u
tkivima, a nedostatak povecava gastrointestinalnu apsorpciju Pb jer se Pb i Zn natjecu za
mjesto vezanja na istim transmembranskim transporterima. Olovo takoder moze zamijeniti Zn
u hemenzimima krvi, posebno u enzimu delta-aminolevulinska kiselina, 1 time smanjiti

njihovu aktivnost (Schwalfenberg i Genius 2015).

1.5. Elementi u kostima divljih Zivotinja

Kost se koristi rjede od mekih tkiva (primjerice jetre ili bubrega) u pracenju

izlozenosti organizama toksi¢nim zagadivalima iz okolisa no za metale kao $to su Pb i Sr koji
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se pohranjuju u kost, kost predstavlja osjetljivi biomarker za dugotrajnu izlozenost.
Koncentracije toksi¢nih elemenata u kosti daju informaciju o stanju tih elemenata u okoliSu u
kojem organizam zivi, ali i o zdravstvenom stanju jedinke i populacije. Pri izboru vrste
organizma za pracenje zagadivala koja imaju svojstvo nakupljanja u organizmu vazno je da
vrsta dugo zivi, da je na $to visoj trofickoj razini, da je rasprostranjena na Sirem podrucju te da

su poznate osnovne karakteristike vrste (npr. prehrana, ciklus razmnozavanja).

Istrazivanja su pokazala da metali imaju razli¢itu raspodjelu u kostima ovisno o spolu, vrsti
kosti (npr. rebro vs. grudna kost vs. bedrena kost; Nganvongpanit i sur. 2016), tipu koStanog
tkiva (spuzvasto vs. kompaktno; Lanocha i sur. 2013) i strukturnoj jedinici kosti (Pemmer i
sur. 2013). Osim u ljudi, gdje je najéesce koristena kost u studijama pracenja razine metala
bila bedrena kost (Wiechula i sur. 2008), metali su mjereni u raznim kostima divljih Zivotinja.
Razine Pb mjerene su u rebru divlje svinje (Sus scrofa) i obi¢nog jelena (Cervus elaphus)
(Kuiters 1996), Ca i Pb u metakarpalnoj kosti divlje svinje i obi¢nog jelena (Rodriguez-
Estival i sur. 2013); Pb, Zn i Sr u bedrenoj kosti crvene lisice (Vulpes vulpes) (Lanocha i sur.
2012, Budis i sur. 2013); Zn i Pb u neodredenoj kosti crvene lisice, pirenejskog risa (Lynx
pardinus), mungosa (Herpestes ichneumon), genetke (Genetta genetta) i jazavca (Meles
meles) (Millan i sur. 2008); Zn i Pb u ¢eljusti obi¢nog jelena (Lazarus i sur. 2008) i Ca, Zn i
Pb u metakarpalnoj kosti losa (Alces alces) (Bjora i sur. 2001). Tablica 1 prikazuje podatke iz

literature o razinama Ca, Zn, Sr i Pb izmjerenim u kostima raznih vrsta kopnene divljaci.

Kako bi se procijenio znacaj nadenih koncentracija elemenata na zdravstveno stanje zivotinja,
vazno je, za primjerice esencijalni element, imati poznate raspone vrijednosti u kosti za koje
se zna da su adekvatne za zdravlje Zivotinje. Suprotno tome, vrijednosti ispod ili iznad tog
,»hormalnog® raspona ukazuju na nedostatak ili prekomjernu razinu elementa u organizmu te
moguci otklon od dobrog zdravstvenog stanja jedinke. Za toksi¢ne elemente u literaturi se
najces¢e navode granice ispod kojih se ne oekuju negativni ucinci na zdravlje jedinke, a uz
,»toksi¢ne* razine povezuju se dokazani toksi¢ni ucinci na zdravlje. Kako u literaturi nema
dovoljno podataka o normalnim razinama toksi¢nih i esencijalnih metala u divljih sisavaca,

izmjerene koncentracije usporeduju se s dostupnim podacima za domace zivotinje (Tablica 2).



Tablica 1. Razine kalcija, cinka, stroncija i olova (mg/kg suhe mase) u kostima divljih Zivotinja.

deskriptivna

broj

element (mg/kg)

vrsta drzava kost tip kosti vrijednost jedinki Ca 7n Sr b literatura
_ kompaktna | SV (medijan) 34 125(106) | 68,8(63,3) | 0,978(0,447) | Lanochaisur.
lisi SZ Poljska bedrena kost 2012, Budis i sur.
crvena lisica spuzvasta | SV (medijan) 34 111(116) | 55,4(42,8) | 1,49(0,610) 2013
(Vulpes vulpes) ik
J $panjolska geometrijska 16 142 0,385 | Millan i sur. 2008
sredina
pirenejski ris v raspon
- J Spanjolska geometrijske 6 131-133 0,136-2,05 | Millan i sur. 2009
(Lynx pardinus) .
sredine
mungos "
(Herpestes J $panjolska geometrijska 11 145 0,136 | Millan i sur. 2010
. sredina
ichneumon)
genetka (Genetta |y ¢, iolska geometrijska 4 173 0,12 | Millan i sur. 2011
genetta) sredina
Jazavac (Meles |y oo iolska geometrijska 1 128 0,735 | Millan i sur. 2012
meles) sredina
Nizozemska rebro raspon medijana 104 4,80-9,70 Kuiters 1996
Spanjolska ..
’ metakarpalna geometrijska 205600-
divija svinja (Sus | kOnirolno kost sredina 211 220300 0767125 , _
scrofa) podrucje Rodriguez-Estival
Sfjgé(r)iskl;a’ metakarpalna geometrijska 2 203200- 107-6.36 I sur. 2013
.. kost sredina 240900 ’ ’
podrucje
_ Hrvatska Celjust kompaktna | SV (medijan) 80 86,7(87,0) 0,444(0,281) Lazarus I sur.
obicni jelen 2008
(Cervus elaphus) ) N )
Nizozemska rebro raspon medijana 46 2,20-3,70 Kuiters 1996




Tablica 1. Nastavak.

y : , deskriptivna broj element (mg/kg) _
vrsta drzava kost tip kosti vrijednost jedinki Ca Zn | sr b literatura
Spanjolska, metakarpalna raspon geometrijske 99 224700- 0,07- | Rodriguez-Estival i
obi¢ni jelen kontrolno podrucje kost sredine 253600 0,12 sur. 2013

(Cervus elaphus) | Spanjolska, rudarsko | metakarpalna raspon geometrijske 34 254500- 0,26- | Rodriguez-Estival i

podrucje kost sredine 262400 0,77 sur. 2013
. metakarpalna 266600- 122- L
los (Alces alces) Norveska Kost kompaktna raspon SV 25 269800 131 0,4-15 Bjora i sur. 2001
'SV- aritmeticka sredina

10




Tablica 2. Razine kalcija, cinka i olova u kosti domacih Zivotinja ( Puls, 1994).

element razina u mg/kg vrsta
suhe tvari kosti konj svinja govedo
nedovoljna <245000
Ca optimalna 320000-390000
toksi¢na
nedovoljna 60-90 32-60
Zn optimalna 65-75 95-146 70-250
toksi¢na 140-340 150-198
normalna 3,0-4,0 1 1,0-7,0
Pb visoka 8,0-40 100-500 30-75
toksi¢na 40-350 30-100
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1.6. Smedi medvjed (Ursus arctos Linnaeus, 1758)

Medvjed koji zivi u Hrvatskoj sisavac je iz reda zvijeri (Carnivora), porodice
medvjeda (Ursidae), roda medvjed (Ursus) i vrste smedi medvjed (Ursus arctos L.). Osim
njegovih fosilnih ostataka po cijeloj Hrvatskoj, na otoku LoSinju su nadeni i ostaci Spiljskog
medvjeda (Ursus spelaeus). Danas u svijetu zivi osam vrsta iz porodice medvjeda koji su se
razvili od zajednickog predatorskog pretka Miacida prije oko 25 milijuna godina. Posebnost
medvjeda je velika sposobnost da veli¢inom i vanjskim izgledom reagira na uvjete stanista pa
su tako prije pedesetak godina autori opisivali od 70 do 150 podvrsta smedih medvjeda.
Smedi je medvjed nekada bio rasprostranjen po cijeloj Euroaziji i Sjevernoj Americi. Danas je
u zapadnoj Europi prakti¢no istrijebljen, a preostale su populacije malene, medusobno
odvojene i u nestajanju. U Hrvatskoj zivi oko 1000 jedinki koje su dio Dinara-Pindos
populacije s oko 2800 jedinki (Huber i sur. 2008). Na Slici 1 je prikazana rasprostranjenost

smedeg medvjeda u Europi.

Slika 1. Rasprostranjenost smedeg medvjeda u Europi. Prilagodena slika preuzeta je od Large

Carnivore Initiative for Europe.
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Medvijedi su najveci kopneni mesozderi. U Hrvatskoj odrasle Zenke imaju prosje¢no 100 kg,
muzjaci 150 kg, a rijetki prijedu i 300 kg. Tijekom godine masa odrasle jedinke moze
odstupati viSe od trecine: najveca je u kasnu jesen pred brlozenje, a najmanja pocetkom ljeta

odnosno krajem sezone parenja (Huber i sur. 2008).

Brlozenje godiSnje traje oko 6 mjeseci. Tijekom tog perioda oskudice hrane homeostatskim
mehanizmom se Stedi energija, neuroendokrini sustav smanjuje metabolicki zahtjevne procese
pa medvjedi recikliraju katabolicke produkte, kao ureu i Ca, umjesto da ih izluce. Istrazivanja
pokazuju da medvjedi u tom periodu sprjeCavaju gubitak i kortikalne i spuzvaste kosti.
Uravnotezeno stvaranje i resorpcija kostura vjerojatno se odvijaju kako bi se ocuvala

homeostaza Ca tijekom hibernacije (McGee-Lawrence i sur. 2009).

Medvjedi u Hrvatskoj su spolno zreli u dobi od 3 do 4 godine. U prirodi mogu dozivjeti do 25

godina, a u zatoceni$tvu i do 40 godina (Huber i sur. 2008).

Pare se od kraja svibnja do polovice srpnja. Zametak u maternici ima odlozeni razvoj odnosno
implantaciju, te se najveéi dio njegova razvoja odvija u zadnja 3 mjeseca trudnoce, koja
ukupno traje oko 7 mjeseci. Medvjedi¢i se radaju sredinom zime, za vrijeme brlozenja.

(Huber i sur. 2008).

......

do 4 mladundeta mase oko 350 g. Radaju se slijepi i bez dlake. Zivotno su ovisni o
neposrednom kontaktu s tijelom majke, koja ih grije i hrani koncentriranim mlijekom (Huber i
sur. 2008).

lako su po tjelesnom ustrojstvu pravi mesozderi, medvjedi oko 95 % prehrambenih potreba
zadovoljavaju biljnom hranom, a udio Zivotinjskih bjelancevina sastoji se uglavnom od
beskraljeZnjaka i leSina vec¢ih zivotinja. Od biljne hrane u proljece i ljeto dominiraju zeljaste
biljke i trave (npr. medvjedi luk, kozlac, kiselice). Ljeti se pridruzuju razni mekani plodovi
(Jagode, maline, kupine), a u jesen zir bukve kao glavna hrana za prikupljanje zimskih zaliha
potkozne masti te plodovi divlje jabuke, divlje kruske, lijeske i kestena. U poljima se hrani
svim vrstama Zitarica, a narocito zobljem. Od hrane zivotinjskog podrijetla naj¢esée se hrani
leSinama Zivotinja koje nade u Sumi, beskraljeznjacima, licinkama mrava 1 drugih kukaca te
mladuncadi divljih zivotinja. Od domacih Zivotinja najceS¢e napada ovce, katkad krave,
magarce i konje. Od divlja¢i napada samo vrlo mlade, te ranjene i bolesne Zivotinje koje moze

uhvatiti (Huber i sur. 2008).
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1.7. Dosada$nja istrazivanja elemenata u medvjedima

Pracenjem razine metala u divljih Zivotinja dobiva se informacija o stanju zagadivala u
okoliSu, zdravlju jedinki 1 populacije. Istrazivanja razine metala u mekim tkivima divljih
zivotinja Hrvatske: obi¢nog jelena, sivog vuka (Canis lupus), euroazijskog risa (Lynx lynx) i
Caglja (Canis aureus) pokazala su da je smedi medvjed (Ursus arctos L.) vrsta s najvis§im
vrijednostima toksi¢nih metala (Lazarus i sur. 2014, 2017). Medvjed predstavlja pogodnu
indikatorsku vrstu jer dugo Zivi, na vrhu je prehrambenog lanca, dijeli staniSte s ljudima, ali i
drugim lovnim vrstama koje ¢ovjek konzumira, ima stabilnu populaciju i lovna je vrsta, $to

olaksava prikupljanje uzoraka.

U miSic¢ima, jetri i bubrezima smedih medvjeda s podru¢ja Hrvatske mjereni su: Mg, kalij (K),
Ca, mangan (Mn), zeljezo (Fe), kobalt (Co), Cu, Zn, arsen (As), molibden (Mo), talij (TI), Cd,
Pb, uranij (U) i ziva (Hg) (Bilandzi¢ i sur. 2012, Lazarus i sur. 2014, Lazarus i sur. 2017). U
istrazivanju razina selena (Se), Cd i Hg u smedih medvjeda u Hrvatskoj pronadeno je da
metali imaju istu distribuciju u tkivima po sljede¢em redu: korteks bubrega > jetra > misi¢
(Lazarus i sur. 2014). Kasnijim istrazivanjem potvrdena je ustanovljena raspodjela pa su tako
u korteksu bubrega izmjerene visoke razine veéine elemenata (As, Ca, Cd, Co, Pb, Se, Hg,
Mo, TI, U) osim Mg, K, Zn (najviSe u misi¢ima), Mn Fe i Cu (najvisi u jetri). Nakupljanje po
obrascu (od miSi¢a do bubrega) posebno je izrazeno za Cd, Hg, U, Pb i Co s time da su samo
razine Cd i Pb u jetri i bubrezima bile u toksikoloski znacajnim razinama (Scheuhammer

1991, Ma 2011), iako u stani$tu nema znacajnog izvora onecis¢enja (Lazarus i sur. 2017).

U smedih medvjeda s podru¢ja Karpata su izmjerene razine Cd, Pb, Hg, Cu u bubrezima,
misi¢ima, slezeni, jetri (Celechovska i sur. 2006). U krznu smedih medvjeda s podruéja Irana
izmjerena je razina Hg (Solgi i Ghasempouri 2015). Istrazivanja koja su ukljucivala vise
esencijalnih i toksi¢nih elemenata provedena su i na polarnim medvjedima (Ursus maritimus)
Aljaske, pa su tako izmjerene razine As, Cd, Co, Cu, Mg, Mn, Mo, Zn, Pb, Se, Hg, Zn, Ag, u
jetri, bubrezima, miSi¢ima 1 potkoznoj masti (Woshner i sur. 2001). Otkriveno je da su
prosjecne vrijednosti Cu, Mn, Mo, Ag, Zn, 1 As vise u jetri nego u bubregu, Cd, Co, Pb 1 Hg
vise razine u bubregu nego u jetri, dok je Mg najvise bilo u misi¢u (Woshner i sur. 2001). Do
sada nije provedeno pracenje razine metala u kostima smedeg medvjeda niti ijedne druge

vrste medvjeda u svijetu.
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1.8. Ciljevi istrazivanja

Cilj istrazivanja je istraziti izlozenost smedeg medvjeda s podrucja Hrvatske toksi¢nim
metalima (Pb i Sr) i njihov moguéi utjecaj na esencijalne metale (Ca i Zn), raspodjelu metala
izmedu kompaktnog i spuzvastog tipa kosti, raspodjelu metala u ovisnosti o poziciji na kosti,
razlike u sadrzaju metala izmedu muzjaka 1 zenki te utjecaj dobi zivotinja na sadrzaj metala u

bedrenoj kosti.
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2. Materijali i metode

2.1.

Materijali

U ovom radu su koristene slijede¢e kemikalije, uredaji i oprema:

2.1.1. Kemikalije

standardna otopina cinka (Zn), o= 1003 mg/L, PlasmaCAL, SCP Science, Kanada
standardna otopina kalcija (Ca), 0=1002 pg/L, PlasmaCAL, SCP Science, Kanada
standardna otopina olova (Pb), o= 999 mg/L, PlasmaCAL, SCP Science, Kanada
standardna otopina stroncija (Sr), ¢=1004 pg/L, PlasmaCAL, SCP Science, Kanada
ultra¢ista H,O specifiéne vodljivosti: 0,055 uS/cm (pri 25°C; 18.2 MQcm)

procis¢ena konc. HNO3 — dobivena iz HNO3, 65% (p.a.), Merck, Njemacka

argon (Ar), plazma plin, ¢istoce >99.999%, UTP d.o.0., Zagreb, Hrvatska — SOL Group,
Italija

helij (He), kolizijski plin, ¢istoée >99.9999%, UTP d.o.o., Zagreb, Hrvatska — SOL
Group, Italija

2.1.2. Popis uredaja i opreme rabljenih u eksperimentalnom radu

analiti¢ka vaga, Mettler Toledo AG, Svicarska

kvarcni sustav za procis¢avanje HNO3 SUbPUR, Milestone, Italija

liofilizator Hetosicc, Heto, Birkered, Danska

aparat za rezanje kosti, viSenamjenski alat Dremel 4000 s dijamantnom reznom plocom,
Dremel Europe, Breda, Nizozemska

visokotla¢ni mikrovalni uredaj za razaranje UltraCLAVE IV opremljen s integriranim
programom i cryoLAB rashladnim sistemom, Milestone, Italija

uredaj za masenu spektrometriju s induktivno spregnutom plazmom, ICP-MS, 7500cx,
Agilent Technologies, Njemacka

teflonske bocice (FEP) za ¢uvanje konc. HNO3, Nalgene, SAD

teflonske epruvete 12 mL za razaranje uzoraka (PTFE) s ¢epovima, Milestone, Italija
uredaj za prociS€avanje vode GenPur UV (Ultra pure water system), TKA
Wasseraufberaitungssysteme GmbH, Njemacka

vortex mjesalica
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2.1.3. Popis referentnih materijala
e referentni materijal Zivotinjske kosti Animal bone H-5, International Atomic Energy

Agency, Austrija
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2.2. Metode rada

2.2.1. Prikupljanje uzoraka na terenu

Uzorci bedrenih kosti smedeg medvjeda (Ursus arctos L.) koriSteni za izradu ovog
diplomskog rada su prikupljeni u suradnji s lovoovlastenicima tijekom jeseni 2014. te proljeca
i jeseni 2015. godine u lovistima Like i Gorskog kotara i dobiveni su ljubazno$é¢u prof. dr. sc.
Pure Hubera s Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Od ukupno 41 uzorkovanog
medvjeda, 24 je legalno odstreljeno, 9 je stradalo na Zeljeznici, 5 je stradalo na cestama, 2 su

usmréena interventnim odstrelom i 1 medvjed je eutanaziran (Tablica 3).

Od svake Zivotinje je uz bedrenu kost uzet i1 rudimentarni pretkutnjak pomocu kojeg je
odredena dob brojanjem slojeva cementa koji okruzuju korijen zuba (Stoneberg i Jonkel
1966). Uzorci su s informacijama o spolu, tezini, GPS koordinatama lokacija smrti medvjeda i
procijenjenoj dobi poslani na Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu gdje su pohranjeni u
zamrzivacu na -20 °C do analize u Jedinici za analiticku toksikologiju i mineralni

metabolizam Instituta za medicinska istrazivanja u Zagrebu.

Smedi medvjed u Hrvatskoj je 5. prosinca 2013. proglasen strogo zaSticenom vrstom
temeljem Pravilnika o strogo zaStiCenim vrstama (,,Narodne novine“, broj: 144/2013).
Istodobno medvjed ostaje i na popisu divlja¢i prema Zakonu o lovstvu te se izluCenje iz
populacije (redovna i dodatna kvota odstrela te interventni odstrel; 100-150 medvjeda
godis$nje) odobrava sukladno ¢lanku 155., stavku 2. Zakona o zastiti prirode, a gospodarenje
provodi sukladno odredbama Zakona o lovstvu temeljem Plana gospodarenja smedim
medvjedom. Plan gospodarenja donesen je i primjenjuje se od 2005. godine, a revidirani Plan
donesen je Odlukom Ministarstva regionalnog razvoja, Sumarstva i vodnoga gospodarstva 4.

veljace 2008. godine (Huber i sur. 2008).

IstraZivanje opisano u ovom radu ni na koji nacin nije uvjetovalo smrt ili patnju smedih

medvjeda.
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Tablica 3. Podaci o uzorkovanim medvjedima.

desna®) gy ying
broj datum uzrok fPOI dob masa . i bedrene
Zivotinje smrti smrti* mvuzjak(vm ) (god.) Zivotinje lijeva(L) kosti
Zenka(Z) (kg) bel?rena (cm)
ost

1 16.9.2014. 1 m 1 78 D 31,4
2 5.10.2014. 1 m 0,5 28,4 L 22,2
3 8.12.2015. 2 z 1 75 L 29,6
4 13.4.2015. 2 Z 2 85 D 31,5
5 27.3.2015. 2 z 2 70 L 31,9
6 31.3.2015. 2 m 4 260 D 41,2
7 31.3.2015. 2 m 2 212 D 39,5
8 31.3.2015. 2 z 3 72 D 33
9 22.10.2015. 2 m 1 75 L 32,5
10 25.10.2015. 2 m 2 75 L 30,5
11 25.10.2015. 2 z 4 205 D 34,5
12 1.12.2015. 2 z 1 71 D 28,8
13 9.3.2015. 2 m 5 202 D 38,8
14 1.4.2015. 2 z 2 52 L -
15 13.11.2015. 2 m 3 124 L 35,5
16 24.3.2015. 2 m 3 190 L 40
17 29.3.2015. 2 m 7 199 L 39,7
18 31.3.2015. 2 m 2 150 D 38,3
19 31.3.2015. 2 m 4 170 D 40,5
20 20.3.2015. 2 m 3 97 D 37,1
21 23.3.2015. 2 m 3 97 L -
22 16.4.2015. 2 m 4 94 D 39
23 19.9.2015. 2 m 4 184 D 37,3
24 4.5.2015. 2 m 2 70 L 31,2
25 13.4.2015. 2 m 5 152 D 36,8
26 11.3.2015. 3 m 2 76 D 32,8
27 21.5.2015. 3 zZ 4 70 D 33,1
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Tablica 3. Nastavak.

desna(D) v

spol dob asa il dunna

broj datum smrti uzro_li muzjak(m) 0 sivotinie  lieva(L) edrene
Jivotinie smrti v L (god.) J kosti
J Zenka(Z) (kg) bedrena (cm)

kost

28 1.8.2015. 3 m 1 58,7 D 29,3
29 13.10.2015. 4 m 1 30 D 19
30 13.9.2015. 1 V4 1 55 L 31
31 22.10.2015. 2 V4 2 180 D 36,4
32 4.10.2015. 5 V4 5 130 D 34
33 3.10.2015. 1 m 0,5 30,9 L 24,7
34 3.10.2015. 1 m 0,5 28,2 L 23,1
35 9.10.2015. 3 m 1 46,2 D 27,3
36 17.10.2015. 3 V4 1 60 D 29
37 27.10.2015. 1 V4 6 200 D 37
38 1.11.2015. 1 V4 10 100 L 34
39 1.11.2015. 1 V4 0,5 31,3 L 23,7
40 1.11.2015. 1 m 0,5 36,6 L 24,5
41 5.11.2015. 4 m 3 195 L 38,2

*1 - Zeljeznicka nesreca, 2 - legalan odstrijel, 3 - automobilska nesreca, 4 - intervencijski
odstrijel, 5 — eutanazija
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2.2.2. Uzorkovanje bedrene kosti
Prije uzorkovanja bedrene kosti izmjerena je njena duzina, odredeno je radi li se o lijevoj ili

desnoj kosti te je kerami¢kim nozem ocis¢ena od misi¢nog tkiva (Slika 2).

Slika 2. Bedrena kost smedeg medvjeda prije ¢iS¢enja (autor : Maja Lazarus).

OciS¢ena kost ucvriéena je uz pomo¢ mehanickog vijka kako ne bi doSlo do pomicanja
prilikom rezanja. Mehanicki vijak prethodno je oblozen plasticnom folijom radi zastite kosti
od onecis¢enja metalima. Kost je rezana u ventiliranom digestoru pomocu visenamjenskog
alata Dremel 4000 s reznom plocom presvuc¢enom dijamantnim prahom pri 15000 okretaja u
minuti (Slika 3). Uzorci su rezani na poziciji glave bedrene kosti (lat. caput femoris; lokacija
A), na vratu bedrene kosti kod malog obrtaca (lat. trochanter minor; lokacija B) i na sredini
tijela bedrene kosti (lat. corpus femoris; lokacija C). Pozicije uzorkovanja bedrene kosti

prikazane su na Slici 4.
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Slika 3. Ventilirani digestor s priborom za rezanje kosti (autor : Maja Lazarus).
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vrat bedrene kosti

lokacija B

tijelo bedrene kosti

lokacija C

prednja strana straznja strana

Copyright © 2006 Pearson Inc., g as C 9

Slika 4. Bedrena kost s oznakama 3 pozicije uzimanja uzoraka. Prilagodena slika preuzeta je

od Pearson Education.

Svaka kost uzorkovana je na tri lokacije te su ukupno uzeta Cetiri uzorka sa svake
bedrene kosti: dva uzorka spuzvaste kosti i dva uzorka kompaktne kosti. Na lokaciji A (glava
bedrene kosti) prvo je otklonjen povrSinski sloj hrskavice i kompaktne kosti, a zatim je

izrezan uzorak spuzvaste kosti oblika kocke sa stranicom priblizno 0,5 cm (Slika 5).
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Slika 5. U prvom planu je izrezan uzorak spuzvaste kosti na lokaciji glave kosti. U pozadini

je uzorkovana kost na lokaciji vrata bedrene kosti (autor: Maja Lazarus).

Na lokaciji B (vrat bedrene kosti) izrezan je uzorak koji se sastoji od povrSinskog sloja
kompaktne kosti te dubljeg sloja spuzvaste kosti. Spuzvasta kost odvojena je keramickim

nozem od kompaktne te su dobivena dva razli¢ita uzorka s iste lokacije.

Na lokaciji C (tijelo bedrene kosti) uzorkovana je kompaktna kost. Vanjska periostealna i
unutarnja endostealna strana sastrugana je kerami¢kim noZzem od ostataka povrSinskog tkiva,

tj. koStane srZi.
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2.2.3. Priprema uzoraka za analizu metala

Cetiri izrezana uzorka kosti su o¢is¢ena od povrsinskih neistoéa s ultradistom HO i
stavljena u plasticne epruvete. Epruvete su prekrivene celuloznom vatom koja je u¢vrséena
gumicom radi zaStite uzoraka od oneciS¢enja metalima prilikom liofilizacije. Liofilizacija
uzoraka trajala je 24 sata. Nakon liofilizacije uzorci su izvagani i prebaceni u teflonske
epruvete za razgradnju. Izvaganim uzorcima dodano je 2 mL koncentrirane prociSéene
duSi¢ne kiseline i 2 mL ultraiste vode te su epruvete zacepljene pripadajuc¢im ¢epom od
teflona. Uzorci su stavljeni u mikrovalni uredaj UltraCLAVE IV na razgradnju prema

pripremljenom programu prikazanom u Tablici 4.

U svakom ciklusu razgradnje uz uzorke su stavljene i dvije epruvete sa slijepom probom (ista
koli¢ina ultraciste vode od 2 mL i procis€ene duSi¢ne kiseline od 2 mL, ali bez uzorka) i jedna
epruveta s referentnim materijalom kosti (Animal bone H-5) u koju je takoder stavljena ista
koli¢ina procis¢ene dusi¢ne kiseline i ultradiste vode. Slijepa proba i referentni materijal

koriste se za kontrolu kvalitete metode razgradnje i mjerenja.

Tablica 4. Program za razaranje uzoraka u visokotlaénom mikrovalnom uredaju UltraCLAVE

v

Faza t/ min T/°C p/Pa
1. 35 70 1x107
2. 15 180 1x10
3. 10 260 1,4x10°
4, 30 260 1,4x10’
5. 40 30 2x10°

Nakon razgradnje uzorci su izvadeni iz mikrovalnog uredaja, ohladeni na sobnu
temperaturu 1 nadopunjeni do 5 g s ultraCistom vodom. Potom su prebaceni u plasticne

epruvete. Prije mjerenja uzorci su se dodatno razrijedili s 10% duSi¢nom kiselinom.
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2.2.4. Pranje laboratorijskog posuda za razgradnju uzoraka i analizu elemenata

Kako bi se sprijeCilo vanjsko oneciS¢enje uzoraka metalima, laboratorijsko posude
koriSteno u pripremi uzoraka i analizi elemenata prije upotrebe je namakano nekoliko sati u
detergentu. Potom je isprano vodovodnom i destiliranom vodom. Tako oprano posude
uronjeno je u 10% HNOj3; na 24 sata te isprano ultraCistom vodom. Teflonske epruvete
koriStene u postupku razaranja uzoraka, uz prethodno navedeni postupak pranja, prosle su jo$

I postupak pranja s 50% HNOj3 na visokotlacnom mikrovalnom uredaju UltraCLAVE .

2.2.5. Odredivanje koli¢ina metala u bedrenoj kosti

Koli¢ine Ca, Zn, Sr i Pb u razgradenim uzorcima bedrenih kosti su mjerene tehnikom
masene spektrometrije s induktivno spregnutom plazmom (eng. ICP-MS, Inductively Coupled
Plasma Mass Spectrometry). ICP-MS je tehnika u kojoj se induktivno spregnuta plazma

koristi kao ionizacijski izvor, a detekcija se vr$i masenom spektrometrijom.

Rezultati mjerenja Ca, Zn, Sr i Pb u standardnom referentnom materijalu kosti (Animal

bone H-5) bili su unutar preporucenih vrijednosti ¢ime je potvrdena pouzdanost rabljenih
metoda i vjerodostojnost izmjerenih koli¢ina Ca, Zn, Sr i Pb u uzorcima (Tablica 5).
Granica detekcije metode (GDM) za pojedini element izracunata je kao srednja vrijednost
koncentracije slijepe probe kojoj je pribrojen umnozak tri standardne devijacije 10
ponovljenih mjerenja slijepe probe. Dobivena koncentracija podijeljena je s masom tkiva
kako bi se dobila vrijednost izrazena na kg suhe tvari tkiva te umnoZena S faktorom
razrjedivanja.

Tablica 5. Granice detekcije metode i rezultati mjerenja referentnog materijala zivotinjske
kosti Animal bone H-5 koristenog za kontrolu kvalitete.

Animal bone H-5

element GDM iskoristenje
(mg/kg) certificirana vrijednost (srednja izmjerena (%)
vrijednost (raspon) vrijednost (SV+SD)"
Ca 70 212000 (204000-220000) 210918+1490 99
Zn 15 89 (84-95) 93+0 105
Sr 0,076 96 (88-105) 96+1 100
Pb 0,029 3,1(2,6-3,7) 3,2+0,1 102

SV- srednja vrijednost, SD standardna devijacija
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2.3. Statisticke metode

Statistickom analizom u programu Statistica 13.0 provjerila se znacajnost razlika
izmedu ispitivanih varijabli (prema tipu kosti, lokaciji) i grupa unutar varijabli (dob, spol).
Ovisno o rezultatu provjere normalnosti raspodjele varijabli (Kolmogorov-Smirnovljev test)
te homogenosti varijance (Leveneov test) izmedu ispitivanih grupa unutar varijabli, primijenio
se parametrijski (Studentov t-test za zavisne uzorke) ili neparametrijski (Mann-Whitney U
test) test znacajnosti razlika. Povezanost varijabli istrazila se primjenom Spearmanovog

koeficijenta korelacije (rs). Razina znacajnosti (o) je 5 %.
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3. Rezultati

3.1. Koncentracije metala u bedrenoj kosti smedeg medvjeda

Rezultati mjerenja koncentracije Ca, Zn, Sr i Pb u dva tipa kosti (spuzvasta i kompaktna) na
tri lokacije bedrene kosti smedeg medvjeda prikazani su u Tablici 6. Vrijednosti su prikazane
kao aritmeticke sredine i standardne devijacije 41 uzorka medvjeda, a izrazene su u mg

elementa/kg suhe tezine kosti.

Tablica 6. Koncentracije metala (mg/kg suhe tezine kosti) u dva tipa kosti na tri lokacije

uzorkovanja bedrene kosti smedeg medvjeda.

lokacija i tip kosti® metal (SV + SD)"
Ca Zn Sr Pb
Asp 133 04625 334 148537 28,9+9.1 3.9742.37
Bsp 107 10324 649 122427 23,6486 3,1642,09
Bk 222 253 + 24 893 197624 485:123 4474208
Ck 241 968+23 401 186:20  523+133  3,64+148

A - glava bedrene kosti, B - vrat bedrene kosti, C - sredina tijela bedrene kosti, sp - spuzvasta
kost, k - kompaktna kost

2SV - srednja vrijednost, SD - standardna devijacija

Provjeravanje normalnosti distribucije rezultata je obavljeno Kolmogorov—Smirnov testom
koji je pokazao da su vrijednosti Ca i Zn normalno distribuirane (p>0,05), za razliku od Sr i

Pb koji su transformirani logaritmiranjem nakon c¢ega je dobivena normalna distribucija.

3.2. Razlike u sadrzaju metala izmedu muzjaka 1 Zenki

Razlike u sadrZaju metala istraZivane su u 15 Zenki i 26 muZjaka prosjecne starosti 2,7
godina. Raspon godina kod zenki kretao se izmedu 0,5 i 10, a kod muzjaka izmedu 0,5 i 7

godina.

Na Slici 6. su usporedno prikazane srednje vrijednosti duzina bedrene kosti u zZenki i muzjaka

smedeg medvjeda prema porastu dobi smedeg medvjeda.

U Tablici 7 su prikazane vrijednosti koncentracija Ca, Zn, Sr i Pb u Zzenki i muZzjaka smedeg
medvjeda te rezultati testiranja razlika izmedu spolova u koncentraciji metala u dva tipa kosti

(spuzvasta i kompaktna) uzorkovanih na tri lokacije bedrene kosti. Razlike su testirane
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Studentovim t-testom, a Mann-Whitney U test je koriSten u sluc¢ajevima nehomogenosti

varijance (metali oznaceni zvjezdicom u tablici).

Oba testa su pokazala da izmedu spolova nema statisticki zna¢ajne razlike u koncentracijama

metala u oba tipa kosti na ispitivanim lokacijama bedrene kosti.

DuzZina bedrene kosti prema dobi
50 -

45 -
40 -
35 -
30 -
25 -

20 T T T T T T 1
05 1 2 5 6 10

—l- muzjaci

duZina (cm)

=== 7enke

3 4
dob (godine)

Slika 6. Srednje vrijednosti duzina bedrene kosti muzjaka i Zenki u odnosu na dob smedeg

medvjeda.
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Tablica 7. Razlike u koncentraciji metala u bedrenoj kosti izmedu muzjaka i Zenki smedeg

medvijeda’.
element  lokacija i muZzjaci (N=26) Zenke (N=15) znacajnost (p)

(mgrkg)  tip kosti” (SVSD) (SV£SD) muZjaci vs. Zenke

Asp* 131 955+29 776 134 937+15 635 NS

Bsp 222 58729 010 221 673+16 343 NS

“ Bk* 108 691+27 278 104 351+19 858 NS

Ck 241 777+25 589 242 298+19 878 NS

Asp 139+£28 162+46 NS

Bsp 19626 198+21 NS

2" Bk 120+£28 124+£25 NS

Ck 181£27 195+31 NS

Asp 1,44+0,15 1,43+0,11 NS

Bsp* 1,68+0,11 1,65+0,10 NS

> Bk 1,36+0,18 1,31+0,11 NS

Ck 1,71+0,11 1,69+0,11 NS

Asp* 0,520+0,156 0,595+0,257 NS

Bsp* 0,611+0,144 0,618+0,214 NS

i Bk 0,430+0,169 0,451+0,294 NS

Ck 0,514+0,149 0,560+0,173 NS

N - broj zivotinja; SV - srednja vrijednost, SD - standardna devijacija; NS - nisu statisticki
znacajne razlike

2A - glava bedrene kosti, B - vrat bedrene kosti, C - sredina tijela bedrene kosti, sp - spuzvasta
kost, k - kompaktna kost

*zbog nehomogenosti varijance razlike izmedu spolova u koncentraciji metala testirane
Mann-Whitney U testom
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3.3.  Utjecaj dobi na sadrzaj metala

Na Slici 7. su usporedno prikazane srednje vrijednosti koncentracija elemenata
Ca, Sr, Zn 1 Pb u spuzvastoj kosti uzorkovane na glavi bedrene kosti i vratu bedrene kosti
(lokacije A i1 B) te koncentracija u kompaktnoj kosti uzorkovane na vratu bedrene kosti i
sredini tijela bedrene kosti (lokacije B i C) smedeg medvjeda prema porastu dobi smedeg

medvjeda.

Slika 8. prikazuje odnos koncentracija Ca, Sr, Zn i Pb u spuzvastoj kosti uzorkovanoj na glavi
bedrene kosti (lokacija A) te u kompaktnoj kosti uzorkovanoj na sredini tijela bedrene kosti

(lokacija C) smedeg medvjeda i dobi Zivotinja.

Nadena je umjerena pozitivna povezanost (rs=0,5-0,7; p<0,05; Hinkle i sur. 2003) izmedu
dobi Zivotinja i Ca i Pb u spuZvastoj kosti glave bedrene kosti te dobi Zivotinjai Pb u
spuzvastoj 1 kompaktnoj kosti vrata bedrene kosti i kompaktnoj kosti sredine tijela bedrene
kosti. Slaba pozitivna povezanost (rs=0,3-0,5; p<0,05; Hinkle i sur. 2003) je izraCunata
izmedu dobi zZivotinja i Zn i Sr u spuzvastoj kosti glave bedrene kosti, Zn u spuzvastoj kosti
vrata bedrene kosti, Ca u kompaktnoj kosti vrata bedrene kosti te Ca i Zn u kompaktnoj kosti

tijela bedrene kosti
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Slika 7. Koncentracije elemenata Ca, Zn, Sr i Pb (srednja vrijednost) u odnosu na dob u spuzvastoj (sp) i kompaktnoj kosti (k) uzorkovane na

glavi bedrene kosti (A), vratu bedrene kosti (B) i sredini tijela bedrene kosti (C) smedeg medvjeda
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Kalcij u spuzvastoj kosti glave bedrene kosti prema dobi
Ca_Asp=1,15E5+6991*dob
r=0,58 p<0,001
2,2E5

2E5
1,8E5
1,6E5
1,4E5
1285} 5 .

mg/kg suhe mase

1E5

80000 L
2 0 2 4 & 8 10 12

dob (godine)

Cink u spuzvastoj kosti glave bedrene kosti prema dobi
Zn_Asp= 128,43+7,53*dob
r=0,43 p=0,0052

320
300 °
280
260
240
220
200
180
160
1400
1207 3-8
100
80

0

mg/kg suhe mase

2 4 6 8 10 12
dob (godine)
Stroncij u spuzvastoj kosti glave bedrene kosti prema dobi

Sr_Asp = 1,37+0,028*dob
r=0,44 p=0,004

18
17
16
15
14l

13077 °

mg/kg suhe mase

o
o coo g

1,2

1,1
0 2 4 6 8 10 12

dob (godine)

Olovo u spuzvastoj kosti glave bedrene kosti prema dobi
Pb_Asp = 0,39+0,061*dob
r=0,64 p<0,001

1,2
1,1
1,0
0,9
0,8
0,7
0,6
S 0,50 a2
0,4 g
03}
0,2

0

mg/kg suhe mase

Mo o o\

4 6 8 10 12
dob (godine)

Kalcij u kompaktnoj kosti tijela bedrene kosti prema dobi
Ca_Ck = 2,28E5+5456,2*dob
r=0,49 p=0,0012

3E5

o

2,8E5
2,6E5

24E5 ) &

2285

mg/kg suhe mase

oo
@ o
o
o

2E5

1,8E5
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Slika 8. Odnos izmedu koncentracije metala u spuzvastoj kosti glave bedrene kosti (Asp) i
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kompaktnoj kosti tijela bedrene kosti (Ck) te dobi smedih medvjeda. Razina povezanosti

izrazena je Spearmanovim koeficijentom (rs).

3.4. Raspodjela metala izmedu kompaktne 1 spuzvaste kosti

U Tablici 8 su prikazane razlike u koncentraciji metala (srednje vrijednosti i
standardne devijacije) izmedu spuzvastog i kompaktnog tipa kosti na vratu bedrene kosti
medvjeda. Primjena t-testa za zavisne uzorke pokazala je da postoji statisti¢ki znacajna razlika
u koncentraciji svih ispitivanih metala izmedu spuzvaste i kompaktne kosti. Vece
koncentracije Ca, Zn, Sr i Pb nadene su u kompaktnom tipu u odnosu na spuzvasti tip kosti na
ispitivanoj lokaciji bedrene kosti (vrat).

Tablica 8. Rezultati testiranja razlika u koncentraciji Ca, Zn, Sr i Pb izmedu spuzvaste i

kompaktne kosti uzorkovane na vratu bedrene kosti (lokacija B) smedeg medvjeda.

element

ma/kg tip kosti (SV£SD)* t-vrijednost  znaéajnost (p)
Ca spuzvasti 107 103+£24 649
kompaktni 222 253424 893 23,45 <0.001
Zn spuzvasti 122+27
kompaktni 197+£24 17,61 <0.001
Sr spuzvasti 1,35+0,16
kompaktni 1,67+0,11 19,09 <0.001
Pb spuzvasti 0,438+0,219
kompaktni 0,613+0,171 10,88 <0.001

! SV - srednja vrijednost, SD - standardna devijacija

3.5. Raspodjela metala u ovisnosti o poziciji na kosti

Raspodjela metala izmedu kompaktne i spuzvaste kosti na lokacijama glave bedrene
kosti (lokacija A), vrata bedrene kosti (lokacija B) i sredine tijela bedrene kosti (lokacija C)

prikazana je na Slici 9. (mg /kg suhe mase kosti).
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Koncentracije Ca (t=6,59; p<0,001), Zn (t=4,74; p<0,001), Sr (t=6,25; p<0,001) i Pb (t=7,14;
p<0,001) u spuzvastoj kosti vece su na poziciji glave bedrene kosti (lokacija A) nego na

lokaciji vrata bedrene kosti (lokacija B). U kompaktnoj kosti vrata bedrene kosti ima vise Zn
(t=3,1; p=0,004) 1 Pb (t=7,3; p<0,001) nego na srediSnjem dijelu tijela bedrene kosti (lokacija
C). Ca (t=-6,34; p<0,001) i Sr (t=-5,17; p<0,001) ima vise na sredis$njem dijelu tijela bedrene

kosti nego na vratu kosti.
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100 -
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Slika 9. Koncentracije elemenata Ca, Zn, Sr i Pb (srednja vrijednost+standardna devijacija) u
spuzvastoj (sp) i kompaktnoj (k) kosti uzorkovane na glavi bedrene kosti (A), vratu bedrene
kosti (B) i sredini tijela bedrene kosti (C) smedeg medvjeda. Znacajnost razlika (p- vrijednost)

izmedu lokacija uzorkovanja u istom tipu kosti testirana je t-testom za zavisne uzorke.

3.6. Povezanost toksi¢nih 1 esencijalnih metala

Rezultati testiranja povezanosti toksi¢nih metala Pb i Sr s esencijalnim Ca i Zn u

spuzvastom tipu kosti glave bedrene kosti i u kompaktnom tipu kosti sredine tijela bedrene

35



kosti su prikazani u Tablici 9 u obliku Spearmanovog koeficijenta (rs) i pripadajuce razine

znacajnosti (p).

Pronadena je umjerena pozitivna povezanost (rs=0,5-0,7; p<0,05; Hinkle i sur. 2003) izmedu

Ca, Zn i Pb u spuzvastom tipu kosti glave bedrene kosti te izmedu Ca, Zn i Sr u spuzvastom

tipu kosti glave bedrene kosti. Ca i Sr su slabo pozitivno povezani (rs=0,3-0,5; p<0,05; Hinkle

i sur. 2003) u kompaktnom tipu kosti sredine tijela bedrene kosti.

Tablica 9. Vrijednosti Spearmanovog koeficijenta povezanosti (rs) toksi¢nih i esencijalnih

metala u dva tipa kosti smedeg medvjeda.

Sr Pb
element spuzvasti kompaktni  spuzvasti kompaktni
Ca 0,62** 0,31* 0,62** NS
Zn 0,59** NS 0,57** NS
Pb NS NS
Sr

*statisti¢ka znacajnost na razini p<0,05; **statisticka znacajnost na razini p<0,001; NS nema

statisticke znacajnosti
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4. Rasprava

U ovom istrazivanju prvi put sU mjerene razine Ca, Zn, Sr i Pb u kosti smedeg
medvjeda ili ijedne druge vrste medvjeda u svijetu (Tablica 6). Takoder, ovo je jedno od
rijetkih istrazivanja u kojem su obuhvacene i usporedene razine elemenata u spuzvastom tipu
kosti i kompaktnom tipu kosti na istoj kosti, $to je do sada istrazeno kod crvene lisice u
bedrenoj kosti za Zn, Sr, Pb (Lanocha i sur. 2012, Budis i sur. 2013).

S obzirom na to da ne postoje dostupni podaci 0 mjerenju elemenata u medvjedim kostima,
rezultati se usporeduju s dostupnim istrazivanjima drugih velikih i srednje velikih kopnenih
sisavaca (Tablica 1). Izmjerena razina Ca i Zn u smedih medvjeda je u rangu s vrijednostima
nadenim u kosti divlje svinje i obi¢nog jelena (Rodriguez-Estival i su. 2013), pirenejskog risa,
mungosa, genetke, jazavca (Millan i sur. 2008), crvene lisice (Budis i sur. 2013) i losa (Bjora i
sur. 2001).

Izmjerena razina Zn u smedeg medvjeda je veca nego kod obi¢nog jelena s podruc¢ja Hrvatske
(Lazarus 1 sur. 2008). Razina Sr u smedeg medvjeda U spuzvastom tipu kosti je niza u
usporedbi s istom regijom kosti kod crvene lisice, ali razine su sliéne u kompaktnom tipu

kosti kod lisice i smedeg medvjeda (Budis i sur. 2013).

Raspon Pb (1.17-13.5 mg/kg suhe tezine) izmjeren u kosti smedeg medvjeda je istog reda
veli¢ine kao 1 kod divlje svinje (Kuiters 1996; Rodriguez- Estival i sur. 2013), obi¢nog jelena
(Kuiters 1996) i pirenejskog risa (Millan i sur. 2008). Medutim, srednje vrijednosti izmjerene
kod crvene lisice (Millan 1 sur. 2008; Lanocha 1 sur. 2012), mungosa, genetke, jazavaca
(Millan i sur. 2008), obi¢nog jelena (Lazarus i sur. 2008; Rodriguez- Estival i sur. 2013), i
losa (Bjora 1 sur. 2001) su otprilike 10 puta nize nego u smedeg medvjeda. Izmjerena razina
(srednja vrijednost) Pb u kosti smedeg medvjeda je u rasponu normalne razine (1-7 mg/kg

suhe tezine) za kosti domacih zivotinja (konj, svinja, govedo) (Puls 1994).

Za razliku od mekih tkiva smedeg medvjeda ( Lazarus i sur. 2014, Lazarus i sur. 2017), u
kosti nisu pronadene razlike izmedu spolova u razinama elemenata kod smedeg medvjeda s
podrucja Hrvatske (Tablica 7). Isto je uoceno i za kosti Spanjolskih divljih mesozdera (Millan
I sur. 2008). Moguc¢i razlog izostanka razlika u razini elemenata u kostima izmedu spolova je
taj Sto je kost relativno inertno tkivo u usporedbi s npr. bubrezima i manje je vjerojatno da ce
reflektirati interakcije spolnih hormona s elementima kao sto je to primjeceno za meka tkiva

smedeg medvjeda (Lazarus i sur. 2018).
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Zenke smedeg medvjeda rastu uglavnom do spolne zrelosti, dok se rast muzjaka produZuje i
nakon spolnog sazrijevanja (Bartareau i sur. 2011). Spolni dimorfizam je uocen i u ovom
istrazivanju, U trendu rasta duljine bedrene kosti u odnosu na porast dobi smedih medvjeda

(Slika 6), kao i kod polarnih medvjeda u trendu porasta duljine tijela (Derocher i sur. 2005).

Rast i izgradnja kosti je intenzivna kod mladih zivotinja, a novo formirana kost manje je
mineralizirana od one starije (Jee 1983). PoSto mineralizacija podrazumijeva ugradnju
elemenata u kost, proporcionalan rast dobi i razine elemenata uo¢ena u ovom istrazivanju je
ocekivana. Kompaktni tip kosti ima vec¢i mineralizirani volumen (Jee 1983) pa je povezanost

razine elemenata i dobi vise ocita u kompaktnom tipu nego u spuzvastom tipu kosti.

Dosljedno sklonosti nakupljanja u kostima (Ma 2011), Pb je pronadeno u vi§im razinama u
odraslim jedinkama u usporedbi s mladim zivotinjama i poveéavalo se u kostima sa starenjem
medvjeda (Slika 7, Slika 8). U odraslih se veca koli¢ina (95 %) tjelesnog Pb skladisti u
kosturu u odnosu na kostur mladunéeta (75 %) (ATSDR 2007, Ma 2011). Uoceni trend
nakupljanja Pb u kostima s porastom starosti Zivotinje u ovom istrazivanju su u suglasnosti s

nakupljanjem Pb u mekim tkivima smedeg medvjeda iste populacije (Lazarus i sur. 2017).

Pronadene su znacajno vece razine elemenata u kompaktnom tipu bedrene kosti u odnosu na
spuzvasti tip (Tablica 8, Slika 9) koje odrazavaju razli¢ite strukturne i metabolicke znacajke
ovih regija kosti. U spuzvastom tipu kosti kostane gredice razli¢itih su dimenzija, a prostore
izmedu gredica ispunjava kosStana srz. Kompaktna koStana tvar solidne je strukture koja nema
Supljine ispunjene koStanom srzi (Pudari¢ i sur. 2014, Jee 1983). Kompaktna tvar ima
primarno mehanicku i zaStitnu funkciju kosti dok spuzvasta obavlja metabolicku funkciju
(Favus i Goltzman 2003). Kompaktna kost je manje metaboli¢ki aktivna nego spuZvasta
(Clarke 2008) s§to ima za posljedicu i ve¢i mineralizirani volumen (80-90 %) u odnosu na
spuzvastu tvar (15-25 %) (Jee 1983). Stoga je niza razina Ca (kao i kod ljudi; Castellino i
Castellino 1995) u spuzvastom tipu kosti u usporedbi s kompaktnim tipom kosti medvjeda

ocCekivana.

Takoder, niza razina Pb u u spuzvastom tipu kosti smedeg medvjeda je ocekivana jer olovo
lakSe prelazi iz spuzvaste kosti u krv zbog brzog remodeliranja spuzvaste kosti u odnosu na
kompaktni tip kosti u kojoj je poluzivot olova 5-10 godina tj. oko 5 puta duzi od onog u

spuzvastoj kosti (Gerhardsson 2004).

Manja mineralizacija spuzvastog tipa kosti u usporedbi s kompaktnim tipom uzrok je manjeg

sadrzaja elemenata koji ¢ine kost, primarno Ca, ali i Zn (Jee 1983).
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Lokacija uzorkovanja bedrene kosti (glava vs. vrat i vrat vs. tijelo) oba tipa kosti, i spuzvastog
I kompaktnog, pokazala se kao znacajan faktor razine elemenata u smedih medvjeda (Slika 9).
Ista razlika je utvrdena u eksperimentu s miSevima i Stakorima u razini Ca u razli¢itim
dijelovima femura. Kod misSeva je pronadena visa razina Ca u tijelu bedrene kosti nego u

glavi dok je kod $takora bilo vise Ca u glavi nego u tijelu bedrene kosti (Zipkin 1970).

U istrazivanju raspodjele Pb u bedrenoj kosti koze uoceno je da razina Pb varira izmedu
zivotinja, a kod nekih je postojala tendencija nakupljanja Pb prema kraju kosti (Cretacci i

Parsons 2010) kao $to je uoceno i u ovom istrazivanju sa smedim medvjedima.

Prema predlozenom mehanizmu, elementi u tragovima (Zn, Sr i Pb) se ugraduju u
hidroksiapatit tijekom formiranja kosti kad se osteoid mineralizira napredovanjem fronte
mineralizacije (Pemmer i sur. 2013). Pretpostavlja se da Pb ima tendenciju odlaganja na

mjestima najvece mineralizacije tijekom rasta (Whittmers i sur. 1988).

Povezanost toksi¢nih metala Pb i Sr s esencijalnim Ca i Zn je ispitana u spuzvastom tipu kosti
glave bedrene kosti i u kompaktnom tipu kosti sredine tijela bedrene kosti (Tablica 9) jer su

ove regije naj¢esée koristene u istrazivanjima.

Spuzvasti tip kosti glave bedrene kosti bolje odrazava povezanost elemenata vjerojatno zbog
bolje povezanosti s cirkulacijom i viseg stupnja remodeliranja kostane tvari ( Jee 1983). Oba
toksi¢na metala su umjereno pozitivno povezana s esencijalnim u spuzvastom tipu kosti glave
bedrene kosti dok su u kompaktnom tipu kosti sredine tijela bedrene kosti Ca i Sr slabo
pozitivno povezani. Interakcija Sr i Ca je vjerojatno posljedica njihove kemijske sli¢nosti i
mehanizma ugradnje Sr u kost tako S§to zamjenjuje ione Ca (ATSDR 2004; Dermience 1 sur.
2015). Povezanost Pb osim s Ca je uocena i sa Zn, elementom koji ima esencijalnu funkciju u

normalnom razvoju i odrZzavanju homeostaze kosti (Schwalfenberg i Genius 2015).
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5. Zakljucci

U ovom istrazivanju po prvi put su izmjerene razine metala u kostima smedeg
medvjeda te ijedne druge vrste medvjeda u svijetu. Kori$tena bedrena kost smedeg medvjeda
pokazala se kao dobro indikatorsko tkivo za pracenje razine metala i procjenu dugoroc¢ne
okoli$ne izlozenosti toksi¢nim metalima (Pb i Sr) te njihov utjecaj na esencijalne elemente
(Ca i Zn). Nisu pronadene razlike u sadrzaju metala izmedu muzjaka i Zenki. Razina
elemenata znaCajno je veca u kompaktnom tipu kosti u usporedbi sa spuzvastim tipom
bedrene kosti. Jedan od vaznih faktora raspodjele elemenata je i pozicija na kosti. Uoceno je
da je za istraZivanje interakcija izmedu elemenata bolji spuzvasti tip kosti gdje su oba
istrazivana metala (Sr i Pb) pokazala pozitivhu povezanost s esencijalnim elementima kosti
(Ca i Zn). lzmjerena razina Pb u kosti smedeg medvjeda istog je reda veli¢ine kao i kod

drugih divljih sisavaca te u rasponu normalne razine za domace Zivotinje.
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