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1ZVLECEK

Klju¢ne besede: posmrtni interval — PMI; sklepni hrustanec; prasici; letni cas; konfokalni

laserski skenirni mikroskop — CLSM; tripansko modrilo — TM; viabilnost; Zuzelke

Namen raziskave je doloCanje posmrtnega intervala (PMI) z ugotavljanjem viabilnosti
hondrocitov v kolenskem sklepu praSi¢ev z metodo s konfokalnim laserskim skenirnim
mikroskopom (CLSM) in z metodo s tripanskim modrilom (TM) v razli¢nih letnih ¢asih. Zadnje
okoncine prasi¢ev smo zakopali v 50 cm globok grob ali pustili na povrsini. 1z kolenskih
sklepov okoncin smo odvzeli vzorce hrustanca na dan evtanazije in nato v enodnevnih
intervalih naslednje 4 dni ter 8. in 10. dan po evtanaziji. Naredili smo rezine hrustanca, ki smo
jih obarvali z barvili kalcein-AM (Ca-AM) in ethidijev homodimer-1 (EthD-1), preostanek
hrustanca pa raztopili, izolirali hondrocite in jih obarvali s TM. Postopek smo ponovili v vseh
letnih ¢asih. Viabilnost hondrocitov je v vseh letnih ¢asih padala v odvisnosti od ¢asa po
evtanaziji in temperature okolice. Padec viabilnosti je bil na zacetku majhen in je ustrezal
obdobju platoja (obdobje majhnega, statisticno neznacilnega padca viabilnosti), sledil je velik
in statisticno znacilen padec, ki je bil najvecji in je nastopil najhitreje poleti, nekoliko kasneje
jeseni in pozimi, najkasneje pa spomladi. Ugotovili smo, da je bil delez viabilnih hondrocitov
v vseh obdobjih, z izjemo jesenskega, statistiéno znacilno visji v hrustancih kolenskih sklepov
zakopanih okon¢in. Menimo, da je to posledica izolacijske sposobnosti prsti, ki je v grobovih
vzdrZevala stabilnejSo, poleti niZjo, v ostalih letnih ¢asih pa vi§jo temperaturo kot na povrsju.
Tudi med letnimi Casi smo ugotovili razliko v delezu viabilnih hondrocitov, ki je najverjetneje
posledica spreminjajocih se dejavnikov okolja, predvsem nihajocih temperatur in vpliva zuzelk,
ki so poleti obzrle mehka tkiva okon¢in v enem tednu. Ugotovili smo, da je metoda s CLSM
zanesljiva metoda za doloanje PMI na podlagi viabilnosti hondrocitov v kolenskem sklepu
prasicev. V vseh letnih Casih, razen poleti, je bila variabilnost deleZev viabilnih hondrocitov na
posamezen dan visja pri metodi s TM kot pri metodi s CLSM, zato menimo, da je metoda s

CLSM natan¢nejS$a metoda za ugotavljanje PMI na podlagi deleza viabilnih hondrocitov.
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ABSTRACT

Keywords: postmortem interval - PMI; articular cartilage; pigs; season; confocal laser scanning

microscope — CLSM; trypan blue — TM; viability; insects

The aim of this study was to determine the PMI by assessing the viability of chondrocytes in
the knee joints of pigs via the CLSM method and the TM method in different seasons. The hind
legs of the pigs were buried in a 50 cm deep grave or left on the surface. Cartilage samples were
collected on the day of euthanasia (Day 1), then daily for 4 days and on the 8th and 10th days.
The cartilage sections were stained with Ca-AM and EthD-1, the remaining cartilage was
dissolved, and the chondrocytes were isolated and stained with TM. The study was repeated in

all four seasons.

We found a time- and temperature-dependent decrease in chondrocyte viability in all four
seasons. Initially, this decrease was small and corresponded to the plateau phase (a period with
a small, statistically insignificant decrease in viability). However, a larger and statistically
significant decline was subsequently observed, which was the largest and occurred most rapidly
in summer, somewhat later in fall and winter, and latest in spring. We found that the proportion
of viable chondrocytes in the articular cartilage of the knee was significantly greater in the
buried limbs than in the control limbs during all periods except the fall. We hypothesise that
this is due to the insulating capacity of the soil, which maintains a more stable temperature in
the graves, which is lower in summer and higher in the other seasons than the on surface. We
detected a difference in the proportion of viable chondrocytes between seasons, most likely due
to changing environmental factors, especially fluctuating temperatures and the influence of
insects that consumed the soft tissues of the limbs within a week in summer. We found that the
CLSM method is a reliable method for determining the PMI on the basis of the viability of
chondrocytes in the knee joints of pigs. In all seasons except summer, the variability of the
proportion of viable chondrocytes on a single day was greater with the TM method than with
the CLSM method, so we believe that the CLSM method is a more accurate method for

determining the PMI on the basis of proportion of viable chondrocytes.
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SEZNAM OKRAJSAV

ADD skupek dnevnih stopinj; angl. accumulated degree days

ATP adenozin trifosfat; angl. adenosine triphosphate

Ca-AM kalcein-AM; angl. calcein-AM

CLSM konfokalni laserski skenirni mikroskop; angl. confocal laser scanning
microscope

CVA analizator celi¢ne viabilnosti; angl. cell viability analyzer

DMEM/F12 Dulbecco modificiran Eaglov medij F12; angl. Dulbecco's modified eagle
medium nutrient mix F12

EthD-1 etidijev homodimer-1; angl. ethidium homodimer-1

GAG glikozaminoglikan; angl. glycosaminoglycan

IQR interkvartilni razmik; angl. interquartile range

KWT Kruskal-Wallisov test vsote rangov; angl. Kruskal-Wallis test

OAST sistema prenosa osteohondralnega samopresadka; angl. osteochondral autografi
transfer system

PBS fosfatni pufer s soljo; angl. phiosphate-buffered saline

PMI posmrtni interval; angl. postmortem interval

RPM obrati na minuto; angl. revolutions per minute

SD standardni odklon; angl. standard deviation

TBS skupni telesni sestevek; angl. total body score

Thd temperaturni prag; angl. temperature threshold

™ tripansko modrilo; angl. t7ypan blue

T. min. najnizja dnevna temperatura

T. max. najvisja dnevna temperatura
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T. povp. povpre¢na dnevna temperatura

TUNEL metoda detekcije fragmentirane DNAs pomocjo terminalne deoksinukleotidil

transferaze; angl. terminal deoxynucleotidy! transferase dUTP nick end labeling

7ZCM zunajceliéni matriks; angl. extracellular matrix
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1 UVOD

Takoj po poginu nastajajo v truplu neizogibne, napredujoce fizikalne in kemicne spremembe,
ki se pojavijo v dolo¢enem zaporedju in s¢asoma povzrocijo popoln razpad trupla. Temeljito
poznavanje Casa njihovega nastanka in konca ter dejavnikov okolja in trupla, ki vplivajo na
spremembe, je kljuénega pomena pri ugotavljanju ¢asa pogina zivali oz. dolo¢anju ¢asa od
pogina do najdbe trupla, t. i. PMI, ki je pomemben segment forenzi¢nih preiskav v veterini in
humani medicini. Kljub desetletjiem raziskav se natancnost ugotavljanja PMI ni bistveno

izboljSala, napaka ob dolo¢anju PMI tako ostaja velika (1).

Madea (2005) in Henssge in Madea (2007) menita, da ima vecina novih metod dolo¢anja PMI
zgolj raziskovalno vrednost, ne pa tudi prakticne. Dejavnike, ki vplivajo na oceno PMI
(npr. temperatura, vlaga, prisotnost zuzelk itd.), bi po njunem mnenju morali kvantitativno
ovrednotiti, zanesljivost in natan¢nost dobljenih rezultatov pa preveriti na drugih kadavrih oz.
vzorcih, ki so enakovredni preiskovanim. Predlagata uporabo in razvoj metod, katerih rezultate
je mozno kvantitativno ovrednotiti in omogocajo oblikovanje matemati¢nega modela za

dolocanje PMI (2, 3).

Na natancnost dolo¢anja PMI v veliki meri vplivajo dejavniki okolja in vzrok pogina, ¢esar
Stevilne in vitro raziskave in nekatere novejSe metode dolo¢anja PMI ne upostevajo, obenem
pa natancnost rutinskih metod z daljSanjem PMI pada, zato je uporabna vrednost teh metod
vprasljiva. Nenatan¢nost rutinskih metod dolo¢anja PMI je posledica pomanjkanja podatkov iz
raziskav v naravnem okolju, standardizacij metod oz. postopkov in smernic ter pomanjkanja

medsebojne primerjave metod (1, 2, 4, 5).
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1.1 NAMEN

Namen doktorske naloge je doloCanje PMI z ugotavljanjem viabilnosti hondrocitov v

kolenskem sklepu prasi¢ev z metodo s CLSM in z metodo s TM v razli¢nih letnih ¢asih.

1.2 HIPOTEZE

1. Razli¢ne okoljske razmere vplivajo na viabilnost hondrocitov.

hondrocitov pri dolo¢anju PML.

3. Na podlagi viabilnosti hondrocitov lahko natan¢no dolo¢imo PMI v naravnem okolju.



M. Cvetko: Dolo¢anje posmrtnega intervala ... v kolenskem sklepu prasicev 25

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Doktorska disertacija

2 PREGLED LITERATURE

2.1 POSMRTNI INTERVAL (PMI)

Posmrtni interval je Cas, ki je minil od smrti organizma in doloca starost trupla. Dolo¢anje Casa
od pogina do najdbe trupla oz. ugotavljanje starosti trupla spada med najvecje izzive sodne
veterine in medicine. V zadnjih desetletjih so bile na podroc¢ju dolocanja PMI narejene Stevilne
raziskave, opravljene predvsem z namenom izboljSanja natancnosti njegovega dolo¢anja. Kljub
temu se natan¢nost metod ni bistveno izboljSala, zato ostaja napaka ob dolo¢anju PMI velika
tako v naravnem okolju kot tudi v nadzorovanih laboratorijskih razmerah (6-8). Doloc¢itev PMI
predstavlja enega kljucnih segmentov vsake forenzi¢ne preiskave, saj s poginom zivali
povezuje potencialne storilce in dogodke, ki so vplivali na pogin zivali (mucéenje krivolov,

transport zivali ipd.), ter price teh dogodkov (9, 10).

Posmrtni interval se deli na takoj$nje obdobje, zgodnje obdobje, ki traja do 72 ur po smrti, in

pozno obdobje, ki traja od 72 ure po smrti do popolnega razkroja trupla (11).

V takojSnjem obdobju prenehajo delovati mozgani, pljuca in srce, Zivali prenehajo dihati,
izgubijo sposobnost hotnega gibanja, preneha jim delovati Zivéni sistem in ustavi se krvozilni
sistem, zaradi Cesar se pojavijo biokemicne in fizioloSke spremembe, kot so npr. padec
ocesnega tlaka (12), motnost rozenice (13, 14) in izguba elasti¢nosti koze (15), vendar Se ne
nastajajo mikroskopsko zaznavne spremembe. Pri dolo¢anju PMI v takoj$njem obdobju si v
forenzi¢ni medicini pomagamo tudi z ugotavljanjem stopnje prebavljenosti Zelod¢ne vsebine.

V zgodnjem posmrtnem obdobju se pojavijo mikroskopske in makroskopske spremembe trupla,
s katerimi dolo¢amo PMI. Med te spremembe spadajo mrtvaska otrplost, ohlajanje trupla,
hipostaza, posmrtno strjevanje krvi, krvna imbibicija, psevdomelanoza, avtoliza in gnitje (16).
Redkeje uporabljene in manj raziskane metode za dolo¢anje zgodnjega posmrtnega obdobja so
Se spremembe v Stevilu in morfologiji krvnih celic ter Stevilu celic v cerebrospinalni tekocini
(17, 18), merjenje elektricne prevodnosti in vzdrazljivosti misic (19), dolocanje sprememb v
kemicni sestavi steklovine, krvi, urina, perikardialne in cerebrospinalne tekocine itd. (20, 21).
Med nastetimi metodami dolocanja zgodnjega obdobja je najbolj uveljavljena in raziskana
metoda merjenja padca telesne temperature. To je zapleten postopek, ki za ustrezno
interpretacijo vsakega primera zahteva Siroko strokovno znanje (22). Praviloma se trupla ljudi

prvih 12 ur po smrti vsako uro ohladijo za 0,83 do 1,11 °C, po 12 urah pa za 0,55 °C na uro,
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dokler se temperatura trupla ne izenai s temperaturo okolice (23, 24). Znanstveniki so
ugotovili, da se na podoben nacin ohlajajo tudi trupla psov, Ceprav je ohlajanje slednjih zelo
odvisno tudi od velikost zivali in odlakanosti (9, 25). Metoda je manj zanesljiva, ¢e truplo po
smrti premaknemo na mesto z drugacno temperaturo ali ¢e okolisSka temperatura izrazito niha
in kadar je telesna temperatura pred smrtjo vi§ja od normalne. Dolo¢anje PMI otezi tudi toplota,
ki nastane ob metabolizmu mikrobiote v truplu in Zuzelk, saj ta upocasni padec temperature
trupla ali jo celo dvigne. Na ohlajanje trupel, zlasti ¢loveskih, pomembno vplivajo tudi oblacila
in drugi materiali, ki truplo pokrivajo ali v katere je truplo zavito (vrece, polivinil, odeje ipd.)
(22). Raziskovalci so ustvarili Stevilne grafe, formule in algoritme za dolo¢anje PMI na podlagi
padca telesne temperature, od katerih je najpogosteje uporabljen nomogram, ki ga je ustvaril
Claus Henssge leta 1988 (26). Henssgjev nomogram na podlagi izmerjene rektalne temperature,
temperature mozganov ali jeter ter povpre¢ne temperature okolice trupla dolo¢a ¢as smrti ljudi,
obenem pa uporablja korekcijske faktorje, ki upostevajo tezo trupla in oblacila ali druge

materiale, v katere so trupla zavita (27, 28).

V poznem obdobju opazimo mumifikacijo, maceracijo, tvorbo mrliskega voska in skeletizacijo,
obdobje pa se zaklju¢i s popolnim razpadom trupla. Zaradi razkroja in dolgotrajne
izpostavljenosti trupla spreminjajo¢im se okoljskim dejavnikom je dolocanje PMI v tem
obdobju najvedji izziv (29, 30). Za dolocanje PMI v zacetnem in srednjem delu poznega
obdobja, ki se konca s popolnim razpadom, najpogosteje uporabljamo forenzi¢no entomologijo,
metodo, ki se osredotoca na vrsto, razvojne stopnje in koli¢ino ZuZelk na truplu in v njegovi
neposredni okolici (31). Na dolocanje PMI s forenzi¢no entomologijo vplivajo habitat Zuzelk,
plini, ki nastanejo med razkrojem trupla, in lokalna mikroklima. Pred uporabo metode je
kljuéno dobro poznavanje lokalne populacije zuzelk (31, 32). DeZz, mocan veter, neugodne
temperature in zakop ovirajo dostop odraslim zZuzelkam do trupla in s tem odlaganje jajcec, kar
otezuje natan¢no dolocitev trenutka, ko so zuZelke naselile truplo. S to metodo je zato mogoce
dolociti le najkrajs$i mozen ¢as smrti oz. Cas naselitve zuzelk, ta pa se lahko od dejanskega Casa
smrti bistveno razlikuje v primerih, ko je bil Zuzelkam preprecen dostop do trupla, tudi ko je
bilo truplo najprej v zaprtem prostoru in Sele nato odvrZeno v naravo, zazgano, zavito v plastiko,
postavljeno v hladen prostor ipd. (22, 33, 34).

Na natanc¢nost metod za dolocanje PMI, ki se trenutno uporabljajo v praksi, vplivajo notranji

dejavniki, kot so velikost, starost in odlakanost Zivali, predhodna bolezenska stanja ipd., in
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zunanji dejavniki, kamor spadajo lokalna favna in flora, temperaturna nihanja, padavine ipd.

Natancnost njihovega dolo¢anja pada linearno s casom (35).

Da bi bila napaka ocenjenega PMI ¢im manjSa, moramo uporabiti veC razlicnih metod za
dolocanje PMI in pri tem upostevati njihove pomanjkljivosti. Ocena PMI bo natan¢nejsa pri
svezih truplih, saj stopnja razkroja izrazito vpliva na natancnost ocene. Ne glede na napisano
pa lahko starost trupla vedno dolo¢imo zgolj okvirno, nekoliko natan¢nejSo oceno lahko

dobimo z video dokazi in izpovedjo kredibilnih pri¢ (7, 36, 37).

Zaradi vrstno specifi¢nih znacilnosti in razlik znotraj iste vrste, vrednosti za dolo¢anje PMI, ki
so nastale na podlagi rezultatov raziskav na eni Zivalski vrsti, ni priporocljivo uporabiti pri
drugih vrstah, ne da bi jih prej ustrezno validirali. Zaradi enakega razloga je sporna tudi uporaba
vrednosti za dolo¢anje PMI, pridobljenih z raziskavami na cloveSkih truplih (1). Vecina
uveljavljenih metod za dolocanje PMI temelji na stopnji razkroja in na morfoloskih
spremembah, ki ob tem nastanejo, posamezne pa so osredotocene na kemicne spremembe v
truplu in njegovi neposredni okolici ter spremembe v koli€ini in sestavi notranje in zunanje

mikrobiote (11, 35).
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2.2 RAZKROJ TRUPLA

Po prenehanju delovanja zivljenjsko pomembnih funkcij se v organih pojavita ishemija in
posledi¢no hipoksija, ki preusmeri aerobni metabolizem celic v anaerobnega. Dolgotrajna
hipoksija izzove kemi¢no neravnovesje in napake v metabolizmu celice, zato te preidejo ¢ez
t. i. "tocko brez povratka" in povzrocijo nastanek nepopravljivih poskodb in celi¢no smrt. Pri
tem nastanejo nepopravljive poskodbe celicne membrane in stene celi¢nih organelov, iztekati
zaCneta citoplazma s citosolnimi proteolitiénimi encimi in vsebina celi¢nih organelov s
proteoliti¢énimi encimi, ti pa poskodujejo membrane sosednjih celic. Razkroj trupla z encimi, ki
se sprostijo ob celitnem razpadu, imenujemo avtoliza. Poskodovane celice predstavljajo
hranilne snovi za bakterije, zato se kmalu po zafetku avtolize za¢ne proces gnitja oz. razkroja

trupla z encimi baterij, ki so v truplu in/ali v njegovi okolici (29, 38).

Gnitje in avtoliza povzrocata makroskopske spremembe trupla, na podlagi katerih so
Megyesi in sod. (2005) v humani forenzi¢ni medicini oblikovali lestvico, ki temelji na Stirih

stopnjah razkroja:

1. sveZrazkroj: ni spremembe barve koze in ni Zuzelk,

2. zgodnji razkroj: siva do zelena obarvanost koZe, napihovanje, kadavrska deskvamacija,
izpadanje las in dlake,

3. napredovan razkroj: vlazen razkroj tkiv, sesedanje trebuha, obsezna aktivnost zuzelk,
skeletizirana je manj kot polovica trupla, mumifikacija,

4. skeletizacija: tkivo pokriva manj kot polovico skeleta, izsuSevanje kosti.

Pri vsaki stopnji je za vsakega od treh anatomskih podroc¢ij zasnovan to¢kovnik, ki na podlagi
morfoloskih sprememb vsakemu podro¢ju dodeli oceno: glava z vratom (od 1 do 13),
trup (od 1 do 12) in okoncine (od 1 do 10). S kon¢nim seStevkom ocen vseh treh podrocij
dobimo skupen telesni seStevek (angl. total body score (TBS)), ki ima minimalno vrednost
3 (sveze truplo brez spremembe barve) ter maksimalno vrednost 35 (popolna skeletizacija) (39).
Za vsak TBS je dolo¢en skupek dnevnih stopinj (angl. accumulated degree days (ADD)), ki je
povezava med temperaturo in ¢asom ter predstavlja toplotno energijo, ki je potrebna, da nek
bioloski proces potete. Na podlagi ADD se nato dolo¢i PMI (40, 41). Ceprav so metodo
uporabili v Stevilnih raziskavah, je njena sploSna uporaba Se vedno kontroverzna, saj so razli¢ni

raziskovalci dobili razli¢ne rezultate v podobnih pogojih (20, 35, 39—41). Ugotovili so, da so
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meje med stopnjami razkroja, ki so jih dolocili Megyesi in sod. (2005), nejasne, hitrost razkroja
trupla pa je podvrzena dejavnikom, ki jih lahko razdelimo na notranje in zunanje. Med notranje
dejavnike Stejemo mikrobiom trupla, zdravstveno stanje zZivali oz. ¢loveka, uporabo zdravil ali
drugih substanc pred smrtjo, morebitne poskodbe, ozganine, razkosanje itd. (35, 45, 46). Po
mnenju raziskovalcev so ti dejavniki razlog za razlike v natan¢nosti ocene PMI, dolo¢enega z

uporabo TBS (7).

Zunanje dejavnike okolja, ki vplivajo na razkroj trupla, delimo na bioloske in nebioloske.



M. Cvetko: Dolo¢anje posmrtnega intervala ... v kolenskem sklepu prasicev 30

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Doktorska disertacija

2.3 VPLIV OKOLJA NA RAZKROJ

Med zunanje nebioloske dejavnike spadajo vrsta zemlje, oblacila, izpostavljenost soncu, zakop
itd. Ti dejavniki vplivajo neposredno na temperaturo, pH okolice, vlago in koli¢ino kisika, s
tem vplivajo na hitrost kemicnih reakcij v truplu in razvoj mikrobiote ter zuzelk, s ¢imer
posredno vplivajo na hitrost razkroja. K zunanjim bioloskim dejavnikom pristevamo okolisko
mikrobioto, zuzelke in mrhovinarje. Vsi zunanji dejavniki so tesno povezani, delujejo
sinergisti¢no ali antagonisti¢no in razli¢no vplivajo drug na drugega, zato tezko dolo¢imo vpliv
zgolj posameznega dejavnika na hitrost razkroja trupla. Na razkroj trupla najbolj vplivajo

okoliska temperatura in zuzelke, predvsem njihova Stevil¢nost (47, 48).

2.3.1 Temperatura

Temperatura je eden najpomembnejSih zunanjih dejavnikov, ki vplivajo na hitrost razkroja
trupla, saj vpliva na hitrost kemi¢nih reakcij, predvsem delovanje encimov in s tem na
metabolizem celic tudi po smrti (35). Temperatura prav tako vpliva na razvojni krog,
razmnozevanje in metabolizem mikrobiote in Zuzelk. Ti procesi potekajo najhitreje v
optimalnih temperaturnih obmogjih, ki so specifi¢na za vsako vrsto. Ze najmanj$a odstopanja
od optimalne temperature lahko vplivajo na kemicne reakcije mikrobiote in zuZelk in s tem na
njihovo aktivnost (49, 50). Van't Hoffov zakon oz. Q1o koeficient dolo¢a, da se lahko hitrost
kemijskih reakcij ob dvigu temperature za 10 °C podvoji ali celo potroji (47, 48, 51). Na
temperaturo pomembno vplivajo lokacija trupla (sen¢na ali son¢na lega, nadmorska viSina,
zracni tok, globina zakopa, itd.), letni ¢as, telesna temperatura pred smrtjo, material, v katerega
je truplo zavito, porascenost trupla itd. ter dejavnost mikrobiote in Zzuzelk, ki dvignejo

temperaturo trupla in njegove neposredne okolice (49, 50, 52, 53).
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2.3.2 Vlaga

Vlaga neposredno ali posredno vpliva na razkroj trupla, saj pospesuje ali zavira razvoj ter
aktivnost mikrobiote in Zuzelk, kar je odvisno predvsem od njene koli¢ine, pH in temperature
(54, 55). Voda deluje kot topilo za molekule plinov, ki v obliki hlapov privabljajo mrhovinarje
in zuzelke (47), obenem pa lajsa raztapljanje mineralov kosti in izmenjavo ionov med truplom

in prstjo (56).

Ugotovili so, da razkroj nezakopanih trupel poteka hitreje pri relativni vlaznosti visji od 85 %
(48). Podobno je tudi pri zakopanih truplih, kjer zaradi manjSega Stevila mikrobiote in
upocasnjenih encimskih reakcij ta razpadejo pocasneje, Se posebej, ¢e so zakopana v suhi prsti
(57-59). Pocasnejsi razkroj so ugotovili tudi pri truplih, zakopanih v prsti z visokim delezem
vlage, npr. v ilovici, saj ta otezuje izmenjavo plinov in spodbuja razmnozevanje anaerobne
mikrobiote, hkrati pa vzdrzuje konstantno in pogosto nizjo temperaturo (60). Vlaga ima
pomembno vlogo tudi pri nastanku nekaterih drugih posmrtnih sprememb, predvsem
mumifikacije, maceracije in saponifikacije. Trupla se izsuSijo oz. mumificirajo v vro¢em ali
mrzlem ter suhem okolju z relativno vlaznostjo do 16,5 %. Nizka vlaZznost zavre ali popolnoma
ustavi avtolizo in aktivnost mikroorganizmov ter Zuzelk, s tem pa upocCasni razkroj trupla
(61-63). Maceracija ali zmehcanje tkiva nastane v zelo vlaZznem in sterilnem okolju.
Najpogosteje jo opazimo na koZi trupel in pri odmrlih plodovih v maternici, kadar ne pride do
resorpcije plodnih vod (64). Pri saponifikaciji nastaja mrliski vosek ali adipocere, ki je trda,
vosku podobna snov, ki nastane v hladnih, anaerobnih pogojih z visoko relativno vlaznostjo
med razkrojem trigliceridov na maScobne kisline, ki jih anaerobne bakterije (najpogosteje
Clostridium perfringens) hidrolizirajo. Adipocere upocasni razkroj trupla, v dolo¢enih primerih
lahko truplo tudi delno ohrani (61, 65, 66).

Razkroj trupel v vodi poteka zaradi odsotnosti zuZelk, nizkih temperatur in anaerobnih pogojev
znatno pocasneje kot razkroj nezakopanih trupel na kopnem (65). Na hitrost razkroja
utopljencev poleg globine vode pomembno vpliva tudi hitrost pretoka. Ugotovili so, da trupla
v vodotokih s hitrim pretokom vode razpadajo hitreje kot trupla v vodotokih s pocasnim
pretokom ali stojeCih vodah. Raziskovalci menijo, da je to posledica vpliva dero¢e vode, ki

trupla mehani¢no poskoduje (47, 67).
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2.3.3 pH

Med procesom razkroja trupel se iz trupla sproscajo s hranili bogate tekocCine, ki vplivajo na
mikrookolje in kemi¢no sestavo prsti, zlasti na njen pH. Zaradi spros¢anja amonijaka se pH
prsti v okolici nezakopanih trupel v aerobnih pogojih do sredine razkroja pocasi dviga in prst
postane alkalna, na koncu razkroja in v anaerobnih pogojih pa zaradi bakterijske fermentacije
in sproS¢anja organskih kislin za¢ne pH padati in okolje se zakisa (68—72). Spremembe pH med
razkrojem izrazito vplivajo na potek kemicnih reakcij, kataliticno aktivnost encimov in
znotrajceli¢ne reakcije kot tudi na sestavo mikrobiote v truplu in okolici (47, 48). Ugotovili so,
da kislo okolje spodbuja razvoj gliv in rastlin, nevtralno do blago alkalno okolje pa spodbuja

razmnozevanje bakterij (72).

2.3.4 Kisik

Zaradi pomanjkanja kisika in zaviranja oksidativnih procesov se zakopana in potopljena trupla
ter trupla na visokih nadmorskih viSinah razkrajajo pocasneje. Voda in mokra prst imata
pogosto malo kisika, kar zmanjSuje njun redoks potencial in spodbuja anaerobni razkroj trupel,
posledicno se upocasni hitrost razkroja. Suha in zracna prst ima visji redoks potencial, ki
spodbuja aerobni razkroj in povzroci hitrejsi razkroj trupel (47, 48). Koli¢ina kisika pada z
globino zakopa ali potopitve trupla, zato se globlje zakopana ali potopljena trupla razkrajajo

pocasneje (73, 74).

2.3.5 Mikrobiota

Po smrti se zacne mikrobiota v truplu in v njegovi neposredni okolici hitro razmnoZevati in
truplo tudi razkrajati. Razkroj trupla za¢nejo bakterije, ki so bile v Zivali Ze takrat, ko je bila ta
Se ziva. Te bakterije najprej prehajajo v okolisko tkivo prebavil in dihal, nato se po krvnem in
limfnem sistemu S$irijo tudi v oddaljena tkiva. Med razkrojem se njihova sestava, funkcija in
metabolizem spreminjajo v predvidljivem zaporedju, pri ¢emer v zgodnjih fazah razkroja
prevladuje aerobna mikrobiota, vendar se njena aktivnost po porabi kisika in padcu redoks
potenciala zmanj$a in omogoc¢i razmnoZevanje anaerobne mikrobiote (47, 75). V kasnejSih
fazah razkroja se truplo izsusi, koli¢ina mikrobiote se mo¢no zmanjSa, zato upade tudi njihova
aktivnost. Aktivnost ohranijo bakterije iz okoliSke prsti, ki izloCajo encima kolagenazo in

keratinazo, zato se razkroj trupla nadaljuje (75). V truplu bakterije razkrajajo ogljikove hidrate,
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beljakovine in mascobe v pline (ogljikov dioksid, putrescin, kadaverin, vodikov sulfid,
amonijak), kisline, alkohole (etanol, butinol), acetone in druge stranske produkte. Plini —
vodikov sulfid, ogljikov dioksid, metan, amonijak, Zveplov dioksid in vodik — vplivajo na pH
tkiv, povzroc¢ijo napihovanje trupla in nastanek kadavrskega meteorizma in emfizema ter
privabljajo mrhovinarje in Zuzelke, ki pospesijo razmnoZevanje mikrobiote (76). Organske
kisline, mle¢na, ocetna, aceto-ocetna in propionska kislina, ki jih bakterije proizvedejo med
razkrojem, vplivajo na pH trupla in njegove neposredne okolice (47). Mikrobiota med svojim
metabolizmom proizvaja tudi toploto, ki lahko upocasni ohlajanje trupla ali celo dvigne njegovo

temperaturo (77).

2.3.6 Zuzelke

Truplo je vir hranil za Stevilne zZuzelke, ki truplo naselijo v razliénem ¢asu po smrti, posamezne
pa Zze med agonijo Zivali (78). Stevilo in vrsta zuZelk sta primarno odvisna od lokalnega rastlinja
in letnega ¢asa (79, 80), na njihovo Stevilo in aktivnost najbolj vplivajo okoljski pogoji, kot so
temperatura, koli¢ina padavin, vlaznost in vetrovnost ter mikrobiota trupla, ki zuzelke privablja
s stranskimi produkti metabolizma (plini, alkoholi ipd.), nastalimi med razkrojem trupla.
Sestava teh produktov se med razkrojem spreminja, kar vpliva tudi na populacijo zZuzelk (54,
55). Ugotovili so, da mumificirana trupla ne ustvarjajo ustreznih pogojev za razvoj li€ink, saj

te potrebujejo vlazno in zra¢no okolje (81).

Med vrste, ki najpogosteje sodelujejo pri razkroju trupla, v forenzi¢ni entomologiji priStevajo
muhe iz druzine brencack (red Diptera, druzina Calliphoridae), mesarske muhe (red Diptera,
druzina Sarcophagidae) in prave muhe (red Diptera, druzina Muscidae) ter hroS¢e mrharje
(red Coleoptera, druzina Silphidae) in slaninarje (red Coleoptera, druzina Dermestidae)
(42, 73, 78). Na truplo prve prispejo samice brencack in pravih muh, nato Se samice mesarskih
muh, ki takoj za¢nejo z odlaganjem jajcec. Najraje jih odlagajo okoli o¢i, nosnic, ust, uhljev in
kasneje tudi genitalij (83). HroS¢i se na truplu pojavijo v kasnejSih fazah razkroja trupla,
obicajno takrat, ko truplo za¢ne napihovati. 1z jajéec brencack se v 6 do 40 urah izlezejo li¢inke,
razvoj teh je povsem odvisen od temperature in vlage okolice in lahko traja od 3 do 10 dni (82).
Aktivnost samic brencack zavirajo pomanjkanje svetlobe, dez in najbolj nizke temperature (pod
12 °C) ali visoke temperature (nad 30 °C) (84). Razvoj li¢ink se pri nizki relativni vlaznosti in
nizkih temperaturah znatno upocasni, pri temperaturah, nizjih od 4 °C, pa popolnoma ustavi

(85). Razvijajoce se licinke se prehranjujejo z mehkimi tkivi trupla in ob tem unicujejo koZzo in
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sluznice in s tem omogocijo lazji dostop Stevilnim drugim vrstam zuzelk ter mikrobioti, ki
razkroj trupla pospesijo. Med razvojem izlocajo hlapne organske spojine, ki privabljajo druge
vrste zuzelk, predvsem mravlje, ose in razlicne vrste hroscev (47). Li¢inke se veCkrat levijo in
se na koncu preobrazbe zabubijo. Stadij bube traja 6 do 18 dni (82). Iz bube se izleze odrasla

mubha, ki se lahko takoj pari in zalega jajceca, pogosto pa truplo zapusti (54).

Zuzelke, zlasti njihove li¢inke, s toploto, spro§éeno zaradi njihovega metabolizma, vplivajo tudi
na temperaturo trupla in temperaturo njegove neposredne okolice, ki lahko narasteta tudi za ve¢
stopinj. V raziskavah so v neposredni okolici li¢ink zabelezili temperaturo visjo tudi do 7 °C
(86, 87) ter do 21 °C visjo temperaturo v truplu v primerjavi s temperaturo okolice (88, 89).
Izmerjena temperatura okolja se zato pogosto ne ujema s temperaturo, ki ji je truplo
izpostavljeno. Te razlike v temperaturi lahko vodijo do napak pri dolo¢anju PMI z metodo
merjenja temperature trupla. Ugotovili so, da posamezne li¢inke in li¢inke v zacetnih fazah
razvoja nimajo izrazitega vpliva na temperaturo trupla in njegove neposredne okolice
(77,79, 90). Payne in sod. (1965) so v svoji raziskavi ugotovili, da so trupla, do katerih Zuzelke
niso dostopale, mumificirala in ostala nespremenjena ve¢ mesecev, trupla z visoko aktivnostjo

zuzelk pa so Ze v Sestih dneh izgubila tudi do 90 % telesne mase (76).

2.3.7 Mrhovinarji

Stevilni vretendarji, predvsem psi, kojoti, lisice, jastrebi, rakuni, skunki in vrane, vplivajo na
razkroj trupla s prehranjevanjem z mehkimi tkivi, z lo€evanjem kosti od telesa in odnaSanjem
delov trupla (91, 92). Aktivnost mrhovinarjev se razlikuje glede na lokacijo, podnebje in letni
Cas, velikost trupla in njihove prehranjevalne navade (93). Raziskave so pokazale, da veliki
mrhovinarji obgrizejo predvsem osrednji del trupla, Se posebej notranje organe, medtem ko
distalne dele in okoncine obgrizejo nekoliko manj (94), manj$i mrhovinarji, predvsem glodalci,
kot so gerbili, misi, veverice in podgane, pa glodajo mehka tkiva in kosti predvsem na distalnih
delih trupla in s tem pomembno pripomorejo k njegovemu razkroju (95). Mrhovinarji s
trganjem in raznaSanjem tkiv povecajo povrsino trupla, omogocijo lazji dostop zZuzelkam in

mikrobioti ter otezijo najdbo trupla in dolocitev PMI (91, 92).
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2.4 VPLIV ZAKOPA NA RAZKROJ TRUPLA

Ceprav poteka razkroj zakopanih in nezakopanih trupel na enak naéin, je hitrost razkroja
bistveno drugacna. Klju¢no vlogo v hitrosti razkroja imata globina zakopa in vrsta prsti

(61,77, 81).

Prst, ki obdaja zakopana trupla, ustvarja izolacijski sloj, ki jih $¢iti pred vremenskimi pojavi,
kot so dez, sneg in neposredna sonc¢na svetloba, in pred Zuzelkami ter mrhovinarji. Obenem
prepreCuje vec€ja temperaturna nihanja in s tem vzdrzuje dokaj stabilno temperaturo, ki je

pozimi v primerjavi s temperaturo povrsja vi§ja in poleti nizja (96, 97).

Kisik in hranila v prsti ter pH, vlaga in temperatura prsti posredno vplivajo tudi na sestavo in
koli¢ino mikrobiote in rast rastlin (29). Med razkrojem truplo z lastno mikrobioto, izlo¢eno
tekocino in plini pomembno vpliva na sestavo prsti, s tem pa na sam razkroj. Z izlo€anjem
amonijaka se postopoma dviga pH okoliske prsti, kar spodbuja razmnozevanje bakterij (68, 98),
ki s toploto nastalo med njihovim metabolizmom, vplivajo na hitrost ohlajanja trupla in na

temperaturo okolice (58, 77, 97).

Na hitrost razkroja pomembno vpliva tudi vlaZnost prsti, njena koli¢ina je tesno povezana z
vrsto prsti. Ugotovili so, da prst z visoko vsebnostjo peska vlago odvaja, prst z visoko
vsebnostjo gline pa vlago zadrzuje. Prst z visoko vsebnostjo gline je tudi revna s kisikom, kar
spodbuja razmnozevanje anaerobne mikrobiote, ki je v primerjavi z aerobno manj u€inkovita

pri razkrajanju trupla (57-59).

Raziskave so pokazale, da se zakopana trupla razkrajajo tudi do osemkrat pocasneje kot
nezakopana (61, 77, 81). Z globino zakopa so neposredno povezani nebioloski dejavniki, kot
so temperatura, koli¢ina kisika in vlage, posredno pa tudi bioloski dejavniki, kot sta koli¢ina in
sestava mikrobiote in zuzelk (58, 99). Rodriguez in Bass (1985) sta ugotovila, da so trupla, ki
so bila zakopana na globini 30,48 cm, razpadala hitreje kot trupla, zakopana na globini 60,96
ali 121,92 cm (58). Ugotovljeno je bilo tudi, da ni znatnih razlik v hitrosti razkroja med
nezakopanimi trupli in zakopanimi na globini, manj$i od 20 cm (100). Do podobnih ugotovitev
so prisli tudi drugi raziskovalci, zato velja pravilo, da se hitrost razkroja z globino upocasnjuje
(57,59, 97,99, 101). Wilson in sod. (2007) so ugotovili, da v truplih, zakopanih na globini 30
cm, prevladuje aerobna mikrobiota iz prebavil, na globini 60 cm pa aerobno nadomesti

manjStevilna anaerobna mikrobiota (97). Schultz (2007) pa je ugotovil, da zakop trupel na
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globini 50 cm prepreci dostop vecini zuzelk. Na tej globini ni opazil li¢ink ali odraslih muh in

hrosc¢ev, so pa opazili malostevilne mravlje. Na globini 1 m pa zuZzelk niso opazili (59).

2.5 ZGRADBA HRUSTANCA

Hrustanec je tkivo, zgrajeno iz enotne populacije celic, ki jih imenujemo hondrociti, in iz
zunajcelicnega matriksa (ZCM), povrSino hrustanca pa pokriva plast perihondrija. Glede na
sestavo razlikujemo hialini, elasti¢ni in vezivni hrustanec. Elasti¢ni hrustanec se nahaja v uhlju,
zunanjem sluhovodu in nekaterih grinih hrustancih; njegov ZCM vsebuje elasti¢na vlakna, ki
mu dajo vec¢jo proznost, in kolagenska vlakna tipa II. Vezivni hrustanec je v medvretencnih
diskih, simfizah, meniskusu in na podro¢jih priras¢anja kit na kost; njegov ZCM vsebuje
Stevilne debele snope kolagenskih vlaken tipa I. Hialini hrustanec je najpogostejSa oblika
hrustanca. Najdemo ga na sklepnih povrSinah (sklepni hrustanec), v rebrnem hrustancu,
hrustancu nosu, grla, sapnika in bronhov, med embrionalnim razvojem pa oblikuje hrustan¢no
zasnovo za kosti (102, 103). Hondrociti so edine celice v hrustancu, vendar predstavljajo zgolj
5-10 % njegovega volumna (104, 105). So celice z nizko presnovno aktivnostjo in nizkimi
potrebami po kisiku ter hranilih. Nahajajo se posami¢no ali v skupinah, imenovanih izogene
skupine, v katerih so celice po delitvi. Te celice so v lakunah, iz katerih s svojimi kratkimi
citoplazemskimi podaljski segajo v medceli¢ni prostor. Posamezen hondrocit obdaja
pericelularni matriks, hondrocite izogenih skupin pa teritorialni matriks, te pa med seboj loCuje
interteritorialni matriks. Hondrociti proizvajajo sestavine ZCM, s proizvodnjo encimov, rastnih

dejavnikov in vnetnih mediatorjev pa vzdrzujejo homeostazo hrustanca (102, 104—107).

Osnovo ZCM hialinega hrustanca oblikuje gosta mreza kolagenskih vlaken (15-22 % teze
hrustanca), ki so pretezno tipa I, v katero so ujete molekule proteoglikanov in vode, v kateri je
raztopljena majhna koli¢ina anorganskih soli. Taks$na struktura ZCM daje hrustancu njegovo

obliko in natezno ¢vrstost (108—111).

Proteoglikani predstavljajo 4-7 % teze hrustanca in oblikujejo monomere, sestavljene iz
proteinskega jedra, na katerega je kovalentno vezanih ena ali ve¢ verig glikozaminoglikanov
(GAQ), kot sta hondroitin sulfat in keratan sulfat. GAG so sestavljeni iz dolgih, nerazvejanih
verig disaharidov z negativnim nabojem, zaradi ¢esar privlacijo katione in se med seboj odbijajo
(112-115). Koli¢ina GAG je tesno povezana s starostjo, poskodbami in z razlicnimi obolenji,

njihova koli¢ina pa se razlikuje tudi glede na globino hrustanca (116). Proteoglikani se v ZCM
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sklepnega hrustanca nahajajo prosto ali so s povezovalnimi proteini pritrjeni na GAG
hialuronsko kislino in oblikujejo agregat, imenovan agrekan (slika 1), ki je z elektrostati¢nimi

vezmi vezan na kolagenska vlakna (102, 117, 118).

s Hondroitin sulfat

Povezovalni proteini

Hialuronska Kislina

Slika 1: Shematski prikaz agrekana (119).
Figure 1: Schematic representation of an aggrecan (119).

Hidrofilna narava proteoglikanov in hialuronske kisline omogoca zadrZzevanje vode v hialinem
hrustancu, ki lahko predstavlja tudi do 80 % teZe hrustanca, v njej pa so raztopljeni plini, manjsi
proteini, presnovki in Stevilni kationi. Te makromolekule imajo negativen naboj, zato privlacijo
pozitivno nabite ione natrija in odbijajo negativno nabite ione klora, s ¢imer se poveca
osmolarnost tkiva (116, 120-122). Z vezavo vode dobi hrustanec svoje mehanske lastnosti,

voda pa omogoca tudi transport hranil in odpadnih produktov znotraj hrustanca (123).

Hrustanec je neoZivceno in neoZiljeno tkivo, ki skozi ZCM z difuzijo izmenjuje hranila, kisik
in presnovke med hondrociti in sinovijsko tekoc¢ino (124, 125). Za normalno delovanje
hondrocitov je potrebno okolje z nizko vsebnostjo kisika, od 10 % do <1 % (102, 103, 105).
Zunajceli¢en matriks obenem S§¢iti hondrocite pred poskodbami, ki bi lahko nastale zaradi
mehanskih obremenitev. Hranila, novo sintetizirane molekule, odpadni produkti celic in
molekule, ki regulirajo funkcijo celic, se prenasajo skozi ZCM, nekatere pa se v njem tudi

shranjujejo (126).
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2.5.1 Zgradba sklepnega hrustanca

V sklepnem hrustancu razlikujemo 4 plasti, in sicer: povrSinsko ali tangencialno, srednjo,
globoko ali radiarno ter kalcificirano plast, ki predstavlja prehod med hrustancem in
subhondralno kostjo. Razporeditev, Stevilo in oblika hondrocitov ter sestava ZCM se z globino
spreminjajo, s tem pa se spreminjajo tudi funkcija in metabolna aktivnost hondrocitov ter
mehanske lastnosti ZCM (116). Stevilo hondrocitov je v povriinski plasti najveéje, z globino
pa se postopoma zmanjSuje. Hondrociti povrsinske plasti imajo ovalno obliko in se razporejajo
vzporedno vzdolz povrSine hrustanca. V tej plasti je koli¢ina vode visoka, kolagenska vlakna
so tesno razporejena v vzdolzno potekajocem vzorcu loCenih ¢rt (angl. »split-line« vzorec). V
srednji plasti so hondrociti okrogle oblike in naklju¢no razporejeni, kolagenska vlakna pa so
orientirana posSevno in enakomerno razporejena. Hondrociti globoke in kalcificirane plasti so
okrogli in tvorijo pravokotno na kostnino potekajoce stebricke. V tej plasti je koli¢ina vode
najmanjs$a. Kolagenska vlakna so najdebelejSa in tvorijo radiarno razporejene snope, ki

prehajajo v kalcificirano plast in pritrjujejo hrustanec na spodaj lezeCo kostnino (127-130).

2.6  HRUSTANEC KOT PREDELEK

Da bi izboljsali natanénost dolo¢anja PMI in da bi se ¢im bolj izognili vplivu okoljskih
dejavnikov, raziskovalci pri dolo¢anju PMI ¢edalje pogosteje proucujejo telesne dele, ki so bolj
zavarovani pred vplivom okolja in kasneje razpadajo. Te dele imenujejo predelki
(angl. compartment) in mednje spadajo steklovina, cerebrospinalna tekoc¢ina, odontoblasti in

hrustanec (131-134).

Hondrociti so zaradi majhnih potreb po hranilih in kisiku ter zaradi odpornosti na hipoksijo in
acidozo sposobni preziveti tudi ve¢ dni po smrti organizma (120, 126, 134, 135). K njihovemu
daljSem Casu prezivetja pomembno pripomore ZCM, ki po mnenju raziskovalcev tudi po smrti
organizma omogoca difuzijo hranil in kisika iz sinovijske tekocCine, hkrati pa deluje kot zaloga
vode in v njej raztopljenih elektrolitov (8). ZCM prav tako oblikuje porozno mrezo s premerom
por priblizno 6 nm (136-140). Te pore omogoc¢ajo normalen prehod hranil in izmenjavo snovi
med hondrociti in okolico, hkrati pa delujejo kot pregrada za mikrobioto, tudi za nanobakterije

s premerom do 80 nm (141-143).

Pomembno vlogo pri daljSem casu prezivetja hondrocitov pa ima tudi lokacija hrustanca, zlasti

njegova oddaljenost od prsne in trebuSne votline, ki po smrti predstavljata pomemben vir
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bakterij. Ker je hrustanec neoziljen, so hondrociti zavarovani tudi pred vdorom saprofitskih

bakterij, ki se med razkrojem trupla Sirijo po krvozilnem sistemu (5, 144).

Zaradi opisanih lastnosti raziskovalci menijo, da lahko sklepni hrustanec, zlasti sklepov
okonc¢in, uvrstimo med predelke in je kot tak primeren za dolocanje PMI, zlasti ve¢ dni ali

tednov po smrti organizma (8, 134, 144).

2.7 METODE DOLOCANJA VIABILNOSTI HONDROCITOV

Najvec raziskav na podro¢ju viabilnosti hondrocitov, tj. njihove sposobnosti za Zivljenje, je bilo
izvedenih na podro¢ju presajanja sklepnega hrustanca in shranjevanja hondrocitov za
zdravljenje osteoartritisa. V teh raziskavah so za dolo¢anje viabilnost hondrocitov po obarvanju
hrustanca ali izoliranih hondrocitov s fluorescen¢nima barviloma Ca-AM in EthD-1 uporabili
CLSM (145-149). V drugih raziskavah pa so za dolo€anje viabilnosti hondrocitov uporabili
tudi metodo detekcije fragmentirane DNA s pomocjo terminalne deoksinukleotidil transferaze;
angl. terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL), TM, histoloska
in imunohistokemicna barvanja ali analizator celi¢ne viabilnosti; angl. cell viability analyzer

(CVA) (5, 140-143).

2.7.1 Ca-AM in EthD-1

Ca-AM je barvilo, ki pasivno prehaja skozi neposkodovano celicno membrano. Po prehodu
Ca-AM v citoplazmo celice nespecificne celicne esteraze hidrolizirajo acetoksimetilni ester na
Ca-AM. Po hidrolizi ostane v citoplazmi le kalcein, ki ni zmozen prehajati skozi
neposkodovano celicno membrano. Po vzbujenju z modro svetlobo valovne dolzine
pribl. 494 nm kalcein, ujet v citoplazmi celice, odda zeleno fluorescenco valovne dolzine
pribl. 517 nm, zato se citoplazma viabilnih celic z neposkodovano celicno membrano in aktivno
esterazo obarva zeleno. EthD-1 je sposoben prehajati zgolj skozi poSkodovano celi¢no
membrano neviabilnih celic, ne pa skozi neposkodovane membrane viabilnih celic. Po
vzbujenju s svetlobo valovne dolzine pribl. 528 nm oddaja rdeco fluorescenco valovne dolzine
pribl. 617 nm. Ker ima afiniteto do nukleinskih kislin, se jedra neviabilnih celic obarvajo rdece

(134, 146).
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2.7.2 Tripansko modrilo (TM)

Metoda s TM se uporablja za dolocanje Stevila viabilnih celic v celi¢ni suspenziji. Temelji na
predpostavki, da viabilne celice ohranjajo neposkodovano celicno membrano, ki preprecuje
prehod barvil, tudi TM, ki lahko prehaja le skozi poskodovano membrano neviabilnih celic. V
citoplazmi neviabilnih celic se TM veze na znotrajceli¢ne proteine in citoplazmo obarva modro,
citoplazma viabilnih celic pa ostane neobarvana. Ker TM ne more obarvati hondrocitov znotraj
ZCM, moramo hrustanec pred barvanjem mehani¢no in encimsko obdelati ter izolirati
hondrocite. Zaradi poskodb, ki nastanejo med mehani¢no obdelavo hrustanca in pipetiranjem,
ter zaradi Casa, potrebnega za encimski razkroj ZCM, lahko prihaja do padca viabilnosti
hondrocitov. Pomanjkljivost metode je tudi njena subjektivnost, predvsem ko v celico vstopijo
majhne kolicine barvila, ki Sibko obarvajo citoplazmo, kar ob uporabi svetlobnega mikroskopa
pogosto spregledamo. Natan¢nost metode lahko nekoliko izboljS$amo z uporabo fluorescen¢nih

barvil in fluorescencnega mikroskopa (144, 154).

2.8 VIABILNOST HONDROCITOV

V raziskavah, ki so jih opravili za potrebe presaditve hrustanca, so ugotovili, da hondrociti
sklepnega hrustanca, ki so shranjeni v ustreznih pogojih, ohranijo svojo viabilnost ve¢ dni ali
celo tednov po smrti darovalca. Vecino teh raziskav so opravili v in vitro pogojih, kjer so bili
vzorci hrustanca shranjeni pri optimalnih temperaturah in v stabilnih temperaturnih obmoc;jih
ter v celicnih medijih, obogatenih z antibiotikom in fetalnim govejim serumom. Ve€ina teh
raziskav se je osredotocala na vpliv ¢asa in temperature na viabilnost hondrocitov. Obdobje, v
katerem so hondrociti ohranjali svojo viabilnost, in optimalna temperatura hranjenja presadkov

sta se med raziskavami razlikovala (135, 146, 155, 156).

Hicks in sod. (2006) so ugotovili, da pri sobni temperaturi 23 °C 92 % hondrocitov v hrustancu
¢loveskega nosnega pretina preZivi 5 dni, 54 % do 20 dni in 16 % 1 mesec po smrti osebe. Pri
temperaturi 4 °C je 95 % hondrocitov prezivelo do 15 dni, 70 % do enega meseca in 38 % do

dveh mesecev po smrti osebe (146).

Pallante in sod. (2009) so v svoji raziskavi ugotovili, da je bilo pri 4 °C po 14 dneh viabilnih
med 75 in 91 %, po 28 dneh pa med 20 in 40 % hondrocitov. Viabilnost hondrocitov, shranjenih
pri 37 °C, pa je po 28 dneh bila med 65 in 80 % (155). Persall in sod. (2004) so ugotovili, da je
bilo pri temperaturi 4 °C po 44 dneh viabilnih Se 67 % hondrocitov (157). Williams in sod.
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(2004) pa so ugotovili, da je bila viabilnost hondrocitov, hranjenih pri temperaturi 4 °C, po 29
dneh visja od 80 %, po 60 dneh pa 51 % (158).

V nekaterih in vitro raziskavah, ki so bile opravljene v forenzi¢ne namene, so vzorce hrustanca
shranili v celicnih medijih, ki naj bi posnemali razmere v ¢loveskih truplih. Za doloc¢anje
viabilnosti hondrocitov so uporabljali metodo s CLSM in metodo s CVA. Pri metodi s CVA so
za Stetje viabilnih hondrocitov po predhodnem barvanju s TM uporabili avtomatski Stevec celic.
Ugotovili so, da se viabilnost hondrocitov pri temperaturi 4 °C v prvih desetih dneh ni bistveno
spreminjala, pri 11 °C ni bilo sprememb v 15 dneh, pri 23 °C v 12,5 dneva in pri 35 °C v 7,5
dneva. To obdobja so poimenovali obdobja platoja. Viabilnost je nato zacela naglo padati in je
po 50 in 56 dneh pri 4 °C dosegla 5 %, pri 11 °C 30 %, pri 23 °C pa 15 %. Pri 35 °C je viabilnost

dosegla 5 % zZe med 34 in 38 dnem po odvzemu vzorca hrustanca (5, 144, 159).

Lasczkowski in sod. (2002) so v svoji raziskavi uporabili vzorce hrustanca, pridobljene
neposredno iz kolenskih sklepov trupel, ki so bila hranjena v kontroliranem okolju pri
temperaturi 4 °C. Ugotovili so, da je viabilnost hondrocitov pri tej temperaturi med 29 in 107
urami po smrti znasala od 88 % do 96 %, nato pa je Stevilo po 148 urah padlo na 58 %, po 1,5

mesecu pana 9 % (134).

Rezultati raziskav na truplih in v razmerah, podobnih tistim v truplih (5, 134, 144, 159), se
razlikujejo od prej omenjenih raziskav na presadkih (135, 155-158), kjer so kot optimalno
temperaturo za hranjene hrustanca navajali 4 °C. Delez viabilnih hondrocitov je bil v
raziskavah, kjer je bil hrustanec hranjen v razmerah, podobnim tistim v truplih, niZji kakor v
hrustancu raziskav na presadkih. Visok deleZ viabilnih hondrocitov v raziskavah na presadkih
je po mnenju raziskovalcev najverjetneje posledica optimalnih razmer, v katerih so hranili
presadke (135, 146, 155, 156). Ceprav in vitro raziskave na truplih in tkivih, pridobljenih iz
trupel, posnemajo posamezne dejavnike, ki jim je truplo izpostavljeno v naravnem okolju, pa
ne morejo upostevati vseh dejavnikov, ki na truplo vplivajo v naravnem okolju, predvsem ne
njihovega medsebojnega vpliva. Kljub temu da so proucili vpliv temperature na viabilnost
hondrocitov, je bila ta med raziskavami stabilna in znotraj ozkih temperaturnih obmocij
(134, 159). V naravnih razmerah pa temperatura neprestano niha, nekoliko stabilnejsa je le pri

truplih, zakopanih globlje od 30 cm (58, 97).
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2.9 TAFONOMSKE RAZISKAVE

V in vitro pogojih ne moremo poustvariti razmer, ki jih v naravnem okolju sooblikujejo
spreminjajoca se mikroklima, vpliv favne in flore, son¢no sevanje idr., zato je za razvoj metod
doloc¢anja PMI klju¢no, da hkrati z razvojem metod v in vitro pogojih izvajamo podobne
raziskave tudi v naravnem okolju, rezultate pa med seboj primerjamo (22). V ta namen so
nekatere raziskovalne ustanove ustvarile zavarovana obmocja, imenovana »body farms«, ki
omogocajo raziskovanje nacina razkroja v delno kontroliranem naravnem okolju, to so
t. i. tafonomske raziskave (160—162). Stevilne raziskave na teh obmogjih so se osredoto¢ale na
dolocanje TBS, merjenje temperature in forenzi¢ne entomoloske raziskave (22, 93, 163, 164).
Po svetu trenutno deluje osem takih ustanov, ki raziskujejo procese razkroja v razlicnih
okoljskih razmerah ter primerjajo razkroj cloveskih in Zivalskih trupel in s tem ugotavljajo vpliv
okolja na PMI (165). V teh raziskavah najpogosteje uporabljajo trupla starostnikov, ki so umrli
zaradi naravnih vzrokov. Taks$na trupla se razlikujejo od trupel, ki jih obi¢ajno obravnavajo v
forenzi¢nih preiskavah, saj v teh najpogosteje preiskujejo trupla ljudi srednjih let, ki so umrli
zaradi nenaravnih vzrokov. Ker so trupla ljudi tezko dostopna, so tovrstne raziskave obicajno
neponovljive in rezultati tezko primerljivi. Zaradi tega se pogosto kot analog ¢loveskim truplom
uporabljajo Zivalska trupla in tkiva. V takSnih raziskavah najpogosteje uporabljajo prasice, saj
imajo podobne telesne mere, razmerje med deli telesa, debelino koZe in ¢revesno mikrofloro
kot ljudje (22, 40, 57, 93, 164). Ugotovili so, da je razkroj trupel praSiCev s tezo med
20 in 30 kg podoben razkroju ¢loveskih trupel do 5. tedna po smrti (166). V primerjavi s
¢loveskimi trupli so trupla prasic¢ev lahko dostopna, cenovno ugodna in prilagodljiva glede na
zahtevane parametre raziskave, kot so teza, starost in spol, hkrati pa omogocajo statisticno

analizo in ponovljivost raziskave (44).

Edino raziskavo, ki se je osredotoCila na razpad sklepnega hrustanca v naravnem okolju, so
opravili Rogers in sod. (2011). V tej raziskavi so z makroskopskim in histoloskim pregledom
20 cm. Ugotovili so, da je izrazenost posmrtnih sprememb, ugotovljenih v hrustancu, povezana
s ¢asom, v Casu nastanka sprememb pa med zimskimi in poletnimi meseci ni bilo bistvenih

razlik (priblizno +/— 3 dni) (167).



M. Cvetko: Dolo¢anje posmrtnega intervala ... v kolenskem sklepu prasicev 43

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Doktorska disertacija

3 MATERIAL IN METODE

3.1 PILOTSKA RAZISKAVA

V pilotski raziskavi smo uporabili zadnje okoncine $tirih poginulih praSi¢ev pasme landras,
tezkih od 20 do 35 kg, ki smo jih oznacili z oznako P in zaporedno Stevilko. Iz ¢vrSa vsake
stegnenice smo s sistemom prenosa osteohondralnega samopresadka — angl. osteochondral
autograft transfer system — OAST (Arthrex, Naples, Florida, ZDA) — odvzeli Stiri vzorce
hrustanca v obliki valja s premerom 0,6 cm in debeline 1,5 do 2 cm (osteohondralni cilinder).
Tri osteohondralne clindre smo do nadaljnje obdelave hranili v 15-ml epruveti
(Isolab Laborgerite GmbH, Eschau, Nemcija) s fosfatnim pufrom s soljo — PBS
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, ZDA) pri sobni temperaturi 20 do 25 °C,
en osteohondralni cilinder, ki je sluzil kot negativna kontrola, pa v 15-ml epruveti s 70-
odstotnim etanolom (Kefo, Ljubljana, Slovenija). Epruvete smo oznacili z oznako P in
zaporedno Stevilko okoncine, epruvete z negativno kontrolo pa z oznako NK in zaporedno
Stevilko okonéine. Cez pol ure smo z mikrotomom z vibrirajo¢im rezilom Leica VT1000 S
(Leica Biosystems, Wetzlar, Nemcija) iz vsakega osteohondralnega cilindra odrezali tri rezine
debeline 200, 250 ali 300 pm. Rezine hrustanca smo inkubirali 45 minut pri sobni temperaturi
v 1,5-ml Safe-Lock tubah (Eppendorf, Hamburg, Nem¢ija) z 1 ml PBS in vitalnima barviloma
Ca-AM (1 mmol/l) in EthD-1 (2 mmol/l). Rezine osteohondralnih cilindrov z oznako P1 smo
inkubirali v 4 pl Ca-AM in 2 pl EthD-1, rezine z oznako P2 v 8 ul Ca-AM in 4 ul EthD-1, rezine
z oznako P3 v 12 pl Ca-AM in 8 pl EthD-1, rezine z oznako P4 pa v 20 ul Ca-AM in 12 pl
EthD-1. Po inkubaciji smo rezine hrustanca prenesli na predmetna stekelca, dodali 20 ul PBS,
jih pokrili s pokrovnim stekelcem in robove zapecatili z lakom za nohte. Konfokalne slike smo
posneli s CLSM (LSCM 700) (Zeiss, Stuttgart, Germany) z objektivom z 20-kratno povecavo.
Barvili smo vzbudili z argon kripton lasersko linijo (Leica, Wetzlar, Germany) pri valovni
dolzini 488 nm in 543 nm. Slike smo zajeli sekvencno, pri lo¢ljivosti 512 x 512 pikslov, pri
¢emer smo tockovno zaslonko nastavili na eno enoto Airy. Slike za barvilo Ca-AM smo zajeli
pri valovni dolZini od 493 do 550 nm, slike za barvilo EthD-1 pa pri valovni dolzini od 556 do
741 nm. Da bi se izognili morebitnim artefaktom, smo slike zajeli v srednjem delu rezine, med
povrsinsko in srednjo plastjo hrustanca, oddaljeno vsaj 200 um od stranskih robov. Na vidnem

polju smo na globini 60 um posneli Stiri, osem, dvanajst ali Stiriindvajset zaporednih slik.
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Iz preostalega dela osteohondralnega cilindra smo po postopku, ki so ga predhodno opisali
Alibegovi¢ in sod. (2012), izolirali hondrocite (5) tako, da smo ves ostanek hrustanca v
asepti¢nih pogojih narezali na delce velikosti 1 mm. Te smo nato prenesli v 15-ml epruvete z
raztopino, ki je vsebovala 10 ml Dulbecco modificiranega Eaglovega medija F12 (DMEM/F12)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, ZDA), 10 ug kolagenaze tipa II
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, ZDA) in 200 pl antibioti¢ne in
antimikoti¢ne raztopine (Sigma-Aldrich, St. Louis, Misuri, ZDA), ki je preprecila morebitno
kontaminacijo z bakterijami in glivami. Epruvete s hrustancem smo za 18 ur postavili v
inkubator (Kambi¢ d.o.0., Semic¢, Slovenija) na 37 °C. Med inkubacijo smo epruvete veckrat
obrnili, s tem smo zagotovili enakomeren razkroj hrustanca. Po inkubaciji smo suspenzijo
pretocili skozi celi¢na sita s premerom por 40 pm (Sigma-Aldrich, St. Louis, Misuri, ZDA) v
50-mililitrske epruvete (Isolab Laborgerdte GmbH, Eschau, Nem¢ija). Premer por 40 um je
omogocil prehod hondrocitov, preprecil pa je prehod vecjih delcev in delcev kostnine.
15-mililitrske epruvete smo dvakrat izprali z 10 ml PBS in spet precedili skozi celi¢no sito.
Aglutinacijo hondrocitov smo preprecili z dodatkom 200 pul EDTA — Versene raztopina
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, ZDA). Suspenzijo smo 5 minut
centrifugirali pri 580 obratih na minuto v Centric 350 centrifugi (Domel, d. o. o., Zelezniki,
Slovenija). Nato smo odstranili supernatant, dokler ni v epruveti ostal le 1 ml suspenzije, ki
smo ji po navodilih proizvajalca dodali 1 ml TM (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, ZDA). Po 5 minutah smo obarvan vzorec hondrocitov nanesli v Biirker-
Tiirkovo stevno komoro (Hecht Glaswarenfabrik GmbH & Co KG, Sondheim vor der Rhon,
Nemcija) ter s svetlobnim mikroskopom (Motic Electric, Xiamen, Kitajska) pod 100-kratno

povecavo presteli Stevilo viabilnih in neviabilnih hondrocitov.

Ugotovili smo, da je najprimernejSa debelina vzorca hrustanca 250 um. Najprimernejsi koli¢ini
vitalnih barvil Ca-AM (1 mmol/l) in EthD-1 (2 mmol/l) za 1 ml PBS sta bili 8 pul Ca-AM in
2 pl EthD-1. NajprimernejSe Stevilo zaporednih slik na globini 60 um je bilo osem, saj je
omogocilo idealno razmerje med kvaliteto in hitrostjo pregledovanja vzorca. Postopek barvanja

s tripanskim modrilom je bil ustrezen.
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3.2 VZORCI

Raziskavo smo izvedli v enoletnem obdobju v vsakem letnem cCasu, in sicer jeseni od 15. do
24.11. 2022, pozimi od 20. do 29. 1. 2023, spomladi od 17. do 26. 4. 2023 in poleti od 11. do
18. 7. 2023. Pred zacetkom vsakega od stirih sklopov raziskave smo bili pozorni, da so zunanje

temperature ustrezale letnemu Casu.

V raziskavo smo vkljucili 40 iz reje izlo¢enih farmskih prasi¢ev pasme landras s tezo med 20
in 35 kg (Dovoljenje za uporabo zivalskih stranskih proizvodov kategorije 2 s §t. dovoljenja
U34453-38/2021/5 je 21. 5. 2021 izdala Uprava Republike Slovenije za varno hrano,
veterinarstvo in varstvo rastlin). Pra$ici so bili izloCeni zaradi neozdravljivih, kroni¢nih bolezni,
ki so znatno vplivale na kakovost njihovega zivljenja, ter evtanazirani v skladu s 26. ¢lenom
Zakona o zasciti zivali (168). V vsakem letnem Casu je bilo isto¢asno evtanaziranih 10 prasi¢ev
z intravenozno aplikacijo natrijevega pentobarbitala (Richter Pharma AG, Wels, Avstria) v
odmerku 40 mg/kg telesne mase po predhodni globoki anesteziji s ketaminom (Vetoquinol UK
Limited, Towcester, VB) v odmerku 20 mg/kg telesne mase. Trupla prasi¢ev so bila v eni uri
prepeljana v secirnico InStituta za patologijo, divjad, ribe in ¢ebele na Veterinarski fakulteti
Univerze v Ljubljani, kjer smo pri temperaturi 20 °C opravili raztelesbo vsakega praSica in Se
posebej natancno pregledali vse sklepe, da bi izkljucili obolenja, ki bi lahko vplivala na zdravje
sklepnega hrustanca. Zadnje okoncine smo oznacili z zaporedno Stevilko in oznako, levo
okonéino smo oznacili s ¢rko P (povrsina), desno pa s ¢rko G (globina), in jih odstranili v
kolénem sklepu. Z vzdolzno artrotomijo (169) smo v 5 urah po evtanaziji odprli kolenske
sklepe. S ¢vrSev obeh stegnenic smo z OAST odvzeli dva osteohondralna cilindra in ju do
nadaljnje obdelave hranili do pol ure v PBS pri sobni temperaturi 20 do 25 °C. Po odvzemu
osteohondralnih cilindrov smo sklepe spet pokrili s kozo in jih povili s Coban povojem

(3M, Saint Paul, Minnesota, ZDA).

V sen¢nem gozdnem predelu Zoo Ljubljana smo v meljasto ilovico s pH 4,1 na globini 50 cm
zakopali okon¢ine z oznako G in sondo termometra (TFA Dostmann GmbH & Co. KG,
Reicholzheim, Nemcija). Okoncine z oznako P smo poloZili na povrSino nad zakopanimi
okon¢inami. Cez grobove smo namestili kletko in jo pokrili z mreZo, ki je imela odprtine

velikosti 2 x 5 cm, da bi preprecili dostop velikim mrhovinarjem (slika 2).
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Slika 2: Prikaz groba; zadnje okoncine, oznacene z oznako G, v grobu pred zakopom (A). Zadnje okoncine,
oznacene z oznako P, odloZene na povrSini groba po zakopu zadnjih okonéin z oznako G, (B) ter sonda
termometra (pusc€ica). Zadnje okoncine, pokrite s kletko in z mrezo (C).

Figure 2: Example of a grave; the hind legs marked G lie in the grave before burial (A). The hind legs marked P
lie on the surface of the grave after the burial of the hind legs marked G (B) and the thermometer probe (arrow).
The hind legs covered with a cage and net (C).

S ¢vrSev stegnenice posamezne okon¢ine smo med raziskavo uspeli odvzeti najvec
7 osteohondralnih cilindrov ustrezne kakovosti. Osteohondralne cilindre smo odvzeli na dan
evtanazije (1. dan), nato v enodnevnih intervalih naslednje 4 dni ter 8. in 10. dan po evtanaziji
zivali. Dneve vzorc¢enja smo dolocili na podlagi ugotovitev pilotske raziskave, v kateri smo v
enodnevnih in dvodnevnih intervalih ugotavljali deleZ viabilnih hondrocitov v sklepnih
hrustancih zakopanih in nezakopanih okoncin prasi¢ev. Pilotsko raziskavo smo opravili poleti

in spomladi na istem podrocju in po istem postopku kot glavno raziskavo.

Da so bili pogoji ob vzorcenju podobni, smo odvzeli osteohondralne cilindre z okon¢in v Zoo
Ljubljana vsak dan med 5.00 in 5.30. Najprej smo odvzeli vzorec osteohondralnega cilindra iz
sklepa vsake nezakopane okoncine z oznako P. Po vzorcenju smo vsak sklep ponovno zaprli in
povili z novim Coban povojem. Nato smo izkopali Se okon¢ine z oznako G ter postopek
ponovili. Okon¢ine z oznako G smo nato ponovno zakopali, okoncine z oznako P pa polozili
na povrsino in ¢eznje poveznili kletko z mrezo. Pred vzorCenjem smo vsak dan zabelezili
temperaturo na povrsini in v globini groba, ko so okoncine naselile zuzelke, pa smo izmerili

temperaturo tudi tik ob okonc¢inah. Podatke o dnevni temperaturi, relativni vlaznosti in koli¢ini
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padavin smo pridobili z glavne meteoroloske postaje, ki je oddaljena 3,4 km. Podatke o
temperaturi, vlagi in padavinah smo za vsako obdobje zabelezili v tabeli 1. Podatke o
temperaturi tik ob nezakopanih okoncinah smo zabelezili v tabeli 18.

temperaturi z glavne meteoroloske postaje.

Table 1: Burial area temperatures and data on relative humidity, precipitation, and average, maximum and
minimum temperatures from the main meteorological station.

Datum Letni T. T. T. T. T. Vlaga Padavine | SneZna | DeZ
cas glob. povr. povp. | max. | min. (%) (mm) odeja
(W9 CO (W9 O | O (mm)

15.11.2022 | Jesen 12,5 10,2 11,3 14,1 8,9 75 2,5 0 Da
16.11.2022 | Jesen 12,4 8,2 10 11,6 9 87 0,5 0 Da
17.11.2022 | Jesen 12,3 8 10 11,6 8,6 84 3,3 0 Da
18.11.2022 | Jesen 12,2 8,1 7,7 10,7 6,2 88 4,8 0 Da
19.11. 2022 | Jesen 11,7 4,5 52 7,9 4,4 88 9,9 0 Da
22.11.2022 | Jesen 10,1 2,6 3,9 5 3,1 87 1,4 0 Da
24.11.2022 | Jesen 8,2 1,8 4 7,6 2,3 88 0 0 Ne
20.1.2023 Zima 2,5 -4 0,1 1,7 0,5 86 7,3 12 Ne
21.1.2023 Zima 3 -1,5 0,2 3,7 5,1 76 0,3 12 Ne
22.1.2023 Zima 2,8 -1,1 0,6 1,8 0,6 83 0 11 Ne
23.1.2023 Zima 4,1 0,5 1,6 3,4 0,4 89 6,7 13 Da
24.1.2023 Zima 4,4 -0,5 2 3,5 0,9 89 17,4 10 Da
27.1.2023 Zima 52 -0,5 1,1 3,9 0,1 71 0 7 Ne
29.1.2023 Zima 5,3 0,8 0,9 2,5 —0,1 77 0 6 Ne
17.4.2023 | Pomlad 11,8 11,1 13 17,4 7,1 61 0 0 Ne
18. 4.2023 | Pomlad 9,9 6,1 12,1 16,9 7,5 71 0 0 Ne
19. 4.2023 | Pomlad 9,2 8,3 12,7 17,8 9,6 68 0 0 Ne
20.4.2023 | Pomlad 9,3 9,3 10,1 13 9,5 74 0,3 0 Da
21.4.2023 | Pomlad 9,3 7,3 11,3 18,4 8,1 73 0 0 Ne
24.4.2023 | Pomlad 10,2 11,2 11,2 15,1 10,4 83 0,1 0 Da
26.4.2023 | Pomlad 9,4 7 11,6 18,2 4,2 62 0 0 Ne
11.7.2023 | Poletje 19,8 26,3 28,1 34 19,5 58 0 0 Ne
12.7.2023 | Poletje 17,7 20,9 25,2 31,5 19,3 67 5 0 Da
13.7.2023 | Poletje 17,5 17,4 18,5 26,5 17,2 84 14,6 0 Da
14.7.2023 | Poletje 18,3 16,7 22,4 284 15,7 70 54,8 0 Da
15.7.2023 | Poletje 17,9 16 25,8 32,6 16,8 62 0 0 Ne
18.7.2023 | Poletje 19,8 20,5 23,2 31,6 19,1 69 0 0 Ne

Legenda: T. glob. — temperatura v grobovih; T. povr. — temperatura na povrsini grobov; T. povp. — povprecna
dnevna temperatura; T. max. — najvi§ja dnevna temperatura; T. min. — najnizja dnevna temperatura.
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3.3 METODA S KONFOKALNO MIKROSKOPIJO

Osteohondralne cilindre smo vzeli iz PBS in s pomoc¢jo mikrotoma z vibrirajo¢im rezilom Leica
VT1000 S odrezali tri rezine debeline 250 pum. Da bi se izognili morebitnim artefaktom, ki bi
lahko nastali ob odvzemu in manipulaciji z osteohondralnimi cilindri, smo rezine hrustanca
odrezali v sredini vsakega osteohondralnega cilindra vertikalno ¢ez celotno debelino, od

sinovialne povrsine do kostnine (slika 3).

Rezilo skalpela

Meja med hrustancem in kostjo

Odstranjen del hrustanca
Sinovialna povrsina

TR Reilo

_______ \ vibrotoma

Kost Hrustanec

Epruveta s Ca-AM
in EthD-1

_\| === Tri rezine hrustanca

Slika 3: Nadin rezanja vzorcev hrustanca pri metodi s konfokalnim laserskim skenirnim mikroskopom (5).
Figure 3: Sample cutting for the confocal laser scanning microscope method (5).
Rezine hrustanca smo inkubirali 45 minut pri sobni temperaturi v 1,5-mililitrski Safe-Lock tubi,
ki je vsebovala 8 pLL Ca-AM (1 mmol/L) in 2 pLL EthD-1 (2 mmol/L) raztopljenith v 1 mL PBS.
Po inkubaciji smo rezine hrustanca prenesli na predmetna stekelca, dodali 20 pl PBS, jih pokrili
s pokrovnim stekelcem in robove pritrdili z lakom za nohte. Da bi za§¢itili rezine hrustanca
pred svetlobo, smo te med inkubacijo in pred pregledom z metodo CLSM hranili v temnem
prostoru pri sobni temperaturi. S CLSM (LSCM 700) smo na vsakem podro¢ju na globini

60 pm posneli osem zaporednih konfokalnih slik po enakem postopku kot v pilotski raziskavi.
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3.4 OBDELAVA SLIK

Osem zaporednih slik smo zdruzili z uporabo racCunalniskega programa ZEN 2010
(Zeiss, Stuttgart, Germany) in s tem pridobili eno sliko viabilnih in neviabilnih hondrocitov v
opti¢nem volumnu 0,011 mm?® (velikost vidnega polja 424,27 x 424,27 pum, globina 60,1 pm),
v kateri sta citoplazma ali jedro glede na viabilnost hondrocitov fluorescirala intenzivno rdece
ali zeleno. Sliko smo nato z racunalniskim programom ImagelJ software (ImageJ, U. S. National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) razdelili na dve sliki: eno z viabilnimi in drugo
z neviabilnimi hondrociti (slika 4). Med pregledom smo slikam spreminjali zgolj svetlost in
kontrast, dokler nismo razlo¢no videli vseh hondrocitov. Hondrocite z zeleno obarvano
citoplazmo in neobarvanim jedrom smo dolocili za viabilne, hondrocite z rde¢im jedrom ter

hondrocite z zeleno citoplazmo in rdeCim jedrom za neviabilne. Razmerje med Stevilom

viabilnih hondrocitov in vseh hondrocitov smo podali kot delez viabilnih hondrocitov.

Slika 4: Slike s konfokalnim laserskim skenirnim mikroskopom; zdruzena slika viabilnih in neviabilnih
hondrocitov (A), viabilni hondrociti z zeleno obarvano citoplazmo (B), neviabilni hondrociti z rdece obarvanim
jedrom (C).

Figure 4: Confocal laser scanning microscope images; merged image of viable and nonviabile cells (A), viable
chondrocytes with the cytoplasm stained green (B), nonviabile chondrocytes with the nucleus stained red (C).
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3.5 METODA S TRIPANSKIM MODRILOM

Iz preostalega dela osteohondralnega cilindra smo po enakem postopku kot v pilotski raziskavi,
izolirali in obarvali hondrocite. Po 5 minutah smo obarvan vzorec hondrocitov nanesli v
Biirker-Tiirkovo Stevno komoro ter s svetlobnim mikroskopom pod 100-kratno povecavo
presteli Stevilo viabilnih in neviabilnih hondrocitov. Stetje smo izvedli rono in neobarvane
hondrocite dolocili za viabilne, modro obarvane in nabrekle hondrocite brez jedra pa za
neviabilne (slika 5). Razmerje med Stevilom viabilnih hondrocitov in vseh hondrocitov smo

podali kot delez viabilnih hondrocitov.

Slika 5: Hondrociti, obarvani s tripanskim modrilom; neobarvani viabilni hondrociti (¢rna pus¢ica), modro
obarvani neviabilni hondrociti (rdeca puscica) in nabrekli, neviabilni hondrociti (rumena puscica).
400 x povecava.

Figure 5: Trypan blue-stained chondrocytes; unstained viable chondrocytes (black arrow), nonviabile stained
chondrocytes (red arrow), swollen chondrocytes (yellow arrow).
400 x magnification.
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3.6 ENTOMOLOGIJA

Med raziskavo smo pred vsakim vzor¢enjem makroskopsko semikvantitativno ocenili Stevilo
zuzelk (jajCeca, li¢inke in odrasle Zuzelke) glede na delez okoncine, ki so ga te prekrivale. Kadar
so zuzelke prekrivale manj kot 25 % okoncine, smo ocenili, da je zuzelk malo (+), ko so
prekrivale 25-50 % okoncine, smo ocenili, da je Stevilo zuzelk zmerno (++), ko pa so te
prekrivale ve¢ kot 50 % okoncine, smo ocenili, da je Zuzelk veliko (+++). Od vsake vrste smo
odvzeli najmanj 5 predstavnikov in jih shranili v 90-odstotnem etanolu (Kefo, Ljubljana,
Slovenija). Vrste Zzuzelk in njihovih razvojnih stopenj smo doloc¢ili z Leica M50
stereomikroskopom (Zeiss, Stuttgart, Germany) na podlagi klasifikacij po Szpilu (2009) in
Byrdu (2019) (170, 171).

3.7 STATISTICNA ANALIZA

Statisticna analiza in grafi so bili izdelani z uporabo programskega jezika R za statisti¢no
racunanje, razli¢ica 4.3.2 (172). Za vsak vzorec in za obe metodi ugotavljanja viabilnosti
(CLSM in TM) so bili izracunani delezi viabilnih hondrocitov, ki so bili nato uporabljeni za
izraCun opisne statistike ter nadaljnjo analizo. Osnovne opisne statistike (minimum, kvartile —
Q, interkvartilni razmik — IQR, mediano, povprecje, standardni odklon — SD in maksimum)
smo podali glede na letni ¢as, metodo in zakop okon¢ine. Statisticne razlike v delezih viabilnih
hondrocitov med dnevi vzorcenja loceno glede na metodo ugotavljanja viabilnosti (CLSM in
TM) in zakop so bile izraCunane z uporabo Kruskal-Wallisovega testa vsote rangov (KWT) in
post-hoc testa veckratnih primerjav. Razlike v deleZzu viabilnih hondrocitov med hrustancem
zakopanih in nezakopanih okon¢in ter med metodama (CLSM in TM) na isti dan vzor¢enja so
bile ocenjene z Wilcoxonovim testom vsote rangov. Primerjave smo grafi¢no prikazali z okviri
z ro¢aji in linijskimi diagrami.

Poleg tega smo za proucitev in kvantifikacijo ucinka razlicnih dejavnikov (neodvisnih
spremenljivk) na preZivetje hondrocitov razvili multipli linearni regresijski model, ki vkljucuje
vse letne Case ter zakopane in nezakopane okoncine. Odvisna spremenljivka je delez viabilnih
hondrocitov, ugotovljen z metodo s CLSM, ki je bila v raziskavah, kjer so dolocali delez
viabilnih hondrocitov, najpogosteje uporabljena (144, 146, 149, 173). Neodvisne spremenljivke
pa so razlicne merjene temperature, vlaga, padavine in druge spremenljivke, ki so predstavljene

v materialih in metodah. Model smo oblikovali na podlagi ugotovljenih statisticno pomembnih
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povezav in korelacij ter njegovo ustreznost preverili z uporabo diagnosti¢nih diagramov. Za vse

statisticne preizkuse se je p-vrednost, manjsa od 0,05, upostevala kot statisticno znacilna.
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4 REZULTATI

4.1 REZULTATI RAZTELESBE

Med raztelesbo praSiCev, vklju¢enih v raziskavo, smo pri vseh prasicih ugotovili
enterotiflokolitise in kaheksijo, pri 43 % praSicev pa tudi bronhopnevmonijo. Pri nobenem od

prasic¢ev nismo ugotovili patoloskih sprememb sklepov.

4.2 REZULTATI METODE S CLSM

Po inkubaciji s Ca-AM in EthD-1 ter pregledu s CLSM sta citoplazma ali jedro hondrocitov
fluorescirala intenzivno zeleno ali rdece. Pozimi, spomladi in jeseni smo med 8. in 10. dnem
po evtanaziji, poleti pa med 5. in 8. dnem opazili tudi skupine zeleno obarvanih delcev z rdecim
jedrom, ki so bili najverjetneje delci membran propadajocih hondrocitov, zato smo jih Steli kot
neviabilne (slika 6). 5. in 8. dan po evtanaziji poleti ter 10. dan v ostalih letnih Casih so
hondrociti manj fluorescirali kot v predhodnih dneh, pri ¢emer se je ZCM difuzno obarval blago
zeleno, vendar pa to ni vplivalo na Stetje celic. Intenzivnost zelenega obarvanja ZCM je bila

sorazmerna z deleZzem neviabilnih hondrocitov.

Slika 6: Delci celicne membrane (bela puséica); viabilni hondrociti obarvani zeleno in zeleno obarvani delci
celicne membrane (A), zdruzena slika viabilnih in neviabilnih hondrocitov (B).

Figure 6: Cell membrane particles (white arrow); viable cells stained green and cell membrane particles
stained green (A), merged image of viable and nonviabile chondrocytes (B).



M. Cvetko: Dolo¢anje posmrtnega intervala ... v kolenskem sklepu prasicev 54

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Doktorska disertacija

Analiza vzorcev hrustanca z metodo s CLSM je potrdila statistiéno znacilno razliko v delezu
viabilnih hondrocitov med dnevi. Opisna statistika deleza viabilnih hondrocitov za sklepne
hrustance vseh okonCin na posamezni dan in posamezni letni cas in rezultati
Kruskal-Wallisovega testa v primerjavi s prvim dnem z uporabo metode s CLSM sta prikazani
v tabelah 2-9. Razlike v delezih viabilnih hondrocitov med dnevi vzorcenja pri sklepnih
hrustancih vseh okoncin skupaj so bile pozimi, spomladi in jeseni po 4. dnevu in poleti po 2.
dnevu vzorcenja statisticno znacilne (p < 0,0001, Kruskal-Wallisov test vsote rangov). V

nobenem obdobju nismo zaznali razlik med zaporednima vzorcenjema.

Slike 7-10 prikazujejo primerjavo delezev viabilnih hondrocitov med sklepnimi hrustanci
kolenskih sklepov zakopanih in nezakopanih zadnjih v razli¢nih dneh vzorcenja (1., 2., 3., 4.,
5., 8.1n 10. dan po evtanaziji) za vsak letni ¢as z uporabo metode s CLSM. Nad vsakim okvirom

z rocaji so rezultati Wilcoxonovega testa vsote rangov.

Slike 27-30 v Prilogi 1 prikazujejo padec deleza viabilnih hondrocitov za vsak letni ¢as.
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4.2.1 Jesen

Jeseni smo statisti¢no znacilne razlike v delezu viabilnih hondrocitov v primerjavi s 1. dnem
ugotovili 8. dan vzorCenja v sklepnih hrustancih nezakopanih okoncin (tabela 2) in 5. dan
vzorcenja v sklepnih hrustancih zakopanih okoncin (tabela 3). Delez viabilnih hondrocitov je v
sklepnih hrustancih vseh okoncin ne glede na to, ali so bile zakopane ali ne, zacel padati ze
3. dan vzorcenja (tabeli 2 in 3). V tem letnem Casu ni bilo statisticno znacilnih razlik v delezu
viabilnih hondrocitov med sklepnimi hrustanci zakopanih in nezakopanih okonc¢in (p-vrednost

od 0,1200 do 0,9700) (slika 7).

Tabela 2: Delez viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov nezakopanih zadnjih okoncin (%)
na dan vzorcenja jeseni in rezultati Kruskal-Wallisovega testa v primerjavi s prvim dnem z uporabo metode s
konfokalnim laserskim skenirnim mikroskopom

Table 2: Proportion of viable chondrocytes in the articular cartilages of the knee joints of unburied hind legs (%)
by day of sampling in the fall and Kruskal-Wallis test results compared to the first day via the confocal laser
scanning microscope method

Dan Letni ¢as | Minimum 1Q Mediana 3Q Maksimum KWT

1 Jesen 62,20 68,84 76,27 87,56 90,52 /

2 Jesen 60,73 67,01 79,90 88,05 92,34 ns

3 Jesen 49,33 57,43 65,79 78,37 82,09 ns

4 Jesen 44,87 55,07 61,20 67,51 78,67 ns

5 Jesen 34,10 42,38 55,58 58,80 67,72 ns

8 Jesen 6,68 19,11 23,88 29,66 44,20 p <0,05
10 Jesen 0,00 5,09 12,80 21,60 28,43 p <0,05

Legenda: 1 Q — prvi kvartil; 3 Q — tretji kvartil; KWT — Kruskal-Wallisov test; ns — ni statisti¢no znacilno

Tabela 3: Delez viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov zakopanih zadnjih okonéin (%)
na dan vzor€enja jeseni in rezultati Kruskal-Wallisovega testa v primerjavi s prvim dnem z uporabo metode s
konfokalnim laserskim skenirnim mikroskopom

Table 3: Proportion of viable chondrocytes in the articular cartilages of the knee joints of buried hind legs (%) by
day of sampling in the fall and Kruskal-Wallis test results compared to the first day via the confocal laser

scanning microscope method

Dan Letni ¢as | Minimum 1Q Mediana 3Q Maksimum KWT

1 Jesen 62,22 73,80 79,68 83,49 93,55 /

2 Jesen 69,58 71,80 76,66 82,46 87,11 ns

3 Jesen 51,29 63,14 69,35 71,37 78,67 ns

4 Jesen 39,23 56,59 62,23 65,93 70,43 ns

5 Jesen 38,17 41,34 51,72 58,05 62,02 p <0,05
8 Jesen 13,82 24,89 26,28 36,26 49,69 p <0,05
10 Jesen 2,36 14,21 22,40 25,71 31,88 p <0,05

Legenda: 1 Q — prvi kvartil; 3 Q — tretji kvartil; KWT — Kruskal-Wallisov test; ns — ni statisti¢no znacilno
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Slika 7: Primerjava deleZev viabilnih hondrocitov med sklepnimi hrustanci kolenskih sklepov zakopanih

in nezakopanih zadnjih okonc¢in jeseni na dan vzorcenja pri metodi s konfokalnim laserskim skenirnim

mikroskopom; ns, ni statisticno znacilno. Okvir predstavlja spodnji in zgornji kvartil, ¢rta v okviru oznacuje
mediano, ro¢aji oznacujejo najmanjso in najvecjo vrednost brez osamelcev, ki so oznaceni s tockami.

Figure 7: Comparison of the proportion of viable chondrocytes between the articular cartilages of the knee
joints of buried and unburied hind legs in the fall on the day of sampling via the confocal laser scanning
microscope method; ns, not statistically significant. The box represents the lower and upper quartiles, the line in
the box represents the median, and the handles represent the minimum and maximum values without outliers,
which are indicated by dots.
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4.2.2 Zima

Pozimi smo statisti¢no znacilne razlike v delezu viabilnih hondrocitov v primerjavi s 1. dnem
ugotovili 5. dan vzorCenja v sklepnih hrustancih nezakopanih okoncin (tabela 4) in 8. dan
vzorcenja v sklepnih hrustancih zakopanih okoncin (tabela 5). Delez viabilnih hondrocitov je v
sklepnih hrustancih nezakopanih okoncin zacel padati 4. dan (tabela 4), v sklepnih hrustancih
zakopanih okoncin pa 5. dan vzorcenja (tabela 5). Do 3. dne vzorcenja ni bilo statisticno
znacilnih razlik v delezu viabilnih hondrocitov med sklepnimi hrustanci zakopanih in
nezakopanih okoncin, (p-vrednost od 0,0524 do 0,4813). Ko smo primerjali deleze viabilnih
hondrocitov v sklepnih hrustancih zakopanih in nezakopanih okoncin od 4. do 10. dne
vzorcenja, smo ugotovili, da so imeli sklepni hrustanci zakopanih okoncin statisti¢no visji delez
viabilnih hondrocitov (p-vrednosti 4. dan — 0,0005; 10. dan — 0,0310). V primerjavi med
sklepnimi hrustanci zakopanih (14,2 5 %, IQR: 7,70 do 21,42 %) in nezakopanih (3,06 %, IQR:
0,10 do 9,59 %) okoncin je bila mediana deleza viabilnih hondrocitov 10. dan vzoréenja visja

pri sklepnih hrustancih zakopanih okonc¢in (slika 8).



M. Cvetko: Dolo¢anje posmrtnega intervala ... v kolenskem sklepu prasicev 58

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Doktorska disertacija

Tabela 4: Delez viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov nezakopanih zadnjih okoncin (%)
na dan vzorcenja pozimi in rezultati Kruskal-Wallisovega testa v primerjavi s prvim dnem z uporabo metode s
konfokalnim laserskim skenirnim mikroskopom

Table 4: Proportion of viable chondrocytes in the articular cartilages of the knee joints of unburied hind legs (%)
by day of sampling in winter and Kruskal-Wallis test results compared to the first day via the confocal laser
scanning microscope method

Dan | Letni | Minimum 1Q Mediana | 3 Q | Maksimum KWT
¢as
1 Zima 53,55 61,43 67,49 79,73 94,29 /
2 Zima 63,73 72,57 73,65 76,33 78,92 ns
3 Zima 56,35 59,44 65,63 70,03 76,23 ns
4 Zima 13,07 33,11 48,85 54,45 68,87 ns
5 Zima 8,82 13,48 25,63 33,51 55,19 p <0,05
8 Zima 1,12 4,84 10,60 20,30 33,73 p <0,05
10 Zima 0,00 0,10 3,06 9,59 17,92 p <0,05

Legenda: 1 Q — prvi kvartil; 3 Q — tretji kvartil; KWT — Kruskal-Wallisov test; ns — ni statisti¢no znacilno

Tabela 5: Delez viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov zakopanih zadnjih okon¢in (%)
na dan vzorcenja pozimi in rezultati Kruskal-Wallisovega testa v primerjavi s prvim dnem z uporabo metode s
konfokalnim laserskim skenirnim mikroskopom

Table 5: Proportion of viable chondrocytes in the articular cartilages of the knee joints of buried hind legs (%) by
day of sampling in winter and Kruskal-Wallis test results compared to the first day via the confocal laser
scanning microscope method

Dan | Letni | Minimum 1Q Mediana | 3 Q | Maksimum KWT
Cas
1 Zima 48,20 71,27 75,23 82,13 88,87 /
2 Zima 69,61 74,71 77,87 86,14 96,20 ns
3 Zima 60,00 67,47 70,87 75,29 78,46 ns
4 Zima 56,52 59,99 64,43 70,55 80,91 ns
5 Zima 27,27 42,44 53,41 55,87 71,74 ns
8 Zima 14,52 17,25 20,90 29,73 44,01 p <0,05
10 | Zima 1,88 7,70 14,25 21,42 39,53 p <0,05

Legenda: 1 Q — prvi kvartil; 3 Q — tretji kvartil; KWT — Kruskal-Wallisov test; ns — ni statisti¢no znacilno
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Slika 8: Primerjava deleZev viabilnih hondrocitov med sklepnimi hrustanci kolenskih sklepov zakopanih
in nezakopanih zadnjih okon¢in pozimi na dan vzorcenja pri metodi s konfokalnim laserskim skenirnim
mikroskopom; ns, ni statisticno znacilno; ***, p <0,0001; **, p <0,001; *, p <0,05. Okvir predstavlja spodnji
in zgornji kvartil, ¢rta v okviru oznacuje mediano, ro¢aji oznacujejo najmanjso in najveéjo vrednost brez
osamelcev, ki so oznaceni s to¢kami.

Figure 8: Comparison of the proportion of viable chondrocytes between the articular cartilages of the knee
joints of buried and unburied hind legs in winter on the day of sampling via the confocal laser scanning
microscope method; ns, not statistically significant; *** p <0.0001; **, p <0.001; *, p <0.05. The box
represents the lower and upper quartiles, the line in the box represents the median, and the handles represent the
minimum and maximum values without outliers, which are indicated by dots.
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4.2.3 Pomlad

Spomladi smo statisti¢no znacilne razlike v delezu viabilnih hondrocitov v primerjavi s 1. dnem
ugotovili 5. dan vzorcenja v sklepnih hrustancih nezakopanih (tabela 6) in 8. dan vzorcenja v
sklepnih hrustancih zakopanih okoncin (tabela 7). Delez viabilnih hondrocitov je v sklepnih
hrustancih nezakopanih okoncin zacel padati 4. dan (tabela 6), v sklepnih hrustancih zakopanih
okoncin pa 5. dan vzoréenja (tabela 7). Do 3. dne vzor¢enja ni bilo statisticno znacilnih razlik
v delezu viabilnih hondrocitov med sklepnimi hrustanci zakopanih in nezakopanih okonc¢in, pri
¢emer so p-vrednosti znasale od 0,1051 do 0,3527, statisticno znacilnih razlik prav tako nismo
ugotovili na 10. dan. Ko smo primerjali deleze viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih
zakopanih in nezakopanih okoncin od 4. do 8. dne vzoréenja, smo ugotovili, da so imeli sklepni
hrustanci zakopanih okoncin statisti¢no visji delez viabilnih hondrocitov (p-vrednost 4. dan —
0,0007; 8. dan — 0,0089). V primerjavi med sklepnimi hrustanci zakopanih (9,27 %, IQR: 5,92
do 11,16 %) in nezakopanih (4,29 %, IQR: 3,32 do 5,74 %) okoncin je bila mediana deleza
viabilnih hondrocitov 10. dan vzorcenja vi§ja pri sklepnih hrustancih zakopanih okoncin

(slika 9).
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Tabela 6: Delez viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov nezakopanih zadnjih okoncin (%)
na dan vzorc¢enja spomladi in rezultati Kruskal-Wallisovega testa v primerjavi s prvim dnem z uporabo metode s
konfokalnim laserskim skenirnim mikroskopom

Table 6: Proportion of viable chondrocytes in the articular cartilages of the knee joints of unburied hind legs (%)
by day of sampling in spring and Kruskal-Wallis test results compared to the first day via the confocal laser
scanning microscope method

Dan | Letni | Minimum 1Q Mediana | 3 Q | Maksimum KWT
cas

1 Pomlad 87,44 88,32 89,23 90,44 93,39 /

2 Pomlad 72,80 78,64 84,52 85,75 88,14 ns

3 Pomlad 72,65 79,18 82,79 84,56 85,77 ns

4 Pomlad 56,84 62,44 73,51 77,59 81,99 ns

5 Pomlad 14,05 22,25 29,86 32,54 69,66 p <0,05
8 Pomlad 0,74 3,17 4,90 7,98 17,82 p <0,05
10 | Pomlad 0,00 3,32 4,29 5,74 11,80 p <0,05

Legenda: 1 Q — prvi kvartil; 3 Q — tretji kvartil; KWT — Kruskal-Wallisov test; ns — ni statisti¢no znacilno

Tabela 7: Delez viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov zakopanih zadnjih okonéin (%)
na dan vzorc¢enja spomladi in rezultati Kruskal-Wallisovega testa v primerjavi s prvim dnem z uporabo metode s
konfokalnim laserskim skenirnim mikroskopom

Table 7: Proportion of viable chondrocytes in the articular cartilages of the knee joints of buried hind legs (%) by
day of sampling in spring and Kruskal-Wallis test results compared to the first day via the confocal laser
scanning microscope method

Dan | Letni | Minimum 1Q Mediana | 3 Q | Maksimum KWT
cas

1 Pomlad 71,03 82,48 84,44 90,27 94,15 /

2 Pomlad 76,86 80,69 85,75 87,05 92,38 ns

3 Pomlad 79,23 82,09 84,90 87,87 89,96 ns

4 Pomlad 76,96 78,74 81,52 85,15 86,55 ns

5 Pomlad 34,93 53,35 60,59 71,38 78,60 ns

8 Pomlad 5,31 6,74 14,65 2491 34,20 p <0,05
10 | Pomlad 0,23 5,92 9,27 11,16 21,90 p <0,05

Legenda: 1 Q — prvi kvartil; 3 Q — tretji kvartil; KWT — Kruskal-Wallisov test; ns — ni statisti¢no znacilno
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Slika 9: Primerjava deleZev viabilnih hondrocitov med sklepnimi hrustanci kolenskih sklepov zakopanih
in nezakopanih zadnjih okon¢in spomladi na dan vzoréenja pri metodi s konfokalnim laserskim
skenirnim mikroskopom; ns, ni statistiéno znacilno; ***, p <0,0001; **, p <0,001. Okvir predstavlja spodnji
in zgornji kvartil, ¢rta v okviru oznacuje mediano, rocaji oznacujejo najmanjso in najvecjo vrednost brez
osamelcev, ki so oznaceni s to¢kami.

Figure 9: Comparison of the proportion of viable chondrocytes between the articular cartilages of the knee
joints of buried and unburied hind legs in spring on the day of sampling via the confocal laser scanning
microscope method; ns, not statistically significant; ***, p <0.0001; ** p <0.001. The box represents the
lower and upper quartiles, the line in the box represents the median, and the handles represent the minimum and
maximum values without outliers, which are indicated by dots.
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4.2.4 Poletje

Poleti smo statisti¢no znacilne razlike v delezu viabilnih hondrocitov v primerjavi s 1. dnem
ugotovili 4. dan vzorCenja v sklepnih hrustancih zakopanih in nezakopanih okoncin
(tabeli 8 in 9). Delez viabilnih hondrocitov je v sklepnih hrustancih vseh okoncin ne glede na
to, ali so bile zakopane ali ne, zacCel padati ze 2. dan vzorcenja (tabeli 8 in 9). Na 1. in 4. dan
vzorcenja ni bilo statisticno znacilnih razlik v delezu viabilnih hondrocitov med sklepnimi
hrustanci zakopanih in nezakopanih okoncin (p-vrednost 1. dan — 0,2176; 4. dan — 0,0524). Ko
smo primerjali deleZe viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih zakopanih in nezakopanih
okon¢in od 2. do 8. dne vzorcenja, smo ugotovili, da so imeli sklepni hrustanci zakopanih
okoncin statisti¢no visji delez viabilnih hondrocitov (p-vrednost 2. dan — 0,0147; 8. dan —
0,0002). V primerjavi med sklepnimi hrustanci zakopanih (3,27 %, IQR: 2,50 do 6,04 %) in
nezakopanih (0,00 %, IQR: 0,00 do 0,00 %) okoncin je bila mediana deleza viabilnih

hondrocitov 8. dan vzor¢enja visja pri sklepnih hrustancih zakopanih okonc¢in (slika 10).
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Tabela 8: Delez viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov nezakopanih zadnjih okoncin (%)
na dan vzorcenja poleti in rezultati Kruskal-Wallisovega testa v primerjavi s prvim dnem z uporabo metode s
konfokalnim laserskim skenirnim mikroskopom

Table 8: Proportion of viable chondrocytes in the articular cartilages of the knee joints of unburied hind legs (%)
by day of sampling in summer and Kruskal-Wallis test results compared to the first day via the confocal laser
scanning microscope method

Dan | Letni | Minimum 1Q Mediana | 3 Q | Maksimum KWT
cas

1 Poletje 75,17 92,14 93,75 94,41 95,41 /

2 Poletje 49,67 58,02 64,59 69,91 88,35 ns

3 Poletje 17,55 25,35 35,14 47,44 68,29 ns

4 Poletje 9,44 14,54 20,87 42,30 51,89 p <0,05
5 Poletje 0,00 0,00 0,00 0,00 5,18 p <0,05
8 Poletje 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 p <0,05

Legenda: 1 Q — prvi kvartil; 3 Q — tretji kvartil; KWT — Kruskal-Wallisov test; ns — ni statisti¢no znacilno

Tabela 9: Delez viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov zakopanih zadnjih okonéin (%)
na dan vzorcenja poleti in rezultati Kruskal-Wallisovega testa v primerjavi s prvim dnem z uporabo metode s
konfokalnim laserskim skenirnim mikroskopom

Table 9: Proportion of viable chondrocytes in the articular cartilages of the knee joints of buried hind legs (%) by
day of sampling in summer and Kruskal-Wallis test results compared to the first day via the confocal laser
scanning microscope method

Dan | Letni | Minimum 1Q Mediana | 3 Q | Maksimum KWT
cas

1 Poletje 69,35 89,08 91,21 93,13 95,29 /

2 Poletje 61,82 75,64 81,57 84,81 92,86 ns

3 Poletje 50,80 60,80 70,75 78,98 83,54 ns

4 Poletje 27,08 31,17 39,69 53,82 60,88 p <0,05
5 Poletje 2,43 4,45 7,35 13,25 20,11 p <0,05
8 Poletje 0,00 2,50 3,27 6,04 8,92 p <0,05

Legenda: 1 Q — prvi kvartil; 3 Q — tretji kvartil; KWT — Kruskal-Wallisov test; ns — ni statisti¢no znacilno
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Slika 10: Primerjava deleZev viabilnih hondrocitov med sklepnimi hrustanci kolenskih sklepov zakopanih
in nezakopanih zadnjih okonc¢in poleti na dan vzorcéenja pri metodi s konfokalnim laserskim skenirnim
mikroskopom; ns, ni statisticno znacilno; ***, p < 0,0001; *, p < 0,05. Okvir predstavlja spodnji in zgornji
kvartil, ¢rta v okviru oznacuje mediano, ro¢aji oznacujejo najmanjso in najvecjo vrednost brez osamelcev, ki so
oznaceni s tockami.

Figure 10: Comparison of the proportion of viable chondrocytes between the articular cartilages of the
knee joints of buried and unburied hind legs in summer on the day of sampling via the confocal laser
scanning microscope method; ns, not statistically significant; *** p <0.0001; *, p <0.05. The box represents
the lower and upper quartiles, the line in the box represents the median, and the handles represent the minimum
and maximum values without outliers, which are indicated by dots.

Povprecne temperature na povrSini in globini grobov, povprecje in standardna napaka v delezu
viabilnih hondrocitov sklepnih hrustancev zakopanih in nezakopanih okonc¢in za vsak dan
vzorcenja (1., 2., 3., 4., 5., 8. in 10. dan po evtanaziji) in vsak letni ¢as so prikazani v Prilogi 2

na slikah 30-33.
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4.3 REZULTATI METODE S TRIPANSKIM MODRILOM

Pozimi, spomladi in jeseni smo opazili 4. dan nabrekle hondrocite brez razlocnega jedra, poleti
pa 3. dan. Njihov delez je z oddaljenostjo od 1. dne narascal. Nabrekle hondrocite smo Steli kot

neviabilne.

Analiza vzorcev hrustanca z metodo s TM je potrdila statisticno znacilno razliko v delezu
viabilnih hondrocitov med dnevi vzorenja. Opisna statistika rezultatov za vse vzorce na
posamezni dan in letni ¢as in rezultati Kruskal-Wallisovega testa v primerjavi s prvim dnem z
uporabo metode s TM sta prikazani v tabelah 10—17. Razlike v delezih viabilnih hondrocitov
med dnevi vzorcenja pri sklepnih hrustancih vseh okoncin skupaj so bile pozimi in poleti po
3. dnevu, spomladi in jeseni pa po 5. dnevu vzoréenja statisticno znacilne (p < 0,0001,
Kruskal-Wallisov test vsote rangov). V nobenem letnem c¢asu nismo zaznali statisti¢no

znacilnih razlik v delezu viabilnih hondrocitov med zaporednima vzoréenjema.

Slike 11-14 prikazujejo primerjavo delezev viabilnih hondrocitov med sklepnimi hrustanci
kolenskih sklepov zakopanih in nezakopanih zadnjih v razli¢nih dneh vzorcenja (1., 2., 3., 4.,
5., 8.1n 10. dan po evtanaziji) za vsak letni ¢as z uporabo metode s TM. Nad vsakim okvirom

z rocaji so rezultati Wilcoxonovega testa vsote rangov.
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4.3.1 Jesen

Jeseni smo statisticno znacilne razlike v delezih viabilnih hondrocitov pri sklepnih hrustancih
zakopanih in nezakopanih okonCin v primerjavi s 1. dnem ugotovili 8. dan vzorCenja
(tabeli 10 in 11). Delez viabilnih hondrocitov je v sklepnih hrustancih zakopanih in nezakopanih
okoncin zacel padati 8. dan vzorcenja (tabeli 10 in 11). V tem letnem ¢asu ni bilo statisticno
znacilnih razlik v delezu viabilnih hondrocitov med sklepnimi hrustanci zakopanih in

nezakopanih okoncin (p-vrednost od 0,2500 do 0,9100) (slika 11).

Tabela 10: Delez viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov nezakopanih zadnjih okoncin
(%) na dan vzorcenja jeseni in rezultati Kruskal-Wallisovega testa v primerjavi s prvim dnem z uporabo metode
s tripanskim modrilom

Table 10: Proportion of viable chondrocytes in the articular cartilages of the knee joints of unburied hind legs
(%) by day of sampling in the fall and Kruskal-Wallis test results compared to the first day via the trypan blue

method
Dan | Letni | Minimum 1.Q Mediana | 3.Q | Maksimum KWT
cas

1 Jesen 48,06 71,17 85,66 88,23 96,06 /

2 Jesen 73,17 87,36 89,84 92,42 95,38 ns

3 Jesen 46,12 62,75 73,07 84,73 88,41 ns

4 Jesen 0,91 62,00 75,60 85,01 86,92 ns

5 Jesen 47,83 69,51 70,95 73,69 81,89 ns

8 Jesen 5,83 10,01 19,67 37,35 54,07 p <0,05
10 Jesen 0,54 2,04 11,25 27,08 51,92 p <0,05

Legenda: 1 Q — prvi kvartil; 3 Q — tretji kvartil; KWT — Kruskal-Wallisov test; ns — ni statisti¢no znacilno

Tabela 11: Delez viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov zakopanih zadnjih okoncin (%)
na dan vzor€enja jeseni in rezultati Kruskal-Wallisovega testa v primerjavi s prvim dnem z uporabo metode s
tripanskim modrilom

Table 11: Proportion of viable chondrocytes in the articular cartilages of the knee joints of buried hind legs (%)
by day of sampling in the fall and Kruskal-Wallis test results compared to the first day via the trypan blue

method
Dan | Letni | Minimum 1.Q Mediana | 3.Q | Maksimum KWT
cas

1 Jesen 65,69 79,18 88,84 89,04 93,44 /

2 Jesen 67,31 87,30 87,54 88,33 91,96 ns

3 Jesen 53,58 59,82 80,42 83,85 90,30 ns

4 Jesen 44,25 59,17 69,81 85,87 87,88 ns

5 Jesen 59,42 70,97 72,16 76,82 80,91 ns

8 Jesen 0,74 9,60 14,01 46,55 56,69 p <0,05
10 Jesen 1,28 2,36 2,94 22,27 47,25 p <0,05

Legenda: 1 Q — prvi kvartil; 3 Q — tretji kvartil; KWT — Kruskal-Wallisov test; ns — ni statisti¢no znacilno
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Slika 11: Primerjava deleZev viabilnih hondrocitov med sklepnimi hrustanci kolenskih sklepov zakopanih
in nezakopanih zadnjih okonc¢in jeseni na dan vzorcenja pri metodi s tripanskim modrilom;
ns, ni statisticno znacilno. Okvir predstavlja spodnji in zgornji kvartil, ¢rta v okviru oznacuje mediano, rocaji
oznacujejo najmanj$o in najvecjo vrednost brez osamelcev, ki so oznaceni s tockami.

Figure 11: Comparison of the proportion of viable chondrocytes between the articular cartilages of the
knee joints of buried and unburied hind legs in the fall on the day of sampling via the trypan blue method;
ns, not statistically significant. The box represents the lower and upper quartiles, the line in the box represents
the median, and the handles represent the minimum and maximum values without outliers, which are indicated
by dots.
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4.3.2 Zima

Pozimi smo statisti¢no znacilne razlike v delezu viabilnih hondrocitov v primerjavi s 1. dnem
ugotovili 4. dan pri sklepnih hrustancih nezakopanih okon¢in (tabela 12) in 8. dan vzor¢enja pri
sklepnih hrustancih zakopanih okoncin (tabela 13). Delez viabilnih hondrocitov je v sklepnih
hrustancih nezakopanih okonc¢in zacel padati 3. dan (tabela 12), v sklepnih hrustancih
zakopanih okonc¢in pa 4. dan vzorcenja (tabela 13). Prva dva dni in od 5. do 10. dne vzorcenja
ni bilo statisticno znacilnih razlik v delezu viabilnih hondrocitov med sklepnimi hrustanci
zakopanih in nezakopanih okon¢in (p-vrednost od 0,7400 do 0,0600). Tretji in 4. dan vzorcenja
so imeli sklepni hrustanci zakopanih okoncin statisticno vi§ji delez viabilnih hondrocitov
(p-vrednost 3. dan — 0,0435; 4. dan — 0,0021). V primerjavi med sklepnimi hrustanci zakopanih
(4,40 %, IQR: 0,54 do 8,37 %) in nezakopanih (0,58 %, IQR: 0,00 do 4,11 %) okoncin je bila
mediana deleza viabilnih hondrocitov 10. dan vzorcenja vi§ja pri sklepnih hrustancih zakopanih

okoncin (slika 12).
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Tabela 12: Delez viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov nezakopanih zadnjih okoncin
(%) na dan vzorc¢enja pozimi in rezultati Kruskal-Wallisovega testa v primerjavi s prvim dnem z uporabo
metode s tripanskim modrilom

Table 12: Proportion of viable chondrocytes in the articular cartilages of the knee joints of unburied hind legs
(%) by day of sampling in winter and Kruskal-Wallis test results compared to the first day via the trypan blue

method
Dan | Letni | Minimum 1.Q Mediana | 3.Q | Maksimum KWT
Cas
1 Zima 71,60 74,90 80,09 87,05 93,95 /
2 Zima 43,09 66,29 76,00 80,57 89,45 ns
3 Zima 24,11 51,09 63,13 67,68 85,36 ns
4 Zima 2,02 27,45 44,61 49,18 70,94 p <0,05
5 Zima 1,47 9,20 29.48 46,94 59,07 p <0,05
8 Zima 0,00 1,78 3,67 7,65 11,07 p <0,05
10 Zima 0,00 0,00 0,58 4,11 4,61 p <0,05

Legenda: 1 Q — prvi kvartil; 3 Q — tretji kvartil; KWT — Kruskal-Wallisov test; ns — ni statisti¢no znacilno

Tabela 13: Delez viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov zakopanih zadnjih okon¢in (%)
na dan vzor€enja pozimi in rezultati Kruskal-Wallisovega testa v primerjavi s prvim dnem z uporabo metode s
tripanskim modrilom

Table 13: Proportion of viable chondrocytes in the articular cartilages of the knee joints of buried hind legs (%)
by day of sampling in winter and Kruskal-Wallis test results compared to the first day via the trypan blue

method
Dan | Letni | Minimum 1.Q Mediana | 3.Q | Maksimum | KWT
cas
1 Zima 42,69 79,86 83,09 87,04 93,15 /
2 Zima 50,00 80,27 83,52 86,23 89,10 ns
3 Zima 44,23 69,43 75,45 81,73 90,74 ns
4 Zima 42,75 62,63 70,90 75,31 87,81 ns
5 Zima 6,25 30,88 49,27 59,12 74,15 ns
8 Zima 2,70 4,42 6,60 28,00 47,06 p <0,05
10 | Zima 0,00 0,54 4,40 8,37 20,73 p <0,05

Legenda: 1 Q — prvi kvartil; 3 Q — tretji kvartil; KWT — Kruskal-Wallisov test; ns — ni statisti¢no znacilno
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Slika 12: Primerjava deleZev viabilnih hondrocitov med sklepnimi hrustanci kolenskih sklepov zakopanih
in nezakopanih zadnjih okon¢in pozimi na dan vzorcenja pri metodi s tripanskim modrilom;
ns, ni statisticno znacilno; **, p < 0,001; *, p < 0,05. Okvir predstavlja spodnji in zgornji kvartil, érta v okviru
oznacuje mediano, ro¢aji oznacujejo najmanjso in najvecjo vrednost brez osamelcev, ki so oznaceni s to¢kami.

Figure 12: Comparison of the proportion of viable chondrocytes between the articular cartilages of the
knee joints of buried and unburied hind legs in winter on the day of sampling via the trypan blue method;
ns, not statistically significant; **, p <0.001; *, p <0.05. The box represents the lower and upper quartiles, the
line in the box represents the median, and the handles represent the minimum and maximum values without
outliers, which are indicated by dots.
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4.3.3 Pomlad

Spomladi smo statisti¢no znacilne razlike v delezu viabilnih hondrocitov v primerjavi s 1. dnem
ugotovili 8. dan vzorcenja pri sklepnih hrustancih nezakopanih okoncin (tabela 14) in 10. dan
vzorcenja pri sklepnih hrustancih zakopanih okonc¢in (tabela 15). Delez viabilnih hondrocitov
je v sklepnih hrustancih zakopanih in nezakopanih okoncin zacel padati 5. dan vzorCenja
(tabeli 14 in 15). Na 1. dan in vse do 3. dne vzorcenja ter 5. in 10. dan vzor€enja ni bilo
statisti¢no znacilnih razlik v delezu viabilnih hondrocitov med sklepnimi hrustanci zakopanih
in nezakopanih okoncin (p-vrednost od 0,0890 do 0,8530). Ko smo primerjali deleze viabilnih
hondrocitov sklepnih hrustancev zakopanih in nezakopanih okonc¢in 4. in 8. dan vzorcenja, smo
ugotovili, da so imeli sklepni hrustanci zakopanih okoncin statisticno visji delez viabilnih
hondrocitov (p-vrednost 4. dan — 0,0190; 8. dan — 0,0110). V primerjavi med sklepnimi
hrustanci zakopanih (2,69 %, IQR: 0,75 do 18,52 %) in nezakopanih (1,36 %, IQR: 0,34 do
4,82 %) okoncin je bila mediana deleza viabilnih hondrocitov 10. dan vzorcenja visja pri

sklepnih hrustancih zakopanih okon¢in (slika 13).
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Tabela 14: Delez viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov nezakopanih zadnjih okoncin
(%) na dan vzor¢enja spomladi in rezultati Kruskal-Wallisovega testa v primerjavi s prvim dnem z uporabo
metode s tripanskim modrilom

Table 14: Proportion of viable chondrocytes in the articular cartilages of the knee joints of unburied hind legs
(%) by day of sampling in spring and Kruskal-Wallis test results compared to the first day via the trypan blue

method
Dan | Letni | Minimum 1.Q Mediana | 3.Q | Maksimum KWT
cas

1 Pomlad 57,54 62,42 68,86 76,71 81,46 /

2 Pomlad 63,29 69,61 72,81 77,48 91,27 ns

3 Pomlad 53,88 66,41 69,21 70,76 79,52 ns

4 Pomlad 53,02 59,12 61,16 64,80 73,58 ns

5 Pomlad 7,42 31,36 41,68 52,26 58,59 ns

8 Pomlad 0,00 0,19 1,09 4,04 15,25 p <0,05
10 | Pomlad 0,00 0,34 1,36 4,82 15,85 p <0,05

Legenda: 1 Q — prvi kvartil; 3 Q — tretji kvartil; KWT — Kruskal-Wallisov test; ns — ni statisti¢no znacilno

Tabela 15: Delez viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov zakopanih zadnjih okonéin (%)
na dan vzorc¢enja spomladi in rezultati Kruskal-Wallisovega testa v primerjavi s prvim dnem z uporabo metode s
tripanskim modrilom

Table 15: Proportion of viable chondrocytes in the articular cartilages of the knee joints of buried hind legs (%)
by day of sampling in spring and Kruskal-Wallis test results compared to the first day via the trypan blue

method
Dan | Letni | Minimum 1.Q Mediana | 3.Q | Maksimum KWT
cas

1 Pomlad 24,83 55,67 60,04 68,27 76,57 /

2 Pomlad 49,73 65,07 71,70 74,84 88,19 ns

3 Pomlad 50,20 60,49 70,15 74,20 88,01 ns

4 Pomlad 44,08 66,86 71,04 77,86 88,39 ns

5 Pomlad 21,53 26,80 55,86 61,53 75,27 ns

8 Pomlad 1,15 3,43 5,61 19,12 44,15 ns
10 | Pomlad 0,00 0,75 2,69 18,52 27,96 p <0,05

Legenda: 1 Q — prvi kvartil; 3 Q — tretji kvartil; KWT — Kruskal-Wallisov test; ns — ni statisti¢no znacilno
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Slika 13: Primerjava deleZev viabilnih hondrocitov med sklepnimi hrustanci kolenskih sklepov zakopanih
in nezakopanih zadnjih okon¢in spomladi na dan vzoréenja pri metodi s tripanskim modrilom;
ns, ni statisticno znacilno; *, p < 0,05. Okvir predstavlja spodnji in zgornji kvartil, ¢rta v okviru oznacuje
mediano, ro¢aji oznacujejo najmanjso in najvecjo vrednost brez osamelcev, ki so oznaceni s tockami.

Figure 13: Comparison of the proportion of viable chondrocytes between the articular cartilages of the
knee joints of buried and unburied hind legs in spring on the day of sampling via the trypan blue method;
ns, not statistically significant; *, p < 0.05. The box represents the lower and upper quartiles, the line in the box
represents the median, and the handles represent the minimum and maximum values without outliers, which are

indicated by dots.
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4.3.4 Poletje

Poleti smo statisti¢no znacilne razlike v delezu viabilnih hondrocitov v primerjavi s 1. dnem
vzor¢enja ugotovili 4. dan pri sklepnih hrustancih zakopanih in nezakopanih okoncin
(tabeli 16 in 17). Delez viabilnih hondrocitov je v sklepnih hrustancih vseh okonc¢in ne glede
na to, ali so bile zakopane ali nezakopane, zacel padati ze 2. dan vzor¢enja (tabeli 16 in 17).
Statisticno znacilnih razlik v delezu viabilnih hondrocitov med sklepnimi hrustanci zakopanih
in nezakopanih okoncin nismo ugotovili 3., 4. in 8. dan vzorcenja (p-vrednost od 0,1230 do
0,3680). Ko smo primerjali deleze viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih zakopanih in
nezakopanih okoncin 1., 2. in 5. dan vzorcenja, smo ugotovili, da so imeli sklepni hrustanci
zakopanih okoncin statisti¢no vi§ji delez viabilnih hondrocitov (p-vrednost 1. in 2. dan —
0,0110; 5. dan—0,0350). V primerjavi med sklepnimi hrustanci zakopanih (12,13 %, IQR: 3,47
do 22,58 %) in nezakopanih (4,10 %, IQR: 0,00 do 11,85 %) okoncin je bila mediana deleza
viabilnih hondrocitov 4. dan vzorcenja visja pri sklepnih hrustancih zakopanih okoncin

(slika 14).



M. Cvetko: Dolo¢anje posmrtnega intervala ... v kolenskem sklepu prasicev 76

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Doktorska disertacija

Tabela 16: Delez viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov nezakopanih zadnjih okoncin
(%) na dan vzorcenja poleti in rezultati Kruskal-Wallisovega testa v primerjavi s prvim dnem z uporabo metode
s tripanskim modrilom

Table 16: Proportion of viable chondrocytes in the articular cartilages of the knee joints of unburied hind legs
(%) by day of sampling in the fall and Kruskal-Wallis test results compared to the first day via the trypan blue

method
Dan | Letni | Minimum 1.Q Mediana | 3.Q | Maksimum KWT
cas

1 Poletje 45,36 64,26 67,03 70,46 72,23 /

2 Poletje 2,13 12,86 20,01 29,58 34,33 ns

3 Poletje 2,26 9,61 15,79 32,57 57,89 ns

4 Poletje 0,00 0,00 4,10 11,85 26,04 p <0,05
5 Poletje 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 p <0,05
8 Poletje 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 p <0,05

Legenda: 1 Q — prvi kvartil; 3 Q — tretji kvartil; KWT — Kruskal-Wallisov test; ns — ni statisti¢no znacilno

Tabela 17: Delez viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov zakopanih zadnjih okonéin (%)
na dan vzorcenja poleti in rezultati Kruskal-Wallisovega testa v primerjavi s prvim dnem z uporabo metode s
tripanskim modrilom

Table 17: Proportion of viable chondrocytes in the articular cartilages of the knee joints of buried hind legs (%)
by day of sampling in the fall and Kruskal-Wallis test results compared to the first day via the trypan blue

method
Dan | Letni | Minimum 1.Q Mediana | 3. Q | Maksimum KWT
¢as

1 Poletje 30,25 54,55 58,30 60,20 67,31 /

2 Poletje 15,94 27,55 35,39 37,59 45,92 ns

3 Poletje 13,73 23,93 33,87 35,30 71,57 ns

4 Poletje 0,00 3,47 12,13 22,58 46,62 p <0,05
5 Poletje 0,00 0,00 0,00 1,12 2,81 p <0,05
8 Poletje 0,00 0,00 0,00 0,00 0,99 p <0,05

Legenda: 1 Q — prvi kvartil; 3 Q — tretji kvartil; KWT — Kruskal-Wallisov test; ns — ni statisti¢no znacilno
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Slika 14: Primerjava deleZev viabilnih hondrocitov med sklepnimi hrustanci kolenskih sklepov zakopanih
in nezakopanih zadnjih okoncin poleti na dan vzoréenja pri metodi s tripanskim modrilom;
ns, ni statisticno znacilno; *, p < 0,05. Okvir predstavlja spodnji in zgornji kvartil, ¢rta v okviru oznacuje
mediano, ro¢aji oznacujejo najmanjso in najvecjo vrednost brez osamelcev, ki so oznaceni s tockami.

Figure 14: Comparison of the proportion of viable chondrocytes between the articular cartilages of the
knee joints of buried and unburied hind legs in summer on the day of sampling via the trypan blue
method; ns, not statistically significant; *, p < 0.05. The box represents the lower and upper quartiles, the line in
the box represents the median, and the handles represent the minimum and maximum values without outliers,
which are indicated by dots.

Povpre¢ne temperature na povrsini in globini grobov, povprecje in standardna napaka v delezu
viabilnih hondrocitov sklepnih hrustancev zakopanih in nezakopanih okonc¢in za vsak dan
vzor¢enja (1., 2., 3., 4., 5., 8. in 10. dan po evtanaziji) in vsak letni Cas so prikazani v Prilogi 3

na slikah 34-37.
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4.4 PRIMERJAVA REZULTATOV METODE S CLSM IN S TM

Slike 15—18 prikazujejo rezultate primerjav delezev viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih
kolenskih sklepov zakopanih in nezakopanih okonc¢in med metodama s CLSM in TM. V
vsakem paru slik je prikaz primerjave deleza viabilnih hondrocitov med sklepnimi hrustanci
nezakopanih (A) in zakopanih okonc¢in (B). Nad vsakim okvirom z ro¢aji so rezultati

Wilcoxonovega testa vsote rangov.

4.4.1 Jesen

Jeseni smo statistiéno znacilne razlike v delezu viabilnih hondrocitov med metodama s CLSM
in TM pri sklepnih hrustancih nezakopanih okoncin (slika 15 A) ugotovili le 2. in 5. dan
vzorcenja (p-vrednosti 2. dan — 0,0360; 5. dan — 0,0040). Druge dni vzor¢enja ni bilo statisticno
znacilnih razlik v delezu viabilnih hondrocitov med metodama s CLSM in TM pri sklepnih
hrustancih nezakopanih okoncin, kljub temu pa je bil standardni odklon pri metodi s TM v

primerjavi z metodo s CLSM visji 3., 4., 8. in 10. dan vzorcenja.

Jeseni smo statisticno znacilne razlike v delezu viabilnih hondrocitov med metodama s CLSM
in TM pri sklepnih hrustancih zakopanih okonc¢in (slika 15 B) ugotovili le 2. in 5. dan vzor€enja
(p-vrednost 2. dan — 0,0020; 5. dan < 0,0001). Druge dni vzorcenja ni bilo statisticno znacilnih
razlik v deleZu viabilnih hondrocitov med metodama s CLSM in TM pri sklepnih hrustancih
zakopanih okonc¢in, kljub temu pa je bil standardni odklon v delezu viabilnih hondrocitov pri

metodi s TM v primerjavi z metodo s CLSM visji 2., 3., 4., 8. in 10. dan vzorcenja.
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Slika 15: Primerjava deleZev viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov nezakopanih
(A) in zakopanih (B) zadnjih okon¢in med metodo s konfokalnim laserskim skenirnim mikroskopom in
metodo s tripanskim modrilom jeseni na dan vzoréenja; ns, ni statisticno znacilno; ***, p < 0,0001;

** p<0,001; *, p<0,05. Okvir predstavlja spodnji in zgornji kvartil, ¢rta v okviru oznacuje mediano, rocaji
oznacujejo najmanj$o in najvecjo vrednost brez osamelcev, ki so oznaceni s tockami.

Figure 15: Comparison of the proportions of viable chondrocytes in the articular cartilages of the knee
joints of unburied (A) and buried (B) hind legs between the confocal scanning microscopy method and the
trypan blue method in the fall on the day of sampling; ns, not statistically significant; ***, p <0.0001;
** p<0.001; *, p<0.05. The box represents the lower and upper quartiles, the line in the box indicates the
median, the handles show the minimum and maximum values without outliers, which are indicated by dots.
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4.4.2 Zima

Pozimi smo statisti¢no znacilne razlike v delezu viabilnih hondrocitov med metodama s CLSM
in TM pri sklepnih hrustancih nezakopanih okoncin (slika 16 A) ugotovili le 8. dan vzor¢enja
(p-vrednost 0,0380). Druge dni vzorcenja ni bilo statisticno znacilnih razlik v delezu viabilnih
hondrocitov med metodama s CLSM in TM pri sklepnih hrustancih nezakopanih okoncin, kljub
temu pa je bil standardni odklon pri metodi s TM v primerjavi z metodo s CLSM visji 2., 3., 4.

in 5. dan vzorcenja.

Pozimi smo statisti¢no znacilne razlike v delezu viabilnih hondrocitov med metodama s CLSM
in TM pri sklepnih hrustancih zakopanih okoncin (slika 16 B) ugotovili 10. dan vzorcenja
(p-vrednost 0,0290). Druge dni vzorcenja ni bilo statisticno znacilnih razlik v delezu viabilnih
hondrocitov med metodama s CLSM in TM pri sklepnih hrustancih zakopanih okon¢in, kljub
temu pa je bil standardni odklon v delezu viabilnih hondrocitov pri metodi s TM v primerjavi

z metodo s CLSM vi§ji 2., 3., 4., 5. in 8. dan vzorCenja.
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Slika 16: Primerjava deleZev viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov nezakopanih
(A) in zakopanih (B) zadnjih okon¢in med metodo s konfokalnim laserskim skenirnim mikroskopom in
metodo s tripanskim modrilom pozimi na dan vzorcenja; ns, ni statisticno znacilno; *, p < 0,05. Okvir
predstavlja spodnji in zgornji kvartil, ¢rta v okviru oznacuje mediano, ro¢aji oznacujejo najmanjso in najvecjo
vrednost brez osamelcev, ki so oznaceni s toCkami.

Figure 16: Comparison of the proportions of viable chondrocytes in the articular cartilages of the knee
joints of unburied (A) and buried (B) hind legs between the confocal scanning microscopy method and the
trypan blue method in winter on the day of sampling; ns, not statistically significant; *, p < 0.05. The box
represents the lower and upper quartiles, the line in the box indicates the median, the handles show the minimum
and maximum values without outliers, which are indicated by dots.
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4.4.3 Pomlad

Spomladi smo statisticno znacilne razlike v delezu viabilnih hondrocitov med metodama s
CLSM in TM pri sklepnih hrustancih nezakopanih okoncin (slika 17 A) ugotovili prve 3 dni in
8. dan vzorcenja (p-vrednost od < 0,0001 do 0,0450). Druge dni ni bilo statisticno znacilnih
razlik v delezu viabilnih hondrocitov med metodama s CLSM in TM pri sklepnih hrustancih
nezakopanih okon¢in, kljub temu pa je bil standardni odklon v delezu viabilnih hondrocitov pri

metodi s TM v primerjavi z metodo s CLSM visji 2., 3., 5. in 10. dan vzorc¢enja.

Spomladi smo statisticno znacilne razlike v delezu viabilnih hondrocitov med metodama s
CLSM in TM pri sklepnih hrustancih zakopanih okoncin (slika 17 B) ugotovili prve 4 dni
vzorcenja (p-vrednost od < 0,0001 do 0,0090). V tem letnem ¢asu ni bilo statisticno znacilnih
razlik v delezu viabilnih hondrocitov med metodama s CLSM in TM pri sklepnih hrustancih
zakopanih okoncin, kljub temu pa je bil standardni odklon v delezu viabilnih hondrocitov pri

metodi s TM v primerjavi z metodo s CLSM visji vse dni vzorcenja.
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Slika 17: Primerjava deleZev viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov nezakopanih
(A) in zakopanih (B) zadnjih okon¢in med metodo s konfokalnim laserskim skenirnim mikroskopom in
metodo s tripanskim modrilom spomladi na dan vzor€enja; ns, ni statistino znacilno; ***, p < 0,0001;
** p<0,001; *, p <0,05. Okvir predstavlja spodnji in zgornji kvartil, ¢rta v okviru oznacuje mediano, rocaji

oznacujejo najmanj$o in najvecjo vrednost brez osamelcev, ki so oznaceni s tockami.

Figure 17: Comparison of the proportions of viable chondrocytes in the articular cartilages of the knee
joints of unburied (A) and buried (B) hind legs between the confocal scanning microscopy method and the
trypan blue method in spring on the day of sampling; ns, not statistically significant; ***, p <0.0001;

** p<0.001; *, p<0.05. The box represents the lower and upper quartiles, the line in the box indicates the
median, the handles show the minimum and maximum values without outliers, which are indicated by dots.
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4.4.4 Poletje

Poleti smo statisti¢no znacilne razlike v deleZzu viabilnih hondrocitov med metodama s CLSM
in TM pri sklepnih hrustancih nezakopanih okonc¢in (slika 18 A) ugotovili prve 4 dni vzorcenja
(p-vrednost od <0,0001 do 0,0030). 5. dan vzor¢enja ni bilo statisticno znacilnih razlik v delezu
viabilnih hondrocitov med metodama s CLSM in TM pri sklepnih hrustancih nezakopanih
okoncin, kljub temu pa je bil standardni odklon v delezu viabilnih hondrocitov pri metodi s TM

v primerjavi z metodo s CLSM visji 3. dan vzor¢enja.

Poleti smo statisticno znacilne razlike v delezu viabilnih hondrocitov med metodama s CLSM
in TM pri sklepnih hrustancih zakopanih okonc¢in (slika 18 B) ugotovili vse dni vzoréenja
(p-vrednost 0,0001 do 0,0010). Standardni odklon v delezu viabilnih hondrocitov je bil pri

metodi s TM v primerjavi z metodo s CLSM visji 2., 3. in 4. dan vzorcenja.
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Slika 18: Primerjava deleZev viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov nezakopanih
(A) in zakopanih (B) zadnjih okon¢in med metodo s konfokalnim laserskim skenirnim mikroskopom in
metodo s tripanskim modrilom poleti na dan vzoréenja; ns, ni statisti¢no znacilno; *** p <0,0001;

** p<0,001; *, p <0,05. Okvir predstavlja spodnji in zgornji kvartil, ¢rta v okviru oznacuje mediano, rocaji
oznacujejo najmanj$o in najvecjo vrednost brez osamelcev, ki so oznaceni s tockami.

Figure 18: Comparison of the proportions of viable chondrocytes in the articular cartilages of the knee
joints of unburied (A) and buried (B) hind legs between the confocal scanning microscopy method and the
trypan blue method in summer on the day of sampling; ns, not statistically significant; ***, p <0.0001;
** p<0.001; *, p <0.05. The box represents the lower and upper quartiles, the line in the box indicates the
median, the handles show the minimum and maximum values without outliers, which are indicated by dots.
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4.5 REGRESIJSKI MODEL

Z razvojem multiplega linearnega regresijskega modela smo proucili vpliv razli¢nih dejavnikov
na prezivetje hondrocitov, saj smo hkrati upostevali vse letne Case ter zakopane in nezakopane
okoncine. Ugotovili smo, da na delez viabilnih hondrocitov statisticno znacilno vplivata
neodvisni spremenljivki zakop in dan vzor¢enja ter njuna interakcija z letnimi ¢asi (p < 0,0001).
Rezultati so pokazali, da je deleZ viabilnih hondrocitov vsak dan povprecno padel za 4,32 %.
Poleg tega je bil delez viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih nezakopanih okoncin v
povprecju nizji za 8,20 % v primerjavi s sklepnimi hrustanci zakopanih okoncin. Na sliki 19 sta
prikazani krivulji deleza viabilnih hondrocitov lo¢eno za sklepne hrustance zakopanih in
nezakopanih okoncin za vse letne Case skupaj. Vecina dni vzorcenj in letnih ¢asov je pokazala
tudi statisti¢no znacilno interakcijo med tema dvema spremenljivkama, kar pomeni, da se delez
viabilnih hondrocitov v posameznih dneh vzorcenja lahko spreminja glede na letni ¢as. Na sliki
20 so prikazane krivulje deleza viabilnih hondrocitov loceno glede na letni ¢as za sklepne
hrustance zakopanih in nezakopanih okoncin skupaj. Model je pojasnil 87,86 % variacije v
delezu viabilnih hondrocitov, ugotovljenim z metodo s CLSM. Preostalih 12,14 %, ki jih model

ne pojasni, je posledica drugih spremenljivk, ki niso bile vklju¢ene v analizo.
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Slika 19: Prikaz povprecnega deleza viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov
zakopanih in nezakopanih zadnjih okon¢in (to¢ka) in standardne napake (ro¢aja) na dan vzorcenj glede
na zakop okoncin

Figure 19: Representation of the average percentage of viable chondrocytes in the buried and unburied
articular cartilages (dot) and the standard error (bar) per sampling day depending on the burial of the
sample
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Slika 20: Prikaz povprecnega deleza viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov
zakopanih in nezakopanih zadnjih okon¢in (to¢ka) in standardne napake (ro¢aja) na dan vzorcenj glede
na letni ¢as

Figure 20: Representation of the average percentage of viable chondrocytes in the buried and unburied
articular cartilages (dot) and the standard error (bar) per sampling day depending per season
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4.6 REZULTATI ENTOMOLOSKE PREISKAVE

Zuzelke smo na nezakopanih okondinah opazili spomladi in poleti, medtem ko smo na
zakopanih okoncinah opazili posamezne Zuzelke le poleti. Pozimi in jeseni zuZelk na okonc¢inah
nismo opazili. Poleti smo tik ob nezakopanih okonc¢inah ugotovili visje temperature kot na
povrsini groba, medtem ko se spomladi temperature tik ob okoncinah niso razlikovale od
temperatur na povrsSini groba. Temperature tik ob zakopanih okoncinah se poleti in spomladi
niso razlikovale od temperatur v globini groba. Stevilo zuZelk, temperature tik ob nezakopanih
okoncinah, na grobu, povpre¢ne dnevne temperature in prisotnost padavin predstavljamo v

tabeli 18.

4.6.1 Pomlad

Spomladi do 8. dne vzorcenja po evtanaziji na okoncinah nismo opazili Zuzelk ali njihovih
razvojnih oblik. 8. dan vzorcenja smo na sklepnem hrustancu vseh nezakopanih okoncin opazili
malo li¢ink muh druzine Calliphora spp., posamezne li¢inke muh druzine Sarcophagidae spp.
in hro$¢e rodu Qiceoptoma spp. ter Hipster spp. Zuzelke so 8. in 10. dan vzoréenja prekrivale
manj kot 25 % okoncine. 10. dan vzorcenja smo opazili le Se hroS¢e rodu Oiceoptoma spp.
Temperatura tik ob nezakopanih okonc¢inah se ni znatno razlikovala od temperature na povrsini
grobov. Na sklepnem hrustancu zakopanih okon¢in spomladi nismo opazili ZuZelk ali njihovih

li¢ink.
4.6.2 Poletje

Prve li¢cinke muh druzine Calliphora spp. so se poleti na nezakopanih okoncinah pojavile
2. dan po evtanaziji praSiev in so prekrivale manj kot 25 % okoncine. Temperatura tik ob

nezakopanih okonc¢inah je bila za 0,6 °C vi§ja od temperature na povrsini grobov.

4. dan vzorcenja se je Stevilo li¢ink muh druzine Calliphora spp. precej povecalo, zuzelke so
prekrivale med 25 in 50 % okoncine, mehka tkiva okoncin so bila blago obZrta. Temperatura

tik ob nezakopanih okoncinah je bila za 1,1 °C vi§ja od temperature na povrsini grobov.

5. dan vzorcenja je bilo Stevilo li¢ink muh druzine Calliphora spp. najvecje, zuzelke so
prekrivale vec¢ kot 50 % okoncine, opazili pa smo tudi posamezne hros¢e rodu Creophilus spp.

in Saprinus spp., mehka tkiva okonc¢in so bila zmerno obzrta, delno so se kazale kosti, na zemlji



M. Cvetko: Dolo¢anje posmrtnega intervala ... v kolenskem sklepu prasicev {0

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Doktorska disertacija

v okolici okon¢in pa smo opazili belo peno. Temperatura tik ob nezakopanih okoncinah je bila

za 2,2 °C vi§ja od temperature na povrsini grobov.

8. dan vzorcenja se je Stevilo li¢ink muh druzine Calliphora spp. mo¢no zmanjsalo, zuzelke so
prekrivale manj kot 25 % okoncine, opazili smo tudi posamezne hrosc¢e rodu Creophilus spp.
in Saprinus spp. Mehka tkiva okon¢in so bila pretezno obzrta, kosti so bile skoraj popolnoma
gole, hrustanec pa izsuSen. Temperatura tik ob nezakopanih okoncinah je bila za 0,2 °C vi§ja

od temperature na povrsini grobov.

Na sklepnem hrustancu zakopanih okon¢in smo 4., 5. in 8. dan vzorcenja opazili le posamezne
hros¢e rodu Creophilus spp., licink muh na okonc¢inah ni bilo. Temperatura tik ob nezakopanih
okoncinah je bila enaka temperaturi na povrsini grobov. Razkroj nezakopanih okoncin je

prikazan na slikah 21-25.

Tabela 18: Semikvantitativna ocena Stevila Zuzelk temperatura izmerjena tik ob nezakopanih zadnjih okoncinah,
temperatura na povrsini, povpre¢na dnevna temperatura in padavine poleti in spomladi.

Table 18: Semiquantitative assessment of the number of arthropods, the temperature measured directly by the
hind legs, the surface temperature and the average daily temperature and precipitation in the summer and spring

months.
Dan | Letni Stevilo Stevilo Temperature | Temperature | Povpreéne | Padavine
cas ZuZelk na/v | ZuZelk na/v tik ob na povrsini dnevne
zakopanih | nezakopanih | nezakopanih °C) temperature
okoncinah okoncinah okoncinah °O)
CO
1. | Pomlad / / 11,1 11,1 13,0 Ne
2. | Pomlad / / 6,1 6,1 12,1 Ne
3. | Pomlad / / 8,3 8,3 12,7 Ne
4. | Pomlad / / 9,3 9,3 10,1 Da
5. | Pomlad / / 7,3 7,3 11,3 Ne
8. | Pomlad / + 11,3 11,2 11,2 Da
10. | Pomlad / + 7,1 7 11,6 Ne
1. | Poletje / / 26,3 26,3 28,1 Ne
2. Poletje / + 21,5 20,9 25,2 Da
3. Poletje / + 17,9 17,4 18,5 Da
4. | Poletje P ++ 17,8 16,7 22,4 Da
5. | Poletje P +++ 18,2 16 25,8 Ne
8. | Poletje P + 20,7 20,5 23,2 Ne

Legenda: / = ni bilo zuzelk, P = posamezne, + = malo (<25 %), ++ = zmerno (25-50 %), +++ = veliko (> 50 %)

Stevilo zuzelk.
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Slika 21: Nezakopane zadnje okonc¢ine poleti — 2. dan vzorcenja; malo Stevilo licink (rdeca pusc€ica).

Figure 21: Unburied hind legs in summer — 2nd day of sampling; small number of larvae (red arrow).

Slika 22: Nezakopane zadnje okoncine poleti — 3. dan vzoréenja; malo Stevilo li¢ink (rdeéa puscica).

Figure 22: Unburied hind legs in summer — 3rd day of sampling; small number of larvae (red arrow).
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Slika 23: Nezakopane zadnje okoncine poleti — 4. dan vzoréenja; zmerno Stevilo li¢ink (rdeca pus€ica).

Figure 23: Unburied hind legs in summer — 4th day of sampling; moderate number of larvae (red arrow).

Slika 24: Nezakopane zadnje okoncine poleti — 5. dan vzorcenja; veliko Stevilo li¢ink (rdeca puséica), pena
(zelena puscica).

Figure 24: Unburied hind legs in summer — 5th day of sampling; large number of larvae (red arrow), foam
(green arrow).
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Slika 25: Nezakopane zadnje okoncine poleti — 8. dan vzorcenja; pretezno obzrta mehka tkiva.

Figure 25: Unburied hind legs in summer — 8th day of sampling; soft tissues are largely caten away.
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5 RAZPRAVA

Ceprav je hrustanec tkivo, ki je dobro zavarovano pred vplivi okolja, in Geprav so hondrociti
obstojne celice z dolgo Zivljenjsko dobo, zaS¢itene z veliko ZCM, so bili ti v zadnjih desetletjih
pri dolocanju PMI v humani forenzi¢ni medicini in forenzi¢ni veterini delezni malo pozornosti.
Vecina od teh malostevilnih in razmeroma skopih raziskav, s katerimi so ugotavljali viabilnost
hondrocitov in z nekaterimi celo skusali dolociti PMI, je potekala v nadzorovanih in vitro
pogojih (135, 144, 146, 155, 156, 158). Ti lahko zgolj posnemajo posamezne dejavnike, ki jim
je truplo izpostavljeno v naravnem okolju, ne morejo pa uposStevati vseh dejavnikov in

njihovega medsebojnega vpliva.

Vrzel v dolo¢anju PMI z ugotavljanjem viabilnosti hondrocitov smo skusali vsaj delno zapolniti
z naso raziskavo, v kateri smo v naravnem okolju proucili vpliv zunanjih dejavnikov — Casa,
temperature, vlage in Zuzelk na viabilnost hondrocitov v kolenskih sklepih zakopanih in
naravnem okolju pada na enak nacin kot v in vitro pogojih. Za ugotavljanje viabilnosti
hondrocitov smo izbrali metodo s CLSM, ki je bila najpogosteje uporabljena metoda v sorodnih
raziskavah (144, 146, 149, 173), in s tem zeleli ugotoviti, ali je metoda sploh primerna za
ugotavljanje viabilnosti hondrocitov in posledi¢no dolo¢anje PMI pri prasi¢ih. Ker ta metoda
zahteva specificno znanje in drago opremo, zaradi ¢esar je manj primerna za rutinsko uporabo,
smo za primerjavo v nasi raziskavi delez viabilnih hondrocitov ugotavljali tudi z metodo s TM,
ki je cenovno ugodnejSa, njena izvedba pa je dokaj enostavna. Rezultate obeh metod smo
primerjali med seboj. Hrustanec kolenskih sklepov prasi¢ev smo uporabili zaradi podobnosti s
hrustancem kolenskih sklepov ljudi, saj prav praSice pogosto uporabljajo kot analog cloveskim
truplom tudi v drugih tafonomskih raziskavah. Anatomska in fizioloSka podobnost prasicev z
ljudmi namre¢ zagotavlja dobro podlago za empiri¢ne raziskave razgradnje trupla v forenzi¢ni
entomologiji, tafonomiji in ekologiji (22, 44, 93, 164). Vzorce hrustanca smo odvzeli iz
kolenskih sklepov, saj smo zaradi njihove velikosti lahko odvzeli zadostno Stevilo vzorcev
osteohondralnih cilindrov in s tem omogocili ustrezno statisticno vrednotenje rezultatov.
Obenem je hrustanec v kolenskih sklepih v primerjavi s hrustanci glave, vratu in trupa manj

izpostavljen telesnim bakterijam, ki so najStevilénejSe v prebavilih in dihalih (5, 146).
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Naso raziskavo smo zasnovali tako, da smo eno okoncino vsakega prasic¢a pustili na povrsini
zemlje, drugo pa zakopali v zemljo, v t. i. "plitke grobove" globine 50 cm, v katerih so bila
zakopana trupla v opisanih forenzi¢nih primerih pri ljudeh (174, 175). Z zakopom okonc¢in smo
zeleli izkljuciti ali vsaj omejiti vpliv temperaturnih nihanj, padavin in zuzelk na hrustanec in s
tem preveriti uc¢inek zakopa na viabilnost hondrocitov ter na koncu primerjati viabilnost

hondrocitov pri zakopanih in nezakopanih okonc¢inah.

Med raziskavo smo vsak dan vzorCenja izmerili temperaturo s termometrom s sondo, ki je
omogocal merjenje temperature, kjer so bile okoncine, in sicer na povrsini zemlje in zakopane
temperaturi okolice smo pridobili z glavne meteoroloSke postaje za Osrednjo Slovenijo, ki je
od kraja raziskave sicer oddaljena 3,4 km, a je v okolju s podobno mikroklimo, kot jo ima kraj

raziskave.

V podobnih raziskavah so nekateri raziskovalci hondrocite Steli rocno (146), nekateri pa
avtomatsko z uporabo razli¢nih ra¢unalniskih programov (147-149). Da bi ugotovili najboljsi
nacin $tetja za naso raziskavo, smo v t. i. pilotski raziskavi hondrocite z metodo s CLSM Steli
ro¢no in avtomatsko z uporabo programa ImageJ, ki je bil pogosto uporabljen program za Stetje
celic tudi v drugih podobnih raziskavah (146). Ker program ni razlikoval delcev propadlih
celicnih membran od viabilnih hondrocitov in ni zaznal vseh hondrocitov, zlasti ko so se ti
prekrivali, smo v pilotski raziskavi ob primerjavi rezultatov avtomatskega in rocnega Stetja
ugotovili odstopanja v delezu viabilnih hondrocitov. Zaradi napak, ki so nastale pri
avtomatskem Stetju, smo se odlo¢ili, da Stetje s CLSM izvajamo zgolj ro¢no. Pri metodi s TM
smo Stetje hondrocitov opravljali ro¢no z uporabo Biirker-Tiirkove Stevne komore in

svetlobnega mikroskopa.

Ker literature o viabilnosti hondrocitov v naravnem okolju nismo zasledili, rezultati raziskav,
ki so bile pretezno opravljene na kolenskih sklepih ljudi, pa so zelo skopi, smo ugotovitve nase
raziskave primerjali z ugotovitvami in vitro raziskav na kolenskih sklepih ljudi in na humanih
presadkih hrustanca, uporabljenih v tkivnih bankah in za zdravljenje osteoartritisa. Hrustanec
so v teh raziskavah hranili v optimalnem okolju, ki je hondrocitom omogocalo najdaljsi Cas
prezivetja (135, 146, 155, 156). Rezultate naSe raziskave smo primerjali tudi z rezultati
forenzi¢nih in vitro raziskav, v katerih so vzorce hrustanca ¢loveskih kolenskih sklepov hranili

v celi¢nih medijih, ki naj bi posnemali razmere v ¢loveskih truplih, in v razli¢nih, a stabilnih
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temperaturnih obmocjih (134, 149, 159). Te raziskave so ugotavljale vpliv le posameznega
zunanjega dejavnika na delez viabilnih hondrocitov, najpogosteje vpliv temperature, ¢asa po
odvzemu hrustanca in vpliv celi¢nih medijev, v katerih so hranili hrustanec. V teh raziskavah
pa niso ugotavljali vpliva vlage, aktivnosti zuzelk, zakopa, padavin in drugih zunanjih
dejavnikov ter medsebojnega vpliva ve¢ dejavnikov, ki jim je izpostavljeno truplo v naravnem

okolju in lahko na truplo ali drug na drugega delujejo sinergisticno ali antagonisti¢no.

V nasi raziskavi smo v vseh letnih Casih z obema metodama v 10-dnevnem obdobju vzorcenja
ugotovili postopen padec deleza viabilnih hondrocitov v hrustancih kolenskih sklepov
zakopanih in nezakopanih okon¢in. Obenem smo ugotovili, da je delez viabilnih hondrocitov
vsak dan povprecno padel za 4,32 %. V prvih dneh vzoréenja smo pri zakopanih in nezakopanih
okoncinah v vseh letnih ¢asih ugotovili majhen, statisticno neznacilen padec deleza viabilnih
hondrocitov, ki so ga v prvih dneh vzorcenja opazili tudi v in vitro raziskavah, namenjenih
zdravljenju humanega osteoartritisa, in v forenzi¢nih in vitro raziskavah na vzorcih ¢loveskega
hrustanca (134, 135, 144, 146, 155, 159). V nekaterih od teh raziskav so to obdobje poimenovali
obdobje platoja. Menimo, da je obdobje platoja posledica majhnih potreb po kisiku in hranilih,
ki jih imajo hondrociti, zato v prvih dneh po smrti organizma propadajo zelo pocasi. K daljSemu
Casu prezivetja hondrocitov pa so najverjetneje pripomogli tudi ZCM in tkiva, ki obdajajo
hrustanec (kite in fascije). Kite in fascije so hondrocitom najverjetneje nudile zasc¢ito pred
dejavniki okolja, porozna mreza, ki jo oblikuje ZCM, pa je po nasem mnenju najverjetneje tudi
po smrti organizma omogocila difuzijo zalog hranil in kisika iz sinovijske tekocine, obenem pa
mikrobioti onemogocila dostop do hondrocitov in s tem preprecila njihov razkroj. Po porabi
zaloge hranil in kisika v sinovijski tekoc€ini so hondrociti najverjetneje presli v anaeroben
metabolizem in izgubili sposobnost vzdrZzevanja homeostaze, zato so zaceli postopoma vedno
hitreje propadati. Kumar in sod. (2018) so ugotovili, da ob izgubi sposobnosti vzdrzevanja
homeostaze nastanejo nepopravljive poSkodbe celicne membrane, zaradi katerih iztekajo
citosolni encimi (38), ki so po naSem mnenju poskodovali membrane drugih hondrocitov.
Menimo, da so se ob spros¢anju citosolnih encimov v nasi raziskavi sprostile tudi celicne
esteraze, ki so pri metodi s CLSM hidrolizirale acetoksimetilni ester barvila Ca-AM. Prost
kalcein se je najverjetneje kopicil v ZCM in ga obarval zeleno, vendar pa to obarvanje ni bilo
tako moc¢no, da bi povzrocilo tezave pri Stetju hondrocitov. V nasi raziskavi je bila intenzivnost

zelenega obarvanja ZCM sorazmerna z deleZem neviabilnih hondrocitov.
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Pri primerjavi delezev viabilnih hondrocitov v zakopanih in nezakopanih okon¢inah z metodo
s CLSM smo ugotovili, da je delez viabilnih hondrocitov v zakopanih okon¢inah v primerjavi
z nezakopanimi okonc¢inami zacel padati kasneje, padec pa je bil poCasnejsi, ob tem pa je imel
hrustanec zakopanih okon¢in povprecno 8,20 % vecji delez viabilnih hondrocitov kot hrustanec
nezakopanih okoncin. Menimo, da je prst, ki je ustvarila bariero med hrustancem zakopanih
okon¢in in zunanjim okoljem, s tem zmanjSala vpliv okoljskih dejavnikov. V nam dostopnih
raziskavah so ugotovili, da se vpliv okoljskih dejavnikov, kot so padavine, temperaturna
nihanja, mrhovinarji in prisotnost zuzelk, z globino zakopa trupla zmanjSuje. Trupla, zakopana
v globini, manj$i od 30 cm, so v teh raziskavah razpadala hitreje kot trupla, zakopana v globino
50 cm ali globlje, grobovi z globino 50 cm so namre¢ ohranjali stabilnejSe temperature in
obenem trupla §¢itili pred vplivom dezja, ki s poSkodovanjem tkiva pospeSuje razkroj tkiv, z
ohranjanjem vlazne podlage pa prepreci izsuSitev trupla, ki bi sicer upocasnila ali popolnoma
ustavila delovanje razkrojevalcev trupla, predvsem li¢ink muh in bakterij (90-93). Tudi v nasi
raziskavi smo v grobovih ugotovili stabilnejSe temperature kot na povrsini, zato menimo, da je
prst delovala kot izolacijska plast in s tem v grobovih ohranjala stabilnejSe temperature kot na

povrsini.

Kot smo pricakovali, smo razlike v temperaturah ugotovili tudi v razli¢nih letnih ¢asih. Jeseni
so temperature med vzorcenji v grobovih znasale od 8,2 do 12,5 °C, dnevne temperature pa od
2,3 do 14,1 °C. Povprecna temperatura v grobovih je jeseni znasala 11,3 °C, povpre¢na dnevna
temperatura pa 7,4 °C. Pri primerjavi deleZev viabilnih hondrocitov v zakopanih in nezakopanih
okoncinah z metodo s CLSM jeseni noben dan vzorcenja nismo ugotovili statisti¢no znacilnih
razlik. Z metodo s CLSM pa smo ugotovili, da je bil padec deleZa viabilnih hondrocitov v
hrustancih kolenskih sklepov nezakopanih okon¢in jeseni prvih 5 dni majhen in v primerjavi s
1. dnem vzorcenja statisticno neznacilen, ne moremo pa izkljuciti, da ni bil statisticno
neznacilen do 7. dneva, saj 6. in 7. dan nismo vzor¢ili. V hrustancih kolenskih sklepov
zakopanih okoncin pa smo z metodo s CLSM ugotovili, da je bil padec deleza viabilnih
hondrocitov majhen in v primerjavi s 1. dnem vzorcenja statistiéno neznacilen prve 4 dni. V
naslednjih vzorcenjih pa smo v hrustancih kolenskih sklepov zakopanih in nezakopanih
okoncin zabeleZili velik in v primerjavi s 1. dnem vzor€enja statisticno znacilen padec deleza
viabilnih hondrocitov. Jeseni smo ugotovili, da je delez viabilnih hondrocitov v hrustancih
kolenskih sklepov zakopanih okoncin zacel statisti¢no znacilno padati prej kot pri nezakopanih

okoncinah, kar nas je presenetilo, saj smo pri¢akovali, da bo delez viabilnih hondrocitov zacel
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statisticno znacilno padati prej v sklepnih hrustancih nezakopanih kot v sklepnih hrustancih
zakopanih okoncin. Ker so bile v tem obdobju razlike v temperaturah na povrsini in v grobovih
zelo majhne, menimo, da je bil hrustanec zakopanih in nezakopanih okoncin izpostavljen
podobnim temperaturam, zaradi cesar sklepamo, da je to odstopanje posledica drugih
dejavnikov. Hkrati menimo, da je delez viabilnih hondrocitov v hrustancih kolenskih sklepov
zakopanih okonc¢in zacel jeseni dejansko padati pred 8. dnevom vzorcenja, a ker 6. in 7. dan po

evtanaziji nismo vzor¢ili, tega ne moremo zanesljivo trditi.

Pozimi so temperature med vzorenjem v grobovih znaSale od 2,5 do 5,3 °C, dnevne
temperature pa od —5,1 do 3,9 °C. Povpre¢na temperatura v grobovih je pozimi znasala 3,9 °C,
povprecna dnevna temperatura pa je pozimi znasala 0,9 °C. Pri primerjavi delezev viabilnih
hondrocitov v zakopanih in nezakopanih okonéinah z metodo s CLSM pozimi prve 3 dni nismo
ugotovili statisticno znacilnih razlik. V drugih dneh vzorcenja pa smo ugotovili statisticno
znacilne razlike v delezu viabilnih hondrocitov v hrustancih kolenskih sklepov zakopanih in
nezakopanih okon¢in. Z metodo s CLSM smo ugotovili, da je bil padec deleza viabilnih
hondrocitov v hrustancih kolenskih sklepov nezakopanih okoncin pozimi prve 4 dni majhen in
v primerjavi s 1. dnem vzorcenja statisticno neznacilen. V hrustancih kolenskih sklepov
zakopanih okon¢in pa smo z metodo s CLSM ugotovili, da je bil padec deleza viabilnih
hondrocitov majhen in v primerjavi s 1. dnem vzorcenja statisti¢no neznacilen prvih 5 dni, ne
moremo pa izkljuciti, da ni bil statisti¢éno neznacilen do 7. dneva, saj 6. in 7. dan nismo vzor¢ili.
V naslednjih vzorcenjih pa smo v hrustancih kolenskih sklepov zakopanih in nezakopanih
okoncin zabeleZili velik in v primerjavi s 1. dnem vzorcenja statisticno znacilen padec deleza
viabilnih hondrocitov. V raziskavah, namenjenih zdravljenju osteoartritisa, je zacetni postopni
padec deleza viabilnih hondrocitov pri podobni temperaturi 4 °C trajal ve¢ kot 15 dni, delez
viabilnih hondrocitov pa je po enem mesecu znasal tudi do 70 % (135, 146, 155). V forenzi¢nih
in vitro raziskavah na vzorcih ¢loveSkega hrustanca je zacCetni postopni padec deleza viabilnih
hondrocitov pri temperaturi 4 °C trajal 5 do 10 dni, deleZ viabilnih hondrocitov pa je v tem
obdobju znasal 85 do 96 % (134, 144, 159). Do podobnih ugotovitev so prisli tudi Hicks in sod.
(2006), ki so v forenzic¢nih raziskavah v sklepnem hrustancu trupel ljudi ugotovili, da je bila
viabilnost hondrocitov najvi§ja pri temperaturi 4 °C. V njihovi raziskavi je en mesec po smrti
osebe bilo viabilnih Se 70 % hondrocitov, dva meseca pa 38 % (146). Tudi v nasi raziskavi je
bil hrustanec zakopanih okoncin pozimi izpostavljen podobni temperaturi, vendar smo v

primerjavi s prej omenjenimi raziskavami ugotovili ve¢ji padec deleza viabilnih hondrocitov,
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zakopanih okoncin znasal 53,41 %. V nasi raziskavi so bile temperature v grobovih stabilnejse
od temperatur na povrsSini, a so tudi tam vsaj minimalno nihale, teh nihanj pa v in vitro
raziskavah ni bilo. Menimo, da sta nizji delez viabilnih hondrocitov in razlika v dolzini obdobja
platoja med naso raziskavo in prej omenjenimi raziskavami posledica manjsih temperaturnih
nihanj, ki smo jih ugotovili tako v grobovih kot tudi v okolju. Prav ugotavljanje in dokazovanje
razlik v viabilnosti hondrocitov v naravnem okolju, kjer je razpadajoci hrustanec izpostavljen
vsem okoljskim dejavnikom, in in vitro razmerah pa je bil smisel naSe raziskave, s katero smo
dokazali, da rezultati in vitro raziskav glede viabilnosti hondrocitov in posledicnem dolo¢anju
PMI niso merodajni za dolo¢anje PMI v dejanskih forenzi¢nih primerih pri zivalih in ljudeh,
ko lezi truplo v naravnem okolju. V nasi raziskavi sta na delez viabilnih hondrocitov tudi pozimi
pomembno vplivala zakop in z njim povezana temperatura, saj so bile dnevne temperature
nestabilne in tudi do 8,1 °C nizje od temperatur v grobovih izmerjenih isti dan, podnevi pa so
padle tudi pod ledis¢e. Menimo, da so temperature pod 0 °C v sklepih nezakopanih okoncin
pozimi povzro€ile hitrejsi in visji padec deleza viabilnih hondrocitov kot v sklepih zakopanih
okoncin, saj so ugotovili, da temperature pod ledis§¢em in pofasno zamrzovanje povzrocajo
nastanek ledenih kristalov, ki poSkodujejo membrane hondrocitov in njihovih organelov, s tem

pa moc¢no pospesijo njihov propad (157, 175, 176).

Spomladi so temperature med vzoréenjem v grobovih znasale od 9,2 do 11,8 °C, dnevne
temperature pa od 4,2 do 18,2 °C. Povprecna temperatura v grobovih je spomladi znasala
9,9 °C, povprecna dnevna temperatura pa 11,7 °C. Pri primerjavi deleZev viabilnih hondrocitov
v zakopanih in nezakopanih okon¢inah z metodo s CLSM spomladi prve 3 dni in 10. dan nismo
ugotovili statisticno znacilnih razlik. V ostalih dneh vzorenja pa smo ugotovili statisticno
znacCilne razlike v deleZu viabilnih hondrocitov v hrustancih kolenskih sklepov zakopanih in
nezakopanih okoncin. Z metodo s CLSM smo ugotovili, da je bil padec deleza viabilnih
hondrocitov v hrustancih kolenskih sklepov nezakopanih okoncin spomladi prve 4 dni majhen
in v primerjavi s 1. dnem vzorcenja statisticno neznacilen. V hrustancih kolenskih sklepov
zakopanih okoncin pa smo z metodo s CLSM ugotovili, da je bil padec deleza viabilnih
hondrocitov majhen in v primerjavi s 1. dnem vzor¢enja statisticno neznacilen prvih 5 dni, ne
moremo pa izkljuciti, da ni bil statisti€éno neznacilen do 7. dneva, saj 6. in 7. dan nismo vzor¢ili.
V naslednjih vzor€enjih pa smo v hrustancih kolenskih sklepov zakopanih in nezakopanih

okonc¢in zabelezili velik in v primerjavi s 1. dnem vzorcenja statisti¢no znacilen padec deleza
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viabilnih hondrocitov. Menimo, da so nestabilne in vi§je dnevne temperature v primerjavi s
temperaturami v grobovih tudi spomladi povzrocile visji padec deleza viabilnih hondrocitov v

sklepih nezakopanih okon¢in, ki je v primerjavi z zakopanimi nastopil prej.

Poleti so temperature med vzorcenjem v grobovih znasale od 17,7 do 19,8 °C, dnevne
temperature pa od 15,7 do 34 °C. Povprecna temperatura v grobovih je poleti znasala 18,7 °C,
povprecna dnevna temperatura pa 23,9 °C. Med naso raziskavo temperature v grobovih poleti
niso presegle 30 °C in so bile tudi do 14,7 °C nizje od dnevnih temperatur izmerjenih isti dan.
Pri primerjavi delezev viabilnih hondrocitov v zakopanih in nezakopanih okon¢inah z metodo
s CLSM poleti 1. in 4. dan vzoréenja nismo ugotovili statisti¢no znacilnih razlik. V drugih dneh
vzorcenja pa smo ugotovili statistiéno znacilne razlike v delezu viabilnih hondrocitov v
hrustancih kolenskih sklepov zakopanih in nezakopanih okonéin. Z metodo s CLSM smo
ugotovili, da je bil padec deleza viabilnih hondrocitov v hrustancih kolenskih sklepov
nezakopanih in zakopanih okoncin poleti v prvih 3 dneh majhen in v primerjavi s 1. dnem
vzorcenja statisticno neznacilen. V naslednjih vzorcenjih pa smo v hrustancih kolenskih
sklepov zakopanih in nezakopanih okon¢in zabeleZili velik in v primerjavi s 1. dnem vzorcenja
statisticno znacilen padec deleza viabilnih hondrocitov. Menimo, da so nestabilne in visje
dnevne temperature v primerjavi s temperaturami v grobovih tudi poleti povzrocile vi§ji padec
deleza viabilnih hondrocitov v sklepih nezakopanih okoncin, ki je v primerjavi z zakopanimi
nastopil prej. Ob primerjavi letnih ¢asov pa smo ugotovili, da je bil ne glede na zakop padec
deleZa viabilnih hondrocitov najve¢ji prav poleti. Tedaj je v primerjavi z drugimi letnimi Casi
prav tako nastopil najhitreje. Menimo, da je slednje posledica visokih dnevnih temperatur,
predvsem pa temperatur nad 30 °C. Ugotovili so, da temperature nad 30 °C moc¢no pospesijo

propad hondrocitov (159).

V nasi raziskavi smo ugotovili znatne razlike v deleZzu viabilnih hondrocitov med poletnimi in
zimskimi meseci, pri ¢emer je bila viabilnost pozimi vis§ja. Ugotovitve naSe raziskave so se
razlikovale od ugotovitev raziskave Rogersa in sod. (2011), ki med zimskimi in poletnimi
meseci niso ugotovili znatnih razlik v ¢asu nastanka sprememb, ki so bile posledica razkroja
hrustanca, kot sta sprememba barve in izguba hrustancevine. Okoncine prasicev so zakopali v
globino, manjSo od 20 cm, ki najverjetneje ni zagotavljala ustrezne zaSCite pred vplivi
temperature, a je poleti vseeno verjetno nudila delno zascito pred vplivom zuzelk (167). Razlike
med ugotovitvami nase in njihove raziskave so najverjetneje posledica razlik v globini grobov,

saj smo v nasi raziskavi uporabili grobove globine 50 cm, ki so vzdrzevali stabilnejSo
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temperaturo, kot je bila na povrsini, preprecili ali vsaj omilili pa so tudi vpliv drugih zunanjih

dejavnikov.

Med naso raziskavo so bile temperature v grobovih ve¢ino dni v vseh letnih Casih podobne
temperaturam, pri katerih so tudi v drugih raziskavah z metodo s CLSM ugotovili najdaljSo
za katero Qi J in sod. (2016) menijo, da zmanjSa aktivnost encimov, upocasni metabolizem
hondrocitov in zmanjs$a njihove potrebe po hranilih, s tem pa podaljsa njihovo prezivetje (171).
raziskavah na hrustancu cloveskih presadkov (146, 153, 155, 177, 178). Alibegovi¢ in sod.
(2014) pa so ugotovili, da je bil deleZ viabilnih hondrocitov v hrustancu kolenskih sklepov ljudi,

env oo

delez viabilnih hondrocitiov ugotovili v hrustancu, hranjenem pri temperaturi 35 °C (159).

Na podlagi nasih ugotovitev in ugotovitev prej omenjenih raziskav menimo, da je vi§ja
viabilnost hondrocitov v hrustancih kolenskih sklepov zakopanih okoncin najverjetneje
predvsem posledica stabilnejSih temperatur, ki poleti niso presegle 30 °C, pozimi pa niso padle
pod ledisce. Kljub razlikam med temperaturami v grobovih in na povrsini ter med letnimi Casi
pa nismo ugotovili statisticno znacilnega neposrednega vpliva temperature kot samostojnega
dejavnika na viabilnost hondrocitov, saj je bila temperatura le eden izmed Stevilnih med seboj
tesno povezanih zunanjih dejavnikov, ki so v predstavljenem regresijskem modelu zajete v
spremenljivki letni ¢as. V predstavljenem regresijskem modelu smo uporabili deleze viabilnih
hondrocitov, ki smo jih ugotovili z metodo s CLSM, saj je bila ta v raziskavah, kjer so dolocali

delez viabilnih hondrocitov, najpogosteje uporabljena (144, 146, 149, 173).

Letni ¢as in globina zakopa sta v nasi raziskavi pomembno vplivala tudi na Stevilo zuzelk in
njihovih li¢ink. Jeseni in pozimi nismo opazili zuzelk ali njihovih li¢ink v zakopanih in
nezakopanih okon¢inah. Zuzelk v teh letnih Gasih najverjetneje nismo opazili, saj so bile
temperature na povrsini in v grobovih nizje od 10 °C. Znano je namrec¢, da vse vrste muh pri
temperaturi, nizji od 10 °C, prenehajo odlagati jajCeca, izjemoma jih odlagajo le, ko je povrSina

trupla toplejsa od okolice, npr., €e je truplo izpostavljeno soncu (171).
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Spomladi smo v nezakopanih okonc¢inah 8. in 10. dan vzor¢enja opazili majhno Stevilo muh iz
druzine Calliphora spp. in njihovih li¢ink, v zakopanih okon¢inah pa Zuzelk nismo opazili.
Menimo, da je majhno Stevilo zuZelk v nezakopanih okoncinah posledica nizkih temperatur, saj
so ugotovili, da so muhe iz druzine Calliphora spp. aktivne pri temperaturah med 12 in 30 °C
(179-182). Spomladi smo v naSi raziskavi na povrsini zabelezili povprecno temperaturo
11,7 °C, v grobovih pa 9,9 °C. V zakopanih okon¢inah pa zuzelk najverjetneje nismo opazili
zaradi prsti, ki je tem onemogocila dostop do okoncin, in zaradi temperature, nizje od 10 °C.
Poleti smo v nezakopanih okoncinah od 2. do 8. dne opazili muhe iz druzine Calliphora spp. in
njihove li¢inke. Njihovo Stevilo je postopno narascalo do 5. dne in nato 8. dan padlo, saj so do
tedaj obzrle vsa mehka tkiva nezakopanih okoncin. V zakopanih okoncinah pa smo v tem
letnem Casu opazili zgolj posamezne hrosce iz rodu Oiceoptoma spp., ki v zakopanih okon¢inah
niso povzrocili vidnih sprememb na tkivih. Z naras¢anjem Stevila licink smo poleti po 3. dnevu
vzorcenja tik ob nezakopanih okonc¢inah ugotovili tudi do 2,2 °C vi§jo temperaturo od
temperature na povrsini groba. Ugotovili so, da je temperatura trupla, ki je prekrito z li¢inkami,
zlasti tistimi v poznejSih razvojnih stopnjah, lahko tudi do 7 °C vi§ja od temperature okolice
(86, 87). Stevilo zuzelk je poleti izrazito vplivalo na hitrost razkroja okonéin, saj so li¢inke v 8
dneh do kosti obzrle ve¢ino mehkih tkiv vseh nezakopanih okoncin in s tem neposredno
1zpostavile hrustanec okoljskim dejavnikom in mikrobioti. Hrustanec se je zato hitreje izsusil,
zaradi Cesar se je deleZ viabilnih hondrocitov hitro zmanjSal in bil Ze 5. dan vzor¢enja man;jsi
od 1 %. 8. dan vzorcenja smo se odlocili, da z vzorcenjem prenehamo, saj je bil deleZ viabilnih
hondrocitov v hrustancih kolenskih sklepov nezakopanih okon¢in 0 %, v zakopanih pa manjsi
od 5 %. Mehka tkiva nezakopanih okoncin so bila popolnoma obzrta, mehka tkiva zakopanih
okoncin pa so ostala nedotaknjena. Menimo, da je na Stevilo zuZelk in li¢ink poleti vplival tudi
dez, saj smo po koncu tridnevnega deZzevnega obdobja ugotovili, da se je Stevilo zuZelk znatno
poveéalo. Ceprav nismo ugotovili statistino zna¢ilnega neposrednega vpliva deZja na delez
viabilnih hondrocitov, menimo, da je ta poleti nanj vplival posredno, saj je zuzelkam
najverjetneje otezil dostop do nezakopanih okoncin in s tem upocasnil razkroj okoncin.
ZmanjSano aktivnost zuzelk so v dezevnem in hladnem obdobju opazili tudi Pittner in sod.

(2020) (22).
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V nasi raziskavi smo delez viabilnih hondrocitov primerjali z metodama s CLSM in TM. Jeseni
in pozimi v istih dneh vzorcenja med metodama nismo ugotovili statisticno znacilnih razlik v
delezu viabilnih hondrocitov, razlike pa so bile statisticno znacilne spomladi in poleti. Na
podlagi naSih ugotovitev menimo, da sta obe metodi primerni za ugotavljanje deleza viabilnih
hondrocitov. Ker je bil padec deleza viabilnih hondrocitov pri obeh metodah postopen in je
sledil pricakovanemu vzorcu propada hondrocitov, pa menimo, da sta obe metodi primerni tudi
za doloCanje PMI na podlagi deleza viabilnih hondrocitov. Metodi prav tako izpolnjujeta
zahteve, ki so jih postavili Madea in sod. (2005 in 2004), saj omogocata kvantitativen opis in
matemati¢no ovrednotenje sprememb, hkrati pa je mozno ovrednotiti vpliv okoljskih

dejavnikov, kot so temperatura, vlaga, padavine in zakop (3, 4).

Pri primerjavi variabilnosti deleza viabilnih hondrocitov med metodama pa smo ugotovili, da
je bila variabilnost delezev viabilnih hondrocitov v hrustancih kolenskih sklepov zakopanih in
nezakopanih okon¢in v vseh letnih ¢asih na posamezni dan vzoréenja visja pri metodi s TM kot
pri metodi s CLSM, razen poleti, kjer je bila v hrustancu zakopanih okon¢in variabilnost visja
z uporabo metode s CLSM, v hrustancu nezakopanih okoncin pa je bila visja z uporabo metode
s TM. Menimo, da je zaradi tega metoda s CLSM primernejSa za ugotavljanje deleza viabilnih
hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov prasi¢ev od metode s TM. Ker menimo,
da je metoda s CLSM primernejSa za ugotavljanje deleZa viabilnih hondrocitov, smo za
izdelavo regresijskega modela uporabili deleze viabilnih hondrocitov, ki smo jih ugotovili z
metodo s CLSM, namesto delezev viabilnih hondrocitov, ki smo jih ugotovili z metodo s TM.
Razlike v variabilnosti deleza viabilnih hondrocitov so najverjetneje posledica izvedbe metod.
Metoda s TM namre¢ zahteva mehansko in encimsko obdelavo hrustanca, dolgo, 18-urno
inkubacijo in centrifugiranje, med katerima najverjetneje nastajajo nepopravljive poskodbe
hondrocitov, zato doloceno Stevilo hondrocitov najverjetneje propade. Pred rutinsko uporabo
metode s TM v forenzi¢ni medicini je treba z raziskavami v in vitro pogojih in pri stabilnih
temperaturnih obmocjih optimizirati metodo in dolociti najmanjsSe koli¢ine hrustanca, ki ga
potrebujemo za izvedbo metode, ugotoviti najkraj$i mozni ¢as inkubacije in izboljSati medij za
inkubacijo hrustanca. Pri metodi s TM je bil Cas inkubacije v nasi raziskavi dolg, saj smo
uporabili ves hrustanec, ki je ostal po metodi s CLSM, zato menimo, da bi bilo bolje, da se v
nadaljnjih raziskavah pri metodi s TM uporabi zgornja polovica oz. povrsSinska plast hrustanca,
ki v primerjavi s preostalimi plastmi vsebuje vecji delez hondrocitov glede na volumen

hrustancevine, kot to opisujejo Buckwalter in sod. (2005) ter Mow in sod. (1984) (116, 127).
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Menimo, da bo z uporabo povrSinske plasti hrustanca cas inkubacije krajsi, saj bo koli¢ina
hrustanca za razkroj manjsa, kljub temu pa bo v vzorcu zadostna koli¢ina hondrocitov, ki jih
potrebujemo za metodo s TM. Kljub napisanemu pa je prednost metode s TM predvsem v njeni
nizki ceni in enostavni izvedbi, zato je po naSem mnenju primernejSa za rutinsko uporabo v
praksi kot drazja in zahtevnejSa metoda s CLMS. Metoda s CLSM je po naSem mnenju
primernejsa kot potrditvena metoda in bi z dodatnimi raziskavami lahko postala standardna
metoda za raziskave o delezu viabilnih hondrocitov. Enakega mnenja so tudi Alibegovi¢ in sod.

(2011), ki so primerjali metodo s CLSM in metodo s CVA (144).

V nasi raziskavi smo prvi proucevali padec deleza viabilnih hondrocitov v hrustancu kolenskih
sklepov zakopanih in nezakopanih okonc¢in prasi¢ev v naravnem okolju z uporabo metod s
CLSM in TM. Ugotovili smo, da je pri prasic¢ih na podlagi padca deleza viabilnih hondrocitov
mozno doloc¢iti PMI v naravnem okolju, zlasti z uporabo metode s CLSM. Menimo, da bi z
metodo s CLSM in na podlagi padca deleza viabilnih hondrocitov lahko dolocili PMI v
naravnem okolju tudi pri drugih Zivalskih vrstah, in ker se tkivo prasic¢ev pogosto uporablja kot
analog ¢loveskega tkiva, menimo, da so ugotovitve nase raziskave uporabne tako v forenzi¢ni
veterini kot tudi v forenzi¢ni medicini. Kljub naSemu mnenju Zelimo izpostaviti, da smo med
jemanjem vzorcev verjetno v dolo€eni meri negativno vplivali na hrustanec, kar je bilo zaradi
samega postopka raziskave neizogibno. Kolenske sklepe smo morali odpreti in jih pustiti odprte
do konca vzorcenja, kar je verjetno bolj ali manj vplivalo na razvoj mikrobiote in hitrost
1zsusevanja povrsine hrustanca. Da bi negativen vpliv na hondrocite ¢im bolj zmanjsali, smo
sklepe po vsakem vzorcenju pokrili s koZzo in jih povili s Coban povojem. Obenem smo
zakopane okonc¢ine med raziskavo veckrat odkopali in ponovno zakopali, s ¢imer smo jih
izpostavili temperaturi na povrSini groba, ki ni bila enaka tisti v grobu, a le za kratek Cas.
Obstaja tudi moznost, da je poleti del tekocin, ki so nastale ob razkroju nezakopanih okoncin,
pronical tudi do zakopanih in s tem povecal vlaznost v grobovih. Opisane alteracije so v
doloceni meri verjetno vplivale na rezultate nase raziskave, vendar ne toliko, da ti ne bi bili
kredibilni in aplikativno uporabni v forenziki. Na podlagi rezultatov nase raziskave smo
ustvarili grafe (Priloga 2, slike 30—-33 in Priloga 3, slike 34—37), s katerimi smo lahko v razli¢nih
letnih ¢asih doloc¢ali PMI na podlagi ugotovljenega deleza viabilnih hondrocitov do vklju¢no
10. dne po smrti zivali z metodama s CLSM in TM. Z naSimi grafi smo lahko razlikovali zgodn;i
PMI od prvih dni poznega posmrtnega obdobja (4. do 10. dan), nismo pa mogli razlikovati med

posameznimi dnevi v obdobju platoja, saj so bile statisticne razlike v delezu viabilnih



M. Cvetko: Dolo¢anje posmrtnega intervala ... v kolenskem sklepu prasicev 104

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Doktorska disertacija

hondrocitov v primerjavi s 1. dnem vzor¢enja premajhne, da bi lahko z grafi zanesljivo dolo¢ili
PMLI. Po obdobju platoja pa je bila statisticna razlika v delezu viabilnih hondrocitov v primerjavi
s 1. dnem vzorcenja vecja in statisticno znacilna, zato smo lahko z grafi doloc¢ili PMI. Kot
Stevilne tafonomske raziskave in raziskave, opravljene v t. 1. "body farms", je bila tudi nasa
raziskava izvedena le na enem podrocju s specificno klimo, nasi grafi so zato uporabni zgolj v
podobnem okolju in podobnih temperaturnih obmogjih, kot so bila v nasi raziskavi. Pri njihovi
uporabi v drugacnih pogojih je zato potrebna previdnost, oceno PMI pa je treba dopolniti z
rezultati drugih metod za doloc¢anje PMI, kot sta forenzi¢na entomologija in nastanek posmrtnih
sprememb na truplih. K natan¢nejsi oceni PMI bi pripomogel tudi temperaturni nomogram, ki
v veterinarski forenziki ni izdelan. Tudi Franceschetti in sod. (2023) menijo, da je v praksi za
dolocanje PMI treba uporabljati ve¢ metod hkrati, saj se tedaj izklju¢ijo pomanjkljivosti
posamezne metode, ocena PMI pa je natancnejSa. Kljub natancnejsi oceni PMI, ki jo lahko
podamo ob hkratni uporabi ve¢ metod, pa lahko zgolj priblizno dolo¢imo cas smrti, tocen Cas
namre¢ lahko dolo¢imo le z izpovedjo kredibilnih pri¢ in video dokazov (7). Z novimi
raziskavami, v katerih bi v enakem okolju pogosteje vzorcili hondrocite, bi lahko natancneje
proucili vpliv okoljskih dejavnikov, predvsem vpliv temperatur in padavin, z raziskavami v
drugacnih okoljih, v katerih bi poleg vpliva temperature in padavin preiskovali tudi vpliv
razlicnih vrst prsti in globine zakopa, pa bi lahko izboljSali natanc¢nost naSih grafov. Z
ugotovitvami, pridobljenimi v tovrstnih raziskavah, bi lahko oblikovali lestvico za ocenjevanje
PMI na podlagi deleZa viabilnih hondrocitov, ki bi bila uporabna podobno kot Henssgejev

temperaturni nomogram (27) in bi upostevala dejavnike, kot so temperatura, zakop in padavine.
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6 ZAKLJUCKI

1. Razli¢ne okoljske razmere vplivajo na viabilnost hondrocitov.

Razli¢ne okoljske razmere izrazito vplivajo na viabilnost hondrocitov. Najvecji vpliv imata
letni Cas in zakop, s katerima so povezane spremembe v temperaturi in relativni vlaznosti ter
prisotnost zuzelk. Temperature, vis§je od 30 °C, in velika temperaturna nihanja znatno zmanjsajo
delez viabilnih hondrocitov. Zakop okonc¢in na globini 50 cm pa bistveno zmanjsa vpliv

okoljskih dejavnikov in znatno upocasni razkroj hrustanca in s tem propad hondrocitov.

2. Konfokalna mikroskopija je primerna metoda za ugotavljanje viabilnosti

prasicjih hondrocitov pri dolo¢anju PMI.

ey

letnih Casih, razen poleti, je bila variabilnost deleZev viabilnih hondrocitov vsak dan vzoréenja
vi§ja pri metodi s TM kot pri metodi s CLSM, kar kaze, da je metoda s CLSM natancnejSa za

ugotavljanje PMI na podlagi deleza viabilnih hondrocitov.

3. Na podlagi viabilnosti hondrocitov lahko natanéno dolo¢imo PMI v naravnem

okolju.

V zaletnih dneh razkroja, v t. i. obdobju platoja, je padec deleZa viabilnih hondrocitov
premajhen, da bi lahko natan¢no dolocili PMI. Dolzina obdobja platoja se med letnimi Casi
razlikuje, v nasi raziskavi je bila najkrajSa poleti. Jeseni, pozimi in spomladi smo po treh do
Stirth dneh, poleti pa po dveh dneh ugotovili hiter padec deleza viabilnih hondrocitov, na

podlagi katerega smo lahko dolo¢ili PMI v naslednjih dneh vzorcenja.
Druge ugotovitve:

Stevilo zuzelk in njihovih li¢ink je odvisno od letnega Gasa in prisotnosti padavin. V nasi
raziskavi so poleti in spomladi prevladovale licinke muh 1z druzine Calliphora spp., jeseni in
pozimi pa zuzelk in njihovih li¢ink nismo opazili. Zaradi njithovega metabolizma je bila
temperatura tik ob nezakopanih okonc¢inah do 2,2 °C vi§ja kot temperatura okolice. Li¢inke so
poleti v osmih dneh obzrle vsa mehka tkiva nezakopanih okoncin in s tem neposredno
izpostavile hrustanec okoljskim dejavnikom in mikrobioti. Hrustanec se je zato hitreje izsusil,

zaradi Cesar se je deleZ viabilnih hondrocitov hitro zmanjsal.



M. Cvetko: Dolo¢anje posmrtnega intervala ... v kolenskem sklepu prasicev 106

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Doktorska disertacija

7 POVZETEK

Dolocanje ¢asa od pogina do najdbe trupla oz. ugotavljanje starosti trupla spada med najvecje
izzive sodne veterine in medicine. Kljub desetletjem raziskav PMI je zaradi vpliva notranjih in
zunanjih dejavnikov ter malostevilnih raziskav v naravnem okolju natan¢nost njegovega
dolocanja Se vedno nizka, zlasti v poznem posmrtnem obdobju. Pri dolo¢anju PMI se lahko
vplivom notranjih in zunanjih dejavnikov izognemo z uporabo predelkov, tj. delov telesa, ki so
bolj zavarovani pred vplivom okolja in kasneje razpadajo. Mednje spada tudi hrustanec, ki je
visoko specializirano, neozivéeno in neoziljeno tkivo, zgrajeno iz ZCM in hondrocitov. V
in vitro pogojih so ugotovili, da hondrociti ohranjajo svojo viabilnost e dolgo po smrti osebe,
zlasti kadar je hrustanec hranjen v optimalnih razmerah. V raziskavah za dolo€anje viabilnosti
hondrocitov je bila najpogosteje uporabljena metoda vitalnega barvanja, pri kateri se hondrocite

obarva z barviloma Ca-AM in EthD-1, rezultate pa od¢ita z uporabo CLSM.

V na$i raziskavi smo uporabili hrustanec kolenskih sklepov prasi¢ev pasme landras. Po
evtanaziji smo zadnje okoncine prasi¢ev oznacili z zaporedno Stevilko in oznako P ali G in jih
odstranili v kolénem sklepu. Kolenske sklepe smo odprli s Siroko artrotomijo in z OAST odvzeli
vzorec hrustanca. Po odvzemu osteohondralnih cilindrov smo sklepe spet pokrili s koZo in jih
povili s Coban povojem, okoncine z oznako G zakopali v grob z globino 50 cm, okoncine z
oznako P pa poloZili na povr§ino nad zakopanimi okon¢inami. Vzorce hrustanca smo odvzeli
na dan evtanazije (1. dan), nato v enodnevnih intervalih naslednje 4 dni ter 8. in 10. dan po
evtanaziji. V sredini vsakega vzorca hrustanca smo odrezali tri rezine hrustanca debeline
250 pm 1n jih inkubirali v raztopini Ca-AM in EthD-1. S CLSM smo posneli konfokalne slike
hondrocitov, na katerih smo presteli Stevilo zeleno (viabilni) in rdece (neviabilni) obarvanih
hondrocitov ter izracunali delez viabilnih hondrocitov. Preostanku hrustanca, ki je ostal po
rezanju za metodo s CLSM, smo raztopili ZCM, iz suspenzije izolirali hondrocite in jih obarvali
s TM. Stevilo viabilnih hondrocitov smo presteli z uporabo Biirker-Tiirkove §tevne komore.

Opisan postopek smo ponovili v vseh letnih Casih.

Ugotovili smo, da je bil delez viabilnih hondrocitov poleti, spomladi in pozimi statisti¢éno
znacilno vi§ji v hrustancih kolenskih sklepov zakopanih okon¢in. Menimo, da je to posledica
izolacijske sposobnosti prsti, ki je vzdrzevala stabilno temperaturo, pozimi pa preprecila, da bi
temperatura v grobovih padla pod ledis¢e, poleti pa da bi presegla 30 °C. Ugotovili smo, da je

viabilnost hondrocitov ne glede na letni Cas padala v odvisnosti od temperature in ¢asa po smrti
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in da je bil padec deleza viabilnih hondrocitov sprva majhen in je ustrezal obdobju platoja.
Temu je sledil velik in v primerjavi s 1. dnem vzorcenja statisticno znacilen padec deleza
viabilnih hondrocitov. Najvecji padec deleza viabilnih hondrocitov in najkrajSe obdobje platoja
smo ugotovili poleti, sledila sta jesen in zima, najpocasnejsi padec deleza viabilnih hondrocitov
pa smo ugotovili spomladi. Obdobja platoja so bila v nasi raziskavi v primerjavi z rezultati
podobnih in vitro raziskav krajSa, delez viabilnih hondrocitov pa manjsi. Menimo, da je razlika
posledica Stevilnih in spreminjajocih se dejavnikov okolja, predvsem temperaturnih nihanj,
poleti pa tudi vpliva zuZelk. ZuZelke smo v nezakopanih okonginah opazili le spomladi in poleti,
pri ¢emer so bile Stevilnejse poleti. V zakopanih okonc¢inah smo zgolj poleti opazili posamezne
zuzelke. Stevilo zuzelk je poleti izrazito vplivalo na hitrost razkroja okonéin, saj so li¢inke v 8
dneh do kosti obzrle ve¢ino mehkih tkiv vseh nezakopanih okoncin in s tem neposredno
izpostavile hrustanec okoljskim dejavnikom in mikrobioti. Spomladi pa zuZelke niso povzrocile

znatnih poSkodb na mehkih tkivih.

Ob primerjavi deleZa viabilnih hondrocitov med metodama s CLSM in TM nismo ugotovili
statisticno znacilnih razlik pozimi in jeseni, razlike pa so bile v posameznih dneh spomladi in
poleti, zato menimo, da sta obe metodi primerni za dolo¢anje PMI. Pri primerjavi variabilnosti
deleza viabilnih hondrocitov med metodama pa smo ugotovili, da je bila variabilnost delezev
viabilnih hondrocitov v hrustancih kolenskih sklepov zakopanih in nezakopanih okon¢in v vseh
letnih Casih na posamezni dan vzorcenja vi§ja pri metodi s TM, razen poleti, kjer je bila v
sklepnih hrustancih zakopanih okoncin variabilnost vi§ja z uporabo metode s CLSM. Na
podlagi teh ugotovitev menimo, da je metoda s CLSM primernejSa za ugotavljanje deleza

viabilnih hondrocitov v sklepnih hrustancih kolenskih sklepov prasi¢ev od metode s TM.

Na podlagi rezultatov naSe raziskave smo ustvarili grafe, s katerimi smo lahko v razli¢nih letnih
Casih dolocali PMI na podlagi ugotovljenega deleza viabilnih hondrocitov do vklju¢no 10. dne
po smrti Zivali z metodama s CLSM in TM. Z naSimi grafi smo lahko razlikovali le zgodnje
posmrtno obdobje od prvih dni (4. do 10. dan) poznega posmrtnega obdobja, nismo pa mogli
razlikovati med posameznimi dnevi v obdobju platoja, saj so bile statisti¢ne razlike v delezu
viabilnih hondrocitov v primerjavi s 1. dnem vzor€enja premajhne, da bi lahko z grafi zanesljivo

dolo¢ili PMI.

Menimo, da je z uporabo metode s CLSM mozZno doloc¢iti PMI na podlagi viabilnosti

hondrocitov v naravnem okolju v razli¢nih letnih ¢asih. Zaradi Stevilnih okoljskih dejavnikov,
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ki lahko znatno vplivajo na viabilnost hondrocitov, menimo, da so potrebne nadaljnje raziskave,
v katerih bi v istem ali v podobnem okolju pogosteje vzorcili hrustanec, kot smo ga v nasi

raziskavi.
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8 SUMMARY

Determining the time between death and the discovery of the corpse or determining the age of
a corpse is one of the greatest challenges in forensic veterinary medicine and human forensic
medicine. Despite decades of PMI research, the accuracy of the determination is still low due
to the influence of internal and external factors and the small number of studies in the natural
environment, especially in the late postmortem period. When determining the PMI, the
influence of internal and external factors can be avoided by using compartments, i.e., parts of
the body that are better protected from environmental influences and decompose later. This
includes cartilage, a highly specialised, nonrevitalised and nonvascularised tissue composed of
ZCM and chondrocytes. Chondrocytes have been found to remain viable under in vitro
conditions long after the death of an individual, especially when cartilage is stored under
optimal conditions. In studies attempting to determine the viability of chondrocytes, the vital
staining method has been the most commonly used, in which chondrocytes are stained with the

dyes Ca-AM and EthD-1 and the results are read via CLSM.

In our study, we used cartilage from the knee joints of landrace pigs. After euthanasia, the hind
limbs of the pigs were labelled with a serial number, marked P or G and removed at the hip
joint. The knee joints were opened with wide arthrotomy and a cartilage sample was taken via
the OAST. After the removal of the osteochondral cylinders, the joints were closed, covered
with skin and wrapped with a Coban bandage. The limbs labelled G were buried in a 50 cm
deep grave, and the limbs labelled P were placed on the surface above the buried limbs.
Cartilage samples were collected on the day of euthanasia (Day 1), then at one-day intervals
over the next 4 days and on Days 8 and 10 after euthanasia. Three 250 um thick cartilage slices
were cut in the centre of each cartilage sample and incubated in Ca-AM and EthD-1 solution.
Confocal images of the chondrocytes were taken with CLSM, on which we counted the number
of green (viable) and red (nonviable) stained chondrocytes and calculated the proportion of
viable chondrocytes. After CLSM sectioning, the ZCM was dissolved in the remaining
cartilage, and the chondrocytes were isolated from the suspension and stained with TM. The
number of viable chondrocytes was counted using a Biirker-Tiirk counting chamber. We

repeated the described procedure throught all four seasons.
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We found that the proportion of viable chondrocytes in the knee joints of buried limbs was
significantly greater in the summer, spring and winter. We hypothesise that this is due to the
insulating effect of the soil, which maintained a stable temperature and prevented the
temperature in the graves from dropping below freezing in winter and exceeding 30 °C in

sSummer.

We found that chondrocyte viability decreased as a function of temperature and time after death,
regardless of season, and that the decrease in the proportion of viable chondrocytes was initially
small and corresponded to the plateau period. This was followed by a larger and statistically
significant decrease in the proportion of viable chondrocytes compared with the first day of
sampling. The largest decrease in the proportion of viable chondrocytes and the shortest plateau
period were observed in summer, followed by fall and winter, and the slowest decrease in the
proportion of viable chondrocytes was observed in spring. Compared with the results of similar
in vitro studies, the plateau phases in our study were shorter, and the proportion of viable
chondrocytes was lower. We hypothesise that this difference is due to numerous and changing
environmental factors, especially temperature fluctuations and to the influence of insects in
summer. Insects were observed only on unburied limbs in spring and summer and were more
numerous in summer. Individual insects were observed only on buried limbs in summer. The
number of insects in summer had a significant effect on the rate of limb decomposition, as the
larvae ate away most of the soft tissue of all unburied limbs down to the bone within § days,
directly exposing the cartilage to environmental factors and the microbiota. In spring, however,

the insects caused no significant damage to the soft tissue.

When we compared the proportion of viable chondrocytes between the CLSM and TM
methods, we found no statistically significant differences in winter and fall, but in spring and
summer, there were differences on individual days; thus, we assume that both methods are
suitable for determining the PMI. When comparing the variability in the proportion of viable
chondrocytes between the two methods, we found that the variability in the proportion of viable
chondrocytes in the cartilage of the knee joints of buried and unburied limbs was greater with
the TM method on a single day in all seasons, except in summer, when it was greater in the
articular cartilage of buried limbs with the CLSM method. These results suggest, that the CLSM
method is more suitable than the TM method for determining the proportion of viable

chondrocytes in the articular cartilage of the knee joints of pigs.
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Based on our research results, we prepared graphs to determine the PMI in different seasons on
the basis of determined proportion of viable chondrocytes up to and including the tenth day
after the death of the animals via the CLSM and TM methods. We were able to determine the
proportion of viable chondrocytes up to and including the tenth day after the death of the
animals via the CLSM and TM methods. With our graphs, we could distinguish the early
postmortem period from the first days (4—10 days) of the late postmortem period, but not
individual days during the plateau period, as there were no significant differences in the
proportion of viable chondrocytes compared with Day 1 of the sample collection to accurately

determine PMI using our graphs.

We believe that with the CLSM method, it is possible to determine the PMI based on the
viability of chondrocytes in the natural environment in different seasons. Owning to the many
environmental factors that can significantly affect chondrocyte viability, further studies in
which cartilage is sampled more frequently in the same or similar environments as those in our

study are needed.
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11 PRILOGE

11.1 PRILOGA 1

Slika 26: Prikaz padca deleza viabilnih hondrocitov jeseni z uporabo metode s konfokalnim laserskim
skenirnim mikroskopom; nezakopane zadnje okoncine (A), zakopane zadnje okoncine (B). Viabilni hondrociti
z zeleno obarvano citoplazmo; neviabilni hondrociti z rdece obarvanim jedrom.

Figure 26: An example of the decrease in the proportion of viable chondrocytes in the fall observed via
confocal laser scanning microscopy method; unburied hind legs (A), buried hind legs (B). Viable
chondrocytes with the cytoplasm stained green; nonviable chondrocytes with the nucleus stained red.
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Slika 27: Prikaz padca deleza viabilnih hondrocitov pozimi z uporabo metode s konfokalnim laserskim
skenirnim mikroskopom; nezakopane zadnje okoncine (A), zakopane zadnje okoncine (B). Viabilni hondrociti
z zeleno obarvano citoplazmo; neviabilni hondrociti z rdece obarvanim jedrom.

Figure 27: An example of the decrease in the proportion of viable chondrocytes in winter observed via
confocal laser scanning microscopy method; unburied hind legs (A), buried hind legs (B). Viable chondrocytes
with the cytoplasm stained green; nonviable chondrocytes with the nucleus stained red.
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Slika 28: Prikaz padca deleza viabilnih hondrocitov pomladi z uporabo metode s konfokalnim laserskim
skenirnim mikroskopom; nezakopane zadnje okoncine (A), zakopane zadnje okoncine (B). Viabilni hondrociti
z zeleno obarvano citoplazmo in neviabilni hondrociti z rdece obarvanim jedrom.

Figure 28: An example of the decrease in the proportion of viable chondrocytes in spring obcerved via
confocal laser scanning microscopy method; unburied hind legs (A), buried hind legs (B). Viable chondrocytes
with the cytoplasm stained green; nonviable chondrocytes with the nucleus stained red.
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Slika 29: Prikaz padca deleza viabilnih hondrocitov poleti z uporabo metode s konfokalnim laserskim
skenirnim mikroskopom; nezakopane zadnje okoncine (A), zakopane zadnje okoncine (B). Viabilni hondrociti
z zeleno obarvano citoplazmo in neviabilni hondrociti z rde¢e obarvanim jedrom.

Figure 29: An example of the decrease in the proportion of viable chondrocytes in summer observed via
confocal laser scanning microscopy method; unburied hind legs (A), buried hind legs (B). Viable chondrocytes
with the cytoplasm stained green; nonviable chondrocytes with the nucleus stained red.
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11.2 PRILOGA 2
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Slika 30: Krivulje prikazujejo povprecje in standardno napako v deleZu viabilnih hondrocitov v sklepnih
hrustancih kolenskih sklepov zakopanih in nezakopanih zadnjih okonc¢in jeseni z uporabo metode s
konfokalnim laserskim skenirnim mikroskopom. Crtkane &rte prikazujejo povpreéno temperaturo na povrsini
groba (zelena) in v globini groba (rumena).

Figure 30: The curves show the mean value and standard error of the proportion of viable chondrocytes in
the articular cartilages of the knee joints of buried and unburied hind legs in the fall via confocal laser
scanning microscopy method. The dashed lines represent the average temperature at the surface of the grave

(green) and at the depth of the grave (yellow).
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Slika 31: Krivulje prikazujejo povprecje in standardno napako v deleZu viabilnih hondrocitov v sklepnih
hrustancih kolenskih sklepov zakopanih in nezakopanih zadnjih okon¢in pozimi z uporabo metode s
konfokalnim laserskim skenirnim mikroskopom. Crtkane érte prikazujejo povpreéno temperaturo na povrsini
groba (zelena) in v globini groba (rumena).

Figure 31: The curves show the mean value and standard error of the proportion of viable chondrocytes in
the articular cartilages of the knee joints of buried and unburied hind legs in winter via confocal laser
scanning microscopy method. The dashed lines represent the average temperature at the surface of the grave
(green) and at the depth of the grave (yellow).
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Slika 32: Krivulje prikazujejo povprecje in standardno napako v deleZu viabilnih hondrocitov v sklepnih
hrustancih kolenskih sklepov zakopanih in nezakopanih zadnjih okoncin spomladi z uporabo metode s
konfokalnim laserskim skenirnim mikroskopom. Crtkane érte prikazujejo povpreéno temperaturo na povrsini
groba (zelena) in v globini groba (rumena).

Figure 32: The curves show the mean value and standard error of the proportion of viable chondrocytes in

the articular cartilages of the knee joints of the knee joints of buried and unburied hind legs in spring via

confocal laser scanning microscopy method. The dashed lines represent the average temperature at the surface
of the grave (green) and at the depth of the grave (yellow).
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Slika 33: Krivulje prikazujejo povprecje in standardno napako v deleZu viabilnih hondrocitov v sklepnih
hrustancih kolenskih sklepov zakopanih in nezakopanih zadnjih okoncin poleti z uporabo metode s
konfokalnim laserskim skenirnim mikroskopom. Crtkane érte prikazujejo povpreéno temperaturo na povrsini
groba (zelena) in v globini groba (rumena).

Figure 33: The curves show the mean value and standard error of the proportion of viable chondrocytes in
the articular cartilages of the knee joints of the knee joints of buried and unburied hind legs in summer
via confocal laser scanning microscopy method. The dashed lines represent the average temperature at the
surface of the grave (green) and at the depth of the grave (yellow).
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Slika 34: Krivulje prikazujejo povprecje in standardno napako v deleZu viabilnih hondrocitov v sklepnih
hrustancih kolenskih sklepov zakopanih in nezakopanih zadnjih okonc¢in jeseni z uporabo metode s
tripanskim modrilom. Crtkane ¢rte prikazujejo povpreéno temperaturo na povrini groba (zelena) in v globini
groba (rumena).

Figure 34: The curves show the mean value and standard error of the proportion of viable chondrocytes in
the articular cartilages of the knee joints of the knee joints of buried and unburied hind legs in fall via
trypan blue dye method. The dashed lines represent the average temperature at the surface (green) and at the
depth of the grave (yellow).
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Slika 35: Krivulje prikazujejo povprecje in standardno napako v deleZu viabilnih hondrocitov v sklepnih
hrustancih kolenskih sklepov zakopanih in nezakopanih zadnjih okon¢in pozimi z uporabo metode s
tripanskim modrilom. Crtkane &rte prikazujejo povpreéno temperaturo na povrsini groba (zelena) in v globini

groba (rumena).

Figure 35: The curves show the mean value and standard error of the proportion of viable chondrocytes in
the articular cartilages of the knee joints of buried and unburied hind legs in winter via trypan blue dye
method. The dashed lines represent the average temperature at the surface of the grave (green) and at the depth

of the grave (yellow).
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Slika 36: Krivulje prikazujejo povprecje in standardno napako v deleZu viabilnih hondrocitov v sklepnih
hrustancih kolenskih sklepov zakopanih in nezakopanih okon¢in spomladi z uporabo metode s tripanskim
modrilom. Crtkane érte prikazujejo povpreéno temperaturo na povrsini grave (zelena) in v globini groba
(rumena).

Figure 36: The curves show the mean value and standard error of the proportion of viable chondrocytes in
the articular cartilages of the knee joints of buried and unburied hind legs in spring via trypan blue dye
method. The dashed lines represent the average temperature at the surface of the grave (green) and at the depth
of the grave (yellow).
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Slika 37: Krivulje prikazujejo povprecje in standardno napako v delezZu viabilnih hondrocitov v sklepnih
hrustancih kolenskih sklepov zakopanih in nezakopanih okon¢in poleti z uporabo metode s tripanskim
modrilom. Crtkane ¢érte prikazujejo temperaturo na povriini groba (zelena) in v globini groba (rumena).

Figure 37: The curves show the mean value and standard error of the proportion of viable chondrocytes in
the articular cartilages of the knee joints of buried and unburied hind legs in summer via trypan blue dye
method. The dashed lines represent the temperature at the surface of the grave (green) and at the depth of the
grave (yellow).



