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AV snop - atrioventrikularni snop 

DAB - diaminobenzidin tetrahidrokloridna otopina 

DOPA - dihidrofenilalanin 

EDTA - etilendiaminotetraoctena kiselina  

IM - infarkt miokarda 

LAD - (engl. left anterior descending coronary artery) - lijeva prednja silazna koronarna 

arterija 
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1. UVOD 

 

1.1. Gra�a srca 

 

Srce je sredibnji organ kardiovaskularnog sustava koji ritmi
nim stezanjem i opubtanjem 

omogu�uje cirkulaciju krvi kroz tijelo. Srce pripada bupljim organima i uz sr
anu stjenku, 

karakteristi
ne troslojne gra�e, sadrdava 4 bupljine i to: dvije pretklijetke i dvije klijetke. 

Kroz desnu pretklijetku i klijetku te
e venska krv, dok kroz lijevu pretklijetku i klijetku 

te
e arterijska krv. Pretklijetke od klijetki odvajaju sr
ani zalisci, kao i klijetke od 

ishodibta velikih krvnih dila, omogu�avaju�i jednosmjerni tok krvi. Sredibnje vezivno 

podru
je srca 
ini fibrozni skelet na koji se hvataju sr
ani zalisci i sr
ane mibi�ne stanice 

koje izgra�uju miokard. Sr
ana stjenka se sastoji od tri sloja i to: unutrabnji sloj ili 

endokard, sredibnji sloj ili miokard te vanjski sloj ili epikard. Endokard se sastoji od 

jednog sloja plo
astih endotelnih stanica koje lede na tankom sloju rahlog vezivnog tkiva. 

Endokard modemo usporediti po gra�i s intimom krvnih dila. Izme�u endokarda i 

miokarda nalazi se subendokardijalni sloj koji se sastoji od vezivnog tkiva i u njemu se 

nalaze krvne dile, divci te Purkinjeove stanice (pripadaju provodnom sustavu srca). 

Miokard 
ini sredibnji dio sr
ane stjenke i najdeblji je od svih slojeva. Osnovna gra�evna 

jedinica mu je kardiomiocit (sr
ana mibi�na stanica). Kardiomiociti su raspore�eni u 

slojeve koji spiralno okruduju sr
ane klijetke izgra�uju�i kontraktilnu stjenku. Postoje 

dvije skupine kardiomiocita i to kontraktilna skupina koja svojom aktivnob�u stede 

stjenke srca, te provodna muskulatura koja stvara i provodi elektri
ni podradaj i uzrokuje 

da se pretklijetke stegnu prije klijetki. Sustav provodne muskulature po
inje na mjestu 
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sinuatrijskog 
vora koji je predvodnik rada srca. Nalazi se u blizini mjesta gdje gornja 

buplja vena ulazi u desnu pretklijetku. Sinuatrijski 
vor 
ine posebne mibi�ne stanice koje 

su izgledom manje od atrijskih sr
anih stanica te imaju manje mibi�nih vlakanaca. Tra
ci 

specijaliziranih provodnih stanica provode elektri
ni impuls do atrioventrikularnog 
vora 

prolaze�i ispod endokarda septalne stjenke desne pretklijetke. Provodni sustav srca se 

nadalje nastavlja kao atrioventrikularni snop (AV snop, Hissov snop) koji 
ine 

Purkinjeove stanice. AV snop se prolaskom kroz fibrozni skelet srca dijeli na lijevu i 

desnu granu, lijeva se dijeli na prednju i stradnju. Svi snopovi Purkinjeovih stanica teku 

kroz subendokardijalni dio stjenke sve do vrha srca gdje im se obrne smjer te u stjenci 

klijetke ostvaruju kontakt s radnom (kontraktilnom) muskulaturom srca. Ovakav raspored 

uzrokuje da se prvo stegne vrbak srca pa tek onda baza srca te se time ostvaruje val 

kontrakcije koji tjera krv od vrha  prema aortalnom ub�u i ub�u plu�ne arterije. Epikard je 

sloj serozne ovojnice srca koji pokriva vanjsku povrbinu srca i velikih krvnih dila. Gra�en 

je kao jednoslojni plo
asti epitel, ispod kojeg se nalazi sloj vezivnog tkiva. Kroz 

subepikardijalno vezivo prolaze vene, divci, a u ovom sloju se nalaze i sr
ani gangliji. 

Unutar ovog sloja nalazi se subepikardijalno masno tkivo (1).   

 

1.2. Irigacija srca 

 

Srce opskrbljuju dvije koronarne arterije: arteria coronaria dextra et sinistra. 

Desna koronarna arterija zapo
inje u desnom koronarnom sinusu aorte te se pruda 

subepikardijalno (lede�i najprije izme�u plu�ne arterije i desne aurikule) kroz sulcus 

coronarius i zavrbava kao ramus interventricularis posterior u stradnjoj 
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interventrikularnoj brazdi. Tipi
no opskrbljuje krvlju desnu pretklijetku, desnu klijetku, 

stradnji dio lijeve klijetke, stradnji dio interventrikularnog septuma, sinuatrijski 
vor i 

stradnji papilarni mibi� u lijevoj klijetci.  

Lijeva koronarna atrerija zapo
inje u lijevom koronarnom sinusu aorte te probavbi 

subepikardijalno izme�u plu�ne arterije i lijeve aurikule daje ramus interventricularis 

anterior koji ide kroz istoimenu brazdu na srcu i ramus circumflexus koji prolazi kroz 

sulcus coronarius. Opskrbljuje krvlju prednji dio interventrikularnog septuma, lijevu 

pretklijetku i klijetku, prednji papilarni mibi� u lijevoj klijetci, mali dio desne klijetke i 

prednji papilarni mibi� u desnoj klijetci.  

Broj i veli
ina koronarnih arterija mode varirati, tako npr. ramus circumflexus lijeve 

koronarne arterije mode polaziti kao zasebna arterija uz otvor za lijevu koronarnu arteriju 

(2).  

 

1.3. Eferentni dio inervacije srca 

 

Srce je kao unutrabnji organ inerviran heterogenom populacijom neurona. civ
ana 

opskrba srca sastoji se od parasimpati
kih i simpati
kih neurona (3) koji formiraju 

div
ani splet nazvan plexus cardiacus. Splet je smjebten ispred bifurkacije dubnika i iza 

luka aorte, te iznad bifurkacije plu�ne arterije, a prate�i velike krvne dile dolazi na bazu 

srca gdje se grana za razli
ite dijelove srca (2). Eferentna (motorna) vlakna najve�im 

dijelom su aksoni neurona koji su smjebteni: za parasimpatikus u produljenoj moddini 

unutar jezgara X. moddanog divca i to u ventrolateralnom dijelu jezgre, nucleus ambiguus 

i unutar jezgre nucleus dorsalis nervi vagi, a za simpatikus u dijelu kraljedni
ne moddine 
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od segmenta T1-T5 (4). Tijela parasimpati
kih neurona projeciraju svoje aksone na 

parasimpati
ke postganglijske neurone unutar intrinzi
nih sr
anih ganglija koji se nalaze 

oko gornje i donje buplje vene, sinuatrijskog 
vora, u stradnjem dijelu pretklijetki, oko 

izlaznih dijelova obje klijetke te u unutrabnjem dijelu luka aorte (5). Aksoni simpati
kih 

neurona se najve�im dijelom prekap
aju u stelatnom gangliju (ganglion stellatum) (6), a 

manjim dijelom i u srednjem cervikalnom gangliju (ganglion cervicale medium) te kao 

postganglijska vlakna odlaze do srca. Intrinzi
ni sr
ani gangliji osim postganglijskih 

parasimpati
kih neurona sadrde i postganglijske simpati
ke neurone, lokalne osjetne 

neurone i interneurone (7). 

 

1.4.  Aferentni dio inervacije srca 

 

Aferentna inervacija srca se odvija preko psuedounipolarnih neurona smjebtenih ili u 

nodoznom gangliju (ganglion nodosum, osjetni ganglij X. divca) (8) ili u spinalnim 

ganglijima (ganglion spinale, C7-T7) (9). Aferentna inervacija prenosi informacije o 

kardiovaskularnom miljeu u sredibnji div
ani sustav (10). Tijela vagalnih aferentnih 

neurona smjebtenih u nodoznom gangliju zavrbavaju u jezgri, nucleus tractus solitarii u 

moddanom deblu i u 5% slu
ajeva u prva dva segmenta cervikalnog dijela kraljedni
ne 

moddine. Aferentni pseudounipolarni neuroni smjebteni u spinalnim ganglijima imaju 

periferni nastavak koji polazi od pojedine sr
ane regije dok centralni nastavak ulazi kroz 

stradnje korijenove spinalnih divaca u stradnje rogove sive tvari kraljedni
ne moddine (5).  
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1.5. Sr�ani infarkt 

 

1.5.1.  Epidemiologija sr�anog infarkta 

 

Kardiovaskularne bolesti 
ine oko 50% ukupne smrtnosti u svijetu prema izvjeb�u WHO 

(11). Infarkt miokarda je naj
eb�i obdukcijski nalaz kod nagle smrti u odrasloj dobi u 

svijetu, osim u Japanu gdje su cerebrovaskularni inzult i infarkt miokarda podjednako 

zastupljeni nalazi kod nagle smrti. U SAD-u 1.5 milijun ljudi godibnje pretrpi sr
ani 

infarkt (12).  

Godibnja incidencija infarkta miokarda u razvijenim zemljama jest 5/1000 ljudi (12). 

Osobe starije od 65 godina 
ine polovicu oboljelih. Mubkarci do svoje 60-te godine 

oboljevaju 
etiri puta 
eb�e nego dene, dok se incidencija pojavnosti infarkta iza 60-te 

godine divota izjedna
ava (13). Istradivanja iz 1990-ih su utvrdila da 50% svih infarkta 

miokarda zavrbi fatalno prije ulaska u bolnicu, no zbog uvo�enja prijenosnih defibrilatora 

i bkolovanja paramedicinskog (tehni
kog) osoblja za prudanje prve pomo�i, taj broj se 

smanjuje. Zbog toga u svijetu, kao i u Splitu, broj hospitalizacija nakon infarkta miokarda 

raste. Tako je u KBC Split 1981. godine bilo 196 hospitalizacija zbog infarkta, a 2005. 

godine 
ak 522 hospitalizacije (13).  

 

1.5.2. Patologija sr�anog infarkta 

Sr
ani infarkt nastaje kao posljedica djelomi
ne ili potpune obustave protoka krvi unutar 

koronarne arterije ili koronarnih arterija. Tako nastala ishemija uzrokuje nedovoljnu 

opskrbu miokarda kisikom distalno od mjesta za
epljenja, s posljedi
nim odumiranjem 
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sr
anih mibi�nih stanica (kardiomiocita) (12). Infarkt miokarda je u vibe od 95% oboljelih 

uzrokovan aterosklerozom koronarnih arterija. Veli
ina infarkta ovisi o lokalizaciji, tedini 

i brzini nastanka aterosklerotskog za
epljenja. Naime, ako je za
epljenje nastalo visoko 

unutar vaskularnog stabla zahva�ene arterije obte�enje miokarda je ve�e. Ako se 

za
epljenje koronarne arterije doga�alo postupno kroz dulje razdoblje ve�a je vjerojatnost 

da �e se razviti kolateralna cirkulacija te �e se time smanjiti veli
ina infarciranog 

miokarda. Veli
ina infarkta ovisi i o metaboli
kim potrebama miokarda u trenutku 

incidenta. Nakon infarkta se savjetuje potpuno mirovanje jer se pri stresnim situacijama i 

kod tjelesne aktivnosti pove�ava potreba miokarda za kisikom te se tako posredno 

pove�ava infarcirano podru
je (14). 

Obzirom na rabirenost infaciranog podru
ja u stjenci klijetke razlikujemo dva tipa 

sr
anog infarkta: subendokardijalni i transmuralni. Subendokardijalni infarkt nastaje kod 

djelomi
nog za
epljenja koronarne arterije i zahva�a samo tre�inu do polovinu debljine 

sr
ane stjenke uz endokard (12). Na tom se mjestu mehanizmi autoregulacije protoka prvi 

iscrpe. Naime, nakon kriti
nog za
epljenja stjenke neke od krvnih dila, dolazi do birenja 

(vazodilatacije) ostalih koronarnih arterija koje preko anastomoza pokubavaju opskrbiti 

zahva�eno podru
je. Me�utim, tlak koji nastaje tijekom sistole najvibe komprimira 

upravo krvne dile uz endokardijani dio sr
ane stjenke, uzrokuju�i dodatno smanjenje 

protoka (15). Smatra se da velika ve�ina infarkata zapo
inju kao subendokardijalni te se 

nastavkom ishemije obte�enje probiri na cijelu stjenku uzrokuju�i transmuralni infarkt. 

Transmuralni infarkt je naj
eb�e rezultat potpunog prekida toka u koronarnoj arteriji i 

ishemi
ne promjene odmah zahva�aju cijelu debljinu sr
anog mibi�a (12). Gotovo se svi 

transmuralni infarkti doga�aju u sr
anoj stjenci lijeve klijetke i interventrikularnom 



 7 

septumu. Ponekad se ve�i infarkt biri u stjenku desne klijetke, pogotovo kad nastane  u 

stradnjoj stjenci lijeve klijetke. Izolirani infarkt desne klijetke je jako rijedak i javlja se 

samo kao rezultat naprezanja desnog dijela srca s posljedi
nom sr
anom hipertrofijom. 

Infarkti pretklijetke 
ine samo 1% od ukupnog broja svih infarkata (15). Visoko zasi�enje 

krvi kisikom u lijevoj pretklijetci omogu�uje opskrbu svih slojeva njene tanke stjenke 

direktno iz krvi koja prolazi kroz njezin lumen te su takvi infarkti izvanredna rijetkost.  

Za
epljenje prednje silazne grane lijeve koronarne arterije javlja se u 50% svih sr
anih 

infarkata dok je desna koronarna arterija zahva�ena u 20-30% slu
ajeva (12). Lijeva 

cirkumfleksna koronarna arterija je okludirana u 10-20% slu
ajeva.  

Veli
ina infarkta mode biti od samo nekoliko centimetara kvadratnih pa do zahva�anja 

cijele lijeve klijetke. Gubitkom mase lijeve klijetke od 10% dolazi do smanjenja 

ejekcijske frakcije, gubitkom vibe od 15% mase dolazi do povibenja teledijastoli
kog 

tlaka, a iznad 20% do dekompenzacije srca (15). Infarkt iznad 40% mase lijeve klijetke 

uzrokuje kardiogeni urubaj s neizbjednim fatalnim posljedicama u ljudi. Za razliku od 

ljudi, masivni infarkt na modelu btakorskog srca ne mora uvijek rezultirati urubajem tj. 

smr�u (15, 16).  

 

1.5.3. Patofiziolobki mehanizmi nakon infarkta 

 

Kod takozvane „opskrbne“ ishemije koja nastaje naglim prekidom protoka krvi u 

koronarnim arterijama nastaje trenutni gubitak kontraktilnosti u zahva�enom dijelu 

miokarda koji postaje mlohav i rastezljiv. Kao uzrok tako naglog prestanka 

kontraktilnosti navodi se nakupljanje vodikovih iona i anorganskih fosfatnih aniona koji 
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se ne otplavljuju (15). Anorganski fosfati se vedu na Ca
++

 i snizuju njegovu 

koncentraciju, te djeluju sli
no kao i  vibak vodikovih iona.
  

Pri trajanju ishemije od 8 ili manje sekunda ne dolazi do promjene unutar kardiomiocita 

(15), no ako ishemija traje od 30-60 sekundi dolazi do poreme�aja njihove funkcije. Ve� 

15 minuta od prestanka protoka smanjuje se rastezljivost miokarda zbog stvaranja 

mostova izme�u aktina i miozina, dok unutar razdoblja od 30 do 60 minuta nastaje 

ireverzibilno obte�enje miocita. Zbog toga je uveden pojam “zlatni sat“ i „vrijeme je 

mibi�“ (17, 18). Naime, unutar tog vremena mode se terapijski djelovati na veli
inu 

infarkta dok se nakon tog vremena prognoza oporavka rapidno pogorbava.  

Ponekad je tebko utvrditi jesu li promjene dijela infarciranog miokarda reverzibilne ili 

ireverzibilne zbog stanja kao bto su „omamljenost“ i „hibernacija“ miokarda (19). 

Omamljenost se spominje kod kra�ih razdoblja ishemije i definira se kao slabljenje ili 

gubitak mehani
ke funkcije uzrokovan gubitkom adeninskih nukleotida, 
ija je obnova 

resintezom spor proces. Hibernacija miokarda se odnosi na reverzibilnu miokardijalnu 

disfunkciju u kroni
noj ishemiji kada se, nakon uspostavljanja primjerenog koronarnog 

protoka, segmentima koji su mjesecima bili bez odgovaraju�e mehani
ke funkcije vrati 

kontraktilnost (14, 15). To vrijedi za dio miocita neposredno uz sr
ani odiljak. Smatra se 

da je uzrok njihove inaktivnosti (hibernacije) bio izmjenjen izradaj gena koji je doveo do 

promjena u sastavu dijelova ionskih kanala (naro
ito kalcijskih kanala). U istradivanjima 

kod pacijenata s davno preboljelim infarktom miokarda nabla su se podru
ja 

hiberniraju�eg sr
anog mibi�ja u 50% odiljaka (19). Proces druga
ijeg izradaja gena mode 

se opisati kao dediferencijacija i tada se pojavljuju proteini embrionalnog fenotipa kod 

zahva�enih stanica (pojava α-SMA ili proteina citoskeleta kao bto su titin i kardiotitin). 
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Rezultat tog procesa je promjena funkcije stanice iz aktivne kontraktilne stanice u 

stabilnu nekontraktilnu stanicu koja trobi manje kisika. 

Podru
ja hiberniraju�eg miokarda su se zna
ajno smanjila po eksperimentalnoj 

revaskularizaciji podru
ja odiljka nekoliko mjeseci nakon infarkta (19).   

 

1.5.4. Komplikacije sr�anog infarkta 

 

Komplikacije nakon infarkta miokarda su 
este i obi
no su multiple. Modemo ih 

podijeliti na: 

 Aritmije. U komplikacije sr
anog infarkta spadaju promjene sr
anog ritma i 

javljaju se u 80% bolesnika (14, 15). Naj
eb�i su uzrok smrti u neposrednom 

postinfarktnom razdoblju. Iako se opasnost od smrti zbog aritmija smanjuje s 

vremenom oporavka one ostaju vode�i uzrok smrti tijekom cijele prve godine 

nakon infarkta. Promjene ritma srca nakon infarkta uklju
uju pojavu ventrikularne 

aritmije unutar 30 minuta od prekida protoka koja 
esto zavrbava smrtonosnom 

fibrilacijom ventrikula. Uzrok tih aritmija je neujedna
eno birenje akcijskog 

potencijala u akutno promjenjenom ishemi
nom miokardu, s razvojem povratnih 

krugova. U drugoj fazi, koja po
inje 6-9 sati nakon infarkta a mode trajati do 3 

dana, javljaju se polimorfni poreme�aji ritma koji ne zavrbavaju s ventrikularnim 

fibrilacijama. Za ovaj tip aritmija odgovorna je poja
ana automati
nost 

Purkinjeovih stanica. Klini
ki se aritmije u ovom stadiju o
ituju kao ventrikularne 

tahikardije. Tre�a faza se javlja nekoliko dana nakon infarkta i mode trajati 

mjesecima, a obiljedena je pojavom kasnih aritmija uglavnom nastalih na granici 
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infarciranog i neinfarciranog tkiva. Ponekad infarkt miokarda uzrokuje nekrozu 

provodnog sustava koju vidimo kod opsednog infarkta prednje stjenke (12). U 

tom slu
aju kombinacija hemodinami
ke insuficijencije i poreme�aja 

atrioventrikularnog ritma ima fatalan ishod. 

 Zatajenje srca. Zatajenje srca nakon infarkta miokarda mode biti akutno ili 

kroni
no. Akutno zatajenje se javlja nakon zahva�anja vibe od 20% cjelokupne 

povrbine lijeve klijetke, dok se kroni
no zatajenje razvija kroz nekoliko tjedana i 

o
ituje se kao plu�ni edem (15). Kardiogeni urubaj nastaje kad je zahva�eno 40-

50% povrbine miokarda lijeve klijetke. 

 Probirenje infarkta. U oko 10% bolesnika infarkt se mode probiriti i na rubne zone 

koje imaju marginalnu opskrbu krvlju. Naj
eb�i uzrok birenja infarkta na te zone 

je kretanje bolesnika koje bi trebalo ograni
iti i tako smanjiti potrebu miokarda za 

kisikom (14). 

 Tromboza i tromboembolija. U 30% infarkata se razvije tromb na mjestu 

obte�enog endokarda (rano nastali tromb) ili tromb nastao zbog vrtlodastog 

kretanja unutar aneurizme (kasno nastali tromb) (14). Ako se takav tromb odlijepi 

mode nastati infarkt mozga, bubrega, crijeva ili udova.  

 Fibrinozni perikarditis. Upala perikarda s eksudacijom fibrina i upalnih stanica 

mode se pojaviti tijekom prvog tjedna nakon transmuralnog infarkta. 

 Rascjep ili ruptura miokarda. Infarkt miokarda uzrokuje razmekbanje stjenke 

klijetke zbog nekroze miocita i zbog djelovanja liti
kih enzima. Razmekbanje 

miokarda je najve�e peti dan nakon infarkta i tada taj dio mode izgledati kao 

du�kasta masa koja sli
i gnoju (12). Rupturirati mode slobodna stjenka klijetke i 
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tada krv prodre u perikard te uzrokuje tamponadu srca. Ako se dogodi ruptura 

mitralnih papilarnih mibi�a razvije se akutna insuficijencija mitralnog ub�a koja 

tako�er zavrbava smr�u. Najrje�a ruptura je ona interventrikularne pregrade koja 

uzrokuje preoptere�enje desne klijetke i razvoj „akutnog plu�nog srca“ (12). 

 Ventrikularna aneurizma. Javlja se u 2-3 % bolesnika i o njoj �e biti rije
i u 

odjeljku 1.8.        

 

1.6. Metode izazivanja infarkta u pokusnih divotinja 

 

Naj
eb�a metoda izazivanja sr
anog infarkta kod pokusnih divotinja  je podvezivanje 

prednje lijeve silazne koronarne arterije (LAD, engl. left anterior descending coronary 

artery) a tu metodu prvi su opisali Fishbein i suradnici 1978. godine. Za pristup LAD-u 

koristili su sternotomiju ili torakotomiju kroz 4. interkostalni prostor (20). Kasnije te 

godine, ta skupina znanstvenika je utvrdila da pokusne divotinje i 
ovjek imaju visoko 

usporediv histolobki tijek cijeljenja infarkta i formiranja odiljka (16). atakor je prikladna 

divotinja za prou
avanje transmuralnog tipa infarkta zbog minimalne, a ponekad i 

potpuno odsutne kolateralne cirkulacije izme�u koronarnih arterija (21, 22). Veliki 

transmuralni infarkti imaju za posljedicu formiranje aneurizme sr
ane stjenke (21). 

Ostale metode izazivanja infarkta u divotinja mnogo su rje�e, a uklju
uju embolizaciju 

koronarnih krvnih dila ili obte�enje stjenke smrzavanjem dijela miokarda. 
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1.7. Faze cijeljenja infarkta 

 

Glavni princip cijeljenja infarkta je zamjena odumrlog mibi�nog tkiva vezivnim bto 

sprje
ava rupturu sr
ane stjenke. Proces oporavka odvija se u tri faze: akutna, subakutna i 

kroni
na faza. U akutnoj fazi cijeljenja infarkta prevladava infiltracija infarciranog 

podru
ja upalnim stanicama kao bto su makrofazi i neutrofili koji uklanjaju nekroti
no 

tkivo. Subakutnoj fazi, koja se naziva i granulacijska faza, svojstveno je mnobtvo stanica 

razli
itog tipa koje se dijele ili propadaju apoptozom. Tada se javljaju miofibroblasti 

(myoFb) koji proliferiraju i migriraju u zonu infarkta te u njoj odladu kolagen, 

formiraju�i vezivnu mredicu koja potpomade kontrakciju odiljkastog tkiva (23). 

Granulacijsko se tkivo apoptozom preobradava u hipocelularni vezivni odiljak u kojemu 

prevladava kolagen, 
ime infarkt ulazi u kroni
nu fazu kojoj je svojstveno stanjenje 

infarktom zahva�ane stjenke te reaktivna hipertrofija sr
anih mibi�nih stanica u ne-

infarciranom podru
ju (16). Smatra se da je cijeljenje infarkta kod ljudi zavrbeno nakon 

sedam tjedana (12), dok se kod btakora nekroti
no tkivo u potpunosti zamijeni vezivnim 

ve� nakon 3 tjedna (16).   

 

1.8. Aneurizma kao komplikacija cijeljenja 

 

Aneurizma stjenke lijeve klijetke (LVA, engl. left ventricular aneurysm) ozbiljna je 

komplikacija transmuralnog infarkta i ima veliku klini
ku vadnost zbog visoke stope 

smrtnosti (24). Aneurizma se definira kao izbo
enje sr
ane stjenke prema vani. U 

ljudskoj patologiji pojavnost LVA nakon sr
anog infarkta varira od 2-4% (25). Potpuno 
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za
epljenje koronarne arterije u ljudi pove�ava pojavnost aneurizme za 3 puta (24). U 

btakora se visoka u
estalost aneurizme javlja kada se LAD podvede tri milimetra od 

njezinog polazibta (26). Aneurizme koje nastaju u ranoj fazi nakon infarkta posljedica su 

naglog istezanja stjenke lijeve klijetke, dok su one koje nastaju u kasnoj fazi posljedica 

slabosti stjenke zbog nepotpunog uklanjanja nekroti
nog materijala i neadekvatnog 

prodimanja infarciranog podru
ja kolagenskom mredicom (25, 27). Prvi histolobki opis 

aneurizme u 
ovjeka napravio je Mallory 1939. godine. Obdukcijskim nalazom utvrdio je 

postojanje zone nekroti
nog tkiva unutar sr
ane stjenke, u nekim slu
ajevima i nekoliko 

mjeseci nakon sr
anog infarkta (28). Fishbein je eksperimentalno potvrdio postojanost 

nekroti
ne zone kod jednog od sedam operiranih btakora 
ak i nakon zavrbenog perioda 

cijeljenja (16), dok su Castagnino i suradnici 1992. godine pronabli neprimjereno 

formiranje kolagenske mredice unutar aneurizme (27).  

 

1.9. Biljezi za histolobko pra�enje procesa cijeljenja 

 

Cijeljenje sr
anog infarkta sloden je proces sastavljen od diobe, diferencijacije, 

programirane stani
ne smrti (apoptoze) te reinervacije (29). Za istradivanje cijeljenja 

koriste se razli
iti histolobki biljezi za svaki od navedenih procesa.  

Kod sr
anog infarkta najvibe se dijele fibroblasti i endotelne stanice (30). Biljeg stani
ne 

proliferacije je Ki-67 (protein svojstven stanicama koje se dijele), a prisutan je unutar 

jezgre u svim fazama stani
ne diobe (31). Ki-67 se javlja u sredini G1 faze diobe, 

njegova koncentracija raste u jezgri kroz S i G2 faze da bi svoj maksimum imao u samoj 

mitozi (M faza). Poslije mitoze ovaj antigen se brzo raspada i ima vrijeme poluraspada od 
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otprilike pola sata. Kod mibeva je najve�i broj dioba stanica, nakon podvezivanja 

koronarne arterije, primje�en 
etvrti dan nakon ligacije (30). Nakon toga broj dioba se 

postupno smanjuje do 
etvrtog tjedna, kada je postao zanemariv.  

Nestin je protein koji spada u skupinu intermedijarnih filamenata i nalazi se unutar 

citoplazme nezrelih stanica neposredno nakon diobe i po
etkom diferencijacije (32). 

Napredovanjem diferencijacije stanice, gubi se izradaj nestina i zamjenjuju ga drugi 

intermedijarni filamenti. Nestin sludi za ozna
avanje aktivnosti mati
nih sr
anih stanica 

(33) koje se mobiliziraju na podru
ju odiljka i sudjeluju u procesu cijeljenja (34). 

Povibena koli
ina nestinske glasni
ke RNA dosad je na�ena u prijelaznoj zoni izme�u 

sr
anog infarkta i neinfarciranog tkiva u ljudi, mibeva i btakora (34, 35). Nestin pozitivne 

sr
ane mati
ne stanice mogu se diferencirati u stani
nim kulturama u myoFb-te, mibi�ne 

stanice, endotelne stanice i prete
e div
anih stanica (34-36). 

Kaspaza-3 je efektorna kaspaza za koju se smatra da je primjerena za prou
avanje 

apoptoze kod sr
anog infarkta (37). Apoptoza je najvadniji mehanizam kojim se uklanja 

vibak makrofaga, MyoFb-ta i endotelijalnih stanica sa podru
ja infarkta u subakutnoj i 

kroni
noj fazi (38, 39). Kod kardiomiocita apoptoza nije dokazana u subakutnoj i 

kroni
noj fazi (40).  

α -glatki mibi�ni aktin (α-SMA) je biljeg miofibroblasta (16), stanica koje se nalaze 

unutar vezivnog tkiva infarkta i slude prijenosu kontraktilne sile na sr
ani odiljak preko 

kontakta njegovih mikrofilamenata s me�ustani
nom tvari (29, 41). α-SMA pozitivnost 

nalazi se u zdravom srcu samo u stjenci krvnih dila. Kod infarkta, pojavljuju se tre�i dan i 

prisutni su u svim njegovim zonama, gdje se zadrdavaju kroz nekoliko tjedana a potom 

im se broj smanjuje. 
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Za dokazivanje reinervacije poslije infarkta slude: kao op�i biljeg div
anog tkiva 

proteinski produkt gena 9.5 (PGP 9.5) (42) i kao biljeg za simpati
ki sustav: protutijelo 

na tirozin hidroksilazu (TH) (43). PGP 9.5 pripada velikoj obitelji ubikvintin hidrolaza a 

po svojoj strukturi on je ubikvintin karboksi-terminalna hidrolaza 1 (UCH-L1) i veli
ine 

je 27 kDa. Prvi put je izoliran iz ljudskog mozga te 
ini od 1-5 posto svih topljivih 

proteina u mozgu (42). U tkivima je prisutan u div
anim i neuroendokrinim stanicama. 

Tirozin hidroksilaza je enzim koji djeluje kao katalizator u procesu stvaranja 

dihidrofenilalanina (DOPA) iz L-tirozina. DOPA je prekursor noradrenalina, koji je 

neurotransmitor simpati
kog div
anog sustava.  

Transmuralni sr
ani infarkt prekida tok divaca prema podru
ju distalno od odiljka. 

Reinervacija potrebna za normalnu funkciju kardiomiocita nastaje urastanjem div
anih 

zavrbetaka iz ne-infarciranog dijela srca u podru
je infarkta (44).  

Proces reinervacije te
e u 4 glavne faze koje su prikazane na Slici 1. Prva faza po
inje 

otpubtanjem neuronalnog faktora rasta (NGF) iz podru
ja infarkta (45) koji se 

retrogradno transportira do tijela neurona koja se nalaze u lijevom stelatnom gangliju 

(faza 2). U tre�oj fazi, tijela neurona stimuliraju div
ana vlakna iz okolice na 

proliferaciju, a u 
etvrtoj fazi lokalni milje iz odiljka odre�uje smjer urastanja div
anih 

vlakana (46). 

U novije vrijeme mijenja se predoddba o sr
anom odiljku u kroni
noj fazi infarkta kao o 

mrtvom tkivu bez aktivnosti. Sada se smatra da je odiljak divu�e tkivo u kojem se 

kontinuirano nastavljaju procesi cijeljenja. 
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Slika 1. Shematski prikaz reinervacije nakon sr
anog infarkta (LSG- lijevi stelatni 

ganglij, IM- infarkt miokarda); prilago�eno prema Verrier, R.L. et Kwaku K.F. Frayed 

Nerves in Myocardial Infarction. Circ Res. 2004;94:5-6 

 

Do sada u literaturi nije opisana studija koja uspore�uje histolobke osobitosti cijeljenja 

infarkta u btakora koji su razvili aneurizmu kao kroni
nu komplikaciju infarkta i dobro 

zacijeljenog ne-aneurizmatskog odiljka. Problematika LVA se do sada pokubavala rijebiti 

na dva na
ina: prevencijom nastanka aneurizmi (rana reperfuzija zatvorene krvne dile), te 

operativnim odstranjenjem aneurizme (26). Iako se do sada istradivalo cijeljenje koriste�i 

svaki od ovih biljega ponaosob (22, 29, 40, 44), ovo je prvi put se analizira proces 

cijeljenja u cijelosti (ali i u to
no definiranim diskretnim zonama cijeljenja), 

upotrebljavaju�i sve gore opisane biljege. 
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2. CILJ I HIPOTEZE ISTRAcIVANJA  

 

Istradivanja transmuralnog infarkta u btakora pokazala su da se u kroni
noj fazi njegovog 

cijeljenja odiljak pojavljuje u dva oblika: kao stanjenje stjenke klijetke (ne-aneurizmatski 

oblik) ili kao stanjenje stjenke pra�eno izbo
enjem u obliku aneurizme (aneurizmatski 

oblik). Cilj ovog istradivanja bio je dokazati da postoji zaostajanje u fazi cijeljenja kod 

btakora s kasnom komplikacijom koje je najve�im dijelom uzrokovano neodgovaraju�im 

brojem i rasporedom α-SMA pozitivnih stanica unutar odiljka.  

Ovim �e se istradivanjem pokazati da, osim razlika u vanjskom izgledu odiljka, postoje i 

zna
ajne razlike u tipi
nim histolobkim zonama te razlike u lokalizaciji stani
nih 

populacija i inervaciji izme�u ne-aneurizmatskog i aneurizmatskog odiljka. U 

aneurizmatskom srcu, osim prisustva nekroti
ne zone i razlika u broju i rasporedu 

stani
nih populacija, o
ekuje se cjelokupno zaostajanje procesa „sazrijevanja“ u 

subakutnoj fazi, u odnosu na kroni
ni proces u ne-aneurizmatskom tipu cijeljenja. U 

aneurizmatskom srcu tako�er se o
ekuje nalaz ve�eg broja nezrelih (nestin-pozitivnih) 

mati
nih stanice te manjeg broja miofibroblasta s posljedi
nim poreme�ajem kontrakcije 

koja vodi prema nastanku aneurizme.  

Zbog razlika u mehanizmu i brzini cijeljenja izme�u dvaju oblika odiljaka, o
ekuju se 

razlike u broju i rasporedu stanica u fazi proliferacije i stani
ne smrti. U aneurizmatskom 

se srcu tako�er o
ekuje smanjenje reinervacije odiljka. Dokazivanjem navedenih 

histolobkih razlika u odiljku mogle bi se objasniti razlike u funkcionalnim zna
ajkama 

sr
ane stjenke, prognozi i terapiji infarkta. 
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2.1. HIPOTEZE 

1. Odiljak koji cijeli aneurizmatskim probirenjem stjenke lijeve klijetke 'kasni' u fazi 

cijeljenja za ne-aneurizmatskim odiljkom, sedam tjedana od infarkta. 

2. Izbo
enje stjenke klijetke kod aneurizmatskog tipa odiljka uzrokovano je manjim 

brojem i neodgovaraju�om usmjerenob�u α-SMA pozitivnih stanica unutar svih 

zona odiljka. 

3. Postoji razli
it izradaj proliferacijskih i apoptotskih biljega kod ove dvije skupine 

odiljaka: dok �e u aneurizmatskom odiljku prevladavati proliferacija, u ne-

aneurizmatskom odiljku prevladavat �e apoptoza. 

4. U aneurizmatskom tipu odiljka o
ekuje se vibe nezrelih nestin pozitivnih stanica 

unutar svih tipi
nih zona. 

5. Reinervacija simpati
kim vlaknima nakon sr
anog infarkta bolje je izradena u ne-

aneurizmatskom tipu odiljka. 
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3.             METODE I MATERIJALI  

 

3.1.         Pokusne divotinje 

 

Istradivanje je dizajnirano kao prospektivna studija pra�enja i evaluiranja ishoda 

podvezivanja lijeve silazne koronarne arterije u btakora. Istradivanje je dio projekta 

„Mehanizmi sr
ane boli u ishemiji, starosti i metaboli
kim promjenama“ odobrenog od 

strane Ministrstva znanosti, obrazovanja i bporta broj: 216-2160528-0067. Za sva 

istradivanja ovog projekta dobiveno je odobrenje Eti
kog povjerenstva Medicinskog 

fakulteta Sveu
ilibta u Splitu i istradivanje se provelo u skladu sa smjernicama za 

rukovanje laboratorijskim divotinjama (European Communities Council Directive 

24.11.1986.).  

Pokusi su provedeni na denskim btakorima soja Sprague-Dawley, tebkim izme�u 200 i 

250 grama, uzgojenim u Nastambi za laboratorijske divotinje Sveu
ilibta u Splitu. 

Tijekom pokusa divotinje su boravile u pri
uvnoj nastambi za pokusne divotinje Zavoda 

za anatomiju, histologiju i embriologiju u klimatski kontroliranim uvjetima s 12-satnim 

ciklusom dan-no�. civotinje su bile smjebtene u individualnim plasti
nim kavezima s 

dnom prekrivenim steljom te su imale slobodan pristup vodi i hrani.  

atakorima se trajno podvezala lijeva silazna koronarna arterija u razini donje granice 

lijeve aurikule. Sedam tjedana nakon infarkta divotinje su drtvovane i makroskopski je 

utvr�en aneurizmatski ili ne-aneurizmatski tip odiljka. Procjena u koju skupinu odiljak 

pripada vrbila se na preparatima srca i uklju
ivala je makroskopske i mikroskopske 

kriterije. Makroskopski kriteriji za aneurizmatsko srce uklju
ivali su izbo
enje i izrazito 
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stanjenje sr
ane stjenke. Mikroskopski kriterij bila je prisutnost nekroti
ne zone unutar 

odiljka. Srca sa razvijenim odiljkom bez izbo
enja stjenke i bez nalaza nekroti
ne zone 

bila su svrstana u ne-aneurizmatski tip odiljka. Istradivanje se provelo na 36 divotinja od 

kojih su 6 imali aneurizmatske i 6 ne-aneurizmatske sr
ane odiljake. Ostale divotinje nisu 

razvile sr
ani infarkt ili nisu predivjele 7 tjedana od operacije, te su isklju
ene iz studije. 

 

3.2.   Postupci 

 

3.2.1. Kirurbki zahvat podvezivanja koronarne arterije 

 

Sve su divotinje anestezirane intramuskularnom injekcijom kombinacije anestetika 

ketamina (Ketaminol 10, 1.2 ml/kg, Intervet International, Netherlands) i ksilazina 

(Xylapan, 0.4 ml/kg, Vetoquintol, avicarska) u stradnju skupinu mibi�a desne 

natkoljenice. Nakon bto se divotinja anestezira obrije se podru
je gornjeg abdomena te 

podru
je od 1 cm iznad ksifoidnog nastavka prsne kosti. Endotrahealna intubacija se 

napravi pomo�u 18-gauge arterijskog katetera. Za potrebe ovog eksperimenta koristili 

smo takozvani „abdominalni“ transdijafragmalni pristup btakorskom srcu koji je znatno 

pobtednija modifikacija ve� opisanog pristupa srcu (47) (Slika 2). 
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Slika 2. Prikaz kirurbkog pristupa srcu za podvezivanje koronarne arterije. A) Prikaz 

intaktnog obita s donje strane, B) rez obita u sredibnjoj liniji s vizualizacijom srca i C) 

zabiven obit nakon podvezivanja 

 

Po
etni rez kode napravi se u sredibnjoj liniji gornjeg dijela abdomena, a nakon toga se 

bkarama napravi uzdudni rez prate�i bijelu liniju, linea alba. Tupom sekcijom se prikade 

ksifoidni nastavak prsne kosti oko kojeg se zavede 
vor. Natedu�i konac prikazujemo 

donju povrbinu obita (Slika 2A). U nastavku se operacija izvodi uz pomo� neurokirurbkog 

mikroskopa (Leica, M520 MC1,avicarska, Slika 3). Za rez na obitu modificirali smo 

Huikeshoven-ov pristup, naime zamijenili smo do sada koribten T rez u ravni rez u obliku 

slova „I“ koji se protede 1/3 kroz sredibnji tetivni dio, a 2/3 kroz mibi�ni dio (Slika 2B) 

(8, 9). Odmah po rasjecanju obita divotinje su spojene na respirator (SAR 830, CWE Inc, 

USA) koji se postavi na parametre od 56 udisaja u minuti i udisajni tlak od 8 do 10 

cm\H2O. 
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Slika 3. Neurokirurbki mikroskop Leica M520 MC1  

 

Zbog boljeg prikazivanja sadrdaja prsne bupljine obit se u podru
ju reza rabiri s posebnim 

instrumentom (retraktor). Nakon bto se perikard padljivo oljubti, povrbina srca se jasno 

prikade. Podizanjem lijeve aurikule (rudi
aste je boje za razliku od desne koja je modra) 

nailazimo na polazibte LAD-a koje je smjebteno na polovici linije izme�u lijeve aurikule i 

po
etka zajedni
kog debla plu�nih arterija (truncus pulmonalis). Sama arterija nije 

vidljiva na povrbini srca dok se vena koja te
e iznad nje jasno prikazuje. Mjesto 

podvezivanja je uvijek bilo isto i nalazilo se u razini donjeg ruba lijeve aurikule bto 

prema literaturi odgovara udaljenosti od 2-3 mm od njenog po
etka (Slika 4).     
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Slika 4. To
no mjesto podvezivanja prednje lijeve silazne koronarne arterije (LAD) u 

btakora. Desna klijetka (DK), desna aurikula (DA), lijeva klijetka (LK), lijeva aurikula 

(LA), aorta (A), plu�na arterija (PA). 

 

Za podvezivanje LAD-a koristio se atraumatski, neresorptivni kirurbki konac veli
ine 8-0 

(Prolene, 8-0, 6.5 mm, 3\8c, 60 cm, 8732H, Ethicon INC, New Yersey, USA). Nakon 

formiranja 
vora isti se u
vrsti s kapljicom tkivnog ljepila (Superattak, Henkel Loctite, 

Irska). Povrbinsko bljedilo srca znak je uspjebnog podvezivanja (Slika 5). Rez se na obitu 

zabije s neresorptivnim kirurbkim koncem veli
ine 7-0 (Prolene, 7-0, 8.0 mm, 3\8c, 60 

cm, 8735H, Ethicon INC, New Yersey, USA) i to od mibi�nog prema tetivnom dijelu 

obita (Slika 1C). Trenutak prije nego bto se u
vrsti posljednji bav u obitu, napravi se 

reekspanzija plu�a kontinuiranim upuhivanjem zraka u plu�a. airenjem plu�a izbaci se 

preostali zrak iz prsne bupljine i zategne se posljednji bav. Potom se divotinja isklju
i s 
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respiratora, te kroz desetak sekundi po
ne samostalno disati. Nakon bivanja mibi�a i kode 

trbubne stjenke prati se njen postoperativni oporavak tijekom slijede�ih 3-5 sati. 

 

 

Slika 5. Ishemija srca po uspjebnom podvezivanju LAD-a 

 

3.2.2. Obrada tkiva i imunohistokemijska bojanja 

 

Sedam tjedana nakon operacije divotinje su ponovo anestezirane i drtvovane. Srca su 

uzeta u cijelosti, a za imerzijsku fiksaciju koribten je 4% paraformaldehid u 0.01 M 

fosfatnom puferu. Nakon trodnevne fiksacije, pristupa se sekciji srca na tri dijela: prvi rez 

izvodi se u visini donjeg ruba lijeve aurikule, a drugi rez se izvodi 4 mm ispod prvog 

reza. Sr
ano tkivo se dehidrira u rastu�em alkoholnom nizu i potom uklapa u parafin. 

Serijski parafinski rezovi debljine od 8-10 µm postave se na silanizirana stakla. Izabrani 

su reprezentativni rezovi koji sadrdavaju sve zone infarkta koje istradujemo. Bojani su 

susjedni rezovi i to svaki rez sa svojim protutijelom. Istim protutijelom obojan je svaki 

besti rez. Tkivo se nakon deparafinizacije rehidrira u padaju�em etanolnom nizu i vodi a 

potom se pristupa imunohistokemijskom bojanju (Tablica 1). Bojanja za pojedina
na 
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protutijela obavila su se tijekom jedne procedure bojanja kako bi se osigurala 

uniformnost sekundarnog protutijela. Rezovi srca bojani su: hemalaun-eozinom i po 

Mallory-ju zbog definiranja histolobkih zona infarkta i utvr�ivanja koli
ine vezivnog 

tkiva te imunohistokemijskim biljezima za proliferaciju (Ki-67), apoptozu (kaspaza-3), 

nediferencirane stanice (nestin), reinervaciju (PGP 9.5, TH), miofibroblaste (α-SMA).  

 

Tablica 1. Popis svih protutijela koribtenih u doktorskoj disertaciji  

TIP PROTUTIJELO KAT.BR VRSTA RAZRIJEĐENJE IZVOR 

 

PRIMARNO 

 

α-SMA 

 

M0851 

 

MIa 

 

1:150 

Dako Denmark 

A\S Danska 

 

PRIMARNO 

 

KI 67 

 

AB9260 

 

ZEC 

 

1:100 

Chemicon, 

Temecula, CA, 

USA 

 

PRIMARNO 

 

KASPAZA 3 

 

AF835 

 

ZEC 

 

1:1500 

R&D sys, 

Minneapolis, 

USA 

 

PRIMARNO 

 

PGP 9.5 

 

AB5925 

 

ZEC 

 

1:2000 

Chemicon, 

Temecula CA, 

USA 

 

PRIMARNO 

 

TH 

 

Sc-7848 

 

KOZA 

 

1:400 

Santa Cruz 

Biotechnology, 

USA 

 

SEKUNDARNO 

 

DAB 

 

K0690 

 

X 

 

1:200 

Dakocytomation, 

Carpinteria, 

USA 

PRIMARNO 

Fluorescencija 

 

h-NESTIN 

 

MAB1259 

 

KOZA 

 

1:200 

R&D systems, 

Minneapolis, 

USA 

 

SEKUNDARNO 

 

RODAMIN 

 

AP124R 

 

 

MIa 

 

1:200 

Jackson Immuno 

Research Lab., 

PA, USA 
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PROTOKOLI 

 

Trikromno bojanje po Mallory-ju 

Za trikromno bojanje po Mallory-ju (engl. Trichrome Mallory stain) koribten je protokol: 

pet minuta inkubacije u hematoksilinu koji se ispire u vodi iz slavine, zatim slijedi 

jednominutna inkubacija u kiselom fuksinu. Kiseli fuksin se ispire nekoliko puta u 

destiliranoj vodi a potom se rezovi tkiva diferenciraju u 1% fosfomolibdenskoj kiselini 

kroz jednu minutu. Slijedi ispiranje u destiliranoj vodi i inkubacija tijekom 15 minuta u 

anilinskom plavilu, ponovo ispiranje u destiliranoj vodi pa diferencijacija tkiva u octenoj 

kiselini od 1-5 minuta. Posljednji korak je dehidracija tkiva u etanolu i ksilolu. 

Rezovi tkiva koji su namijenjeni za imunohistokemijsko bojanje moraju pro�i inkubaciju 

od 10 minuta u 1% vodikovom peroksidu, prije stavljanja primarnog protutijela. Taj 

korak je nudan da bi se neutralizirala peroksidazna aktivnosti unutar stanice. Vodikov 

peroksid se ispire u fosfatnom puferu (PBS). Rezovi koji su namijenjeni za bojanje s α-

SMA, kaspazom 3 i h-Nestinom, PGP 9.5 i TH, kuhali su se u mikrovalnoj pe�nici kroz 

17 minuta na temperaturi od 95 °C u puferu natrijevog citrata (pH 6.0). Rezovi koji su se 

bojali s Ki-67 kuhali su se u etilendiaminotetraoctenoj kiselini (EDTA, pH 8.0). Protokoli 

za bojanje sa diaminobenzidin tetrahidrokloridnom otopinom (DAB) i 

imunofluorescencijom nakon ove faze se razlikuju pa su posebno prikazani. 
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DAB bojanje 

Primarna protutijela razrije�ena su u otopini Dako REAL Antibody Diluens (Dako 

Denmark A\S, Danska) i inkubirana na rezovima tkiva kroz jedan sat u vladnoj komori. 

Upotrijebili smo slijede�a protutijela:  

a) Monoklonalno mibje α-SMA protutijelo (1:150, M0851, Dako Denmark A\S 

Danska)  

b) Poliklonalno ze
je protu-Ki-67 protutijelo (1:100, AB9260, Chemicon, Temecula, 

CA, USA) 

c) Poliklonalno ze
je protu-kaspaza 3 protutijelo (1:1500, AF835, R&D sys, 

Minneapolis, USA) 

d) Poliklonalno ze
je protu-PGP 9.5 protutijelo (1:2000, AB5925, Chemicon, 

Temecula, CA, USA) 

e) Poliklonalno kozje protu-TH protutijelo (1:400, sc-7848, Santa Cruz 

Biotechnology, USA) 

Primarna protutijela se vibestruko ispiru u PBS-u, potom se detektiraju sa streptavidin-

biotin-peroksidaznim sistemom (K0690, Dakocytomation, Carpinteria, Calif., USA) i na 

kraju se bojaju sa DAB-om. Slijedi ispiranje u destiliranoj vodi, bojanje sa 

hematoksilinom i dehidriranje u etalolu i ksilolu. Stanice koju pokazuju pozitivitet na 

aktin imaju sme�e obojenje u citoplazmi, dok se pozitivitet na Ki-67 i α-SMA prikazuje 

kao sme�e obojenje jezgre. 
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Imunofluorescencijsko bojanje 

Nakon kuhanja rezova tkiva u puferu natrijevog citrata (pH 6.0) na 95 °C i hla�enja na 

sobnoj temperaturi, koribten je normalni kozji serum (Normal Goat Serum X0907 

DAKO, Glostrup, Danska) kroz 1 sat da bi smanjili nespecifi
no vezanje sekundarnog 

protutijela. Nakon blagog ispiranja rezove tkiva inkubiramo preko no�i sa primarnim 

protutijelom: 

a) Monoklonalno mibje anti h-Nestin protutijelo (1:200, MAB1259, R&D systems, 

Minneapolis, USA) 

Poslije vibestrukog ispiranja u PBS-u slijedi 1 sat inkubacije sa sekundarnim 

protutijelom. 

       a)   Protu-mibji rodamin uzgojen u kozi (1:200, AP124R, Jackson Immuno Research 

Lab., PA, USA).  

Nakon ispiranja sekundarnog protutijela sa PBS-om slijedi inkubacija s DAPI-jem za 

bojenje jezgre. Stanice imunopozitivne na nestin imaju crveno, difuzno obojanu 

citoplazmu, dok DAPI boji jezgre svih stanica.  

Nakon zavrbnog ispiranja sa PBS-om svi rezovi bojani sa DAB-om ili 

imunofluorescencijom se uklapaju u medij (Immuno-Mount, Shandon, Pittsburgh, PA, 

USA), sube na zraku i prekrivaju pokrovnim stakalcem. Imunofluorescencija je 

pregledavana i fotografirana koriste�i Olympus BX51 mikroskop (Tokio, Japan) 

opremljen s Olympus DP71 kamerom. Za dvostruka bojanja izra�ivane su posebne 

fotografije, ovisno o tipu filtra (Rhodamin, DAPI), a kolokalizacije su izra�ene uporabom 

ra
unalnog programa Cell A Imaging Software (Olympus Tokio, Japan).  
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Kontrole 

Pozitivna kontrola za α-SMA su glatke mibi�ne stanice koje se nalaze unutar krvnih dila 

neinfarciranog dijela sr
anog tkiva, pozitivne kontrole za Ki-67, nestin i kaspazu 3 bila su 

embrionalna tkiva ve� opisana u literaturi a bojana u laboratoriju u kojem je provedeno 

ovo istradivanje (48, 49). Negativne kontrole su napravljene tako da se proveo cijeli 

protokol bojanja ali bez inkubacije primarnim protutijelom. Negativne kontrole nisu 

pokazale specifi
nu imunofluorescenciju tkiva.   

 

Brojanje ukupnog broja stanica i α-SMA pozitivnih stanica unutar histolobkih zona 

α-SMA pozitivne stanice su izbrojane i prikazane kao postotak od ukupnog broja stanica. 

Broj α-SMA pozitivnih stanica utvr�en je od strane dvaju neovisnih istradiva
a. Zasebno 

su se brojale stanice koje su pokazivale bojanje na α-SMA u citoplazmi i one koje to nisu 

pokazivale. Brojanje je vrbeno unutar cijelog promjera sr
ane stjenke zahva�ene 

infarktom, kod aneurizmatskog i neaneurizmatskog srca. Kod stjenke aneurizmatskog 

srca brojane su stanice koje se nalaze unutar sredibnjeg nekroti�nog podru�ja, a u zoni 

koja okruduje nekroti
nu zonu (peri-infarktna zona) posebno su brojane stanice u zoni 

uvla�enja tkiva (Slika 6C) i zoni neuvla�enja tkiva (Slika 6F) u nekroti
nu zonu. Kod 

ne-aneurizmatskog srca odvojeno brojimo stanice koje se nalaze u sredibnjoj 

(miofibroblastnoj) i rubnoj peri-infarktnoj (fibroznoj) zoni (Slika 6E). Pomo�u 

ra
unalnog programa DP-SOFT 3. svaka fotografija je podijeljena u kvadrate od 

50x50µm pri 20x pove�anju. Za brojanje su odabrani samo oni kvadrati koje u potpunosti 

prekrivaju stanice, i samo one stanice koje imaju vidljivu jezgru. Stanice koje nalijedu na 
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lijevi ili gornji rub kvadrata nisu brojane, dok su one koje su nalijegale na desni ili donji 

brojane. Kod brojanja stanica osobita se padnja obra�ala da se izme�u rezova koji su se 

brojali, proksimalnog, srednjeg i distalnog dijela infarkta nalaze minimalno tri reza koja 

se nisu brojala. Tako se sprje
ava vibestruko brojanje istih stanica nekoliko puta.  

Metoda semikvantifikacije se koristila za utvr�ivanje raspodjele ostalih imunopozitivnih 

stanica u pojedinim zonama infarkta, a time i na njihovu mogu�u ulogu u procesu 

cijeljenja. S obzirom na mali broj stanica u infarktnoj zoni koristili smo ovu metodu za 

prikaz broja proliferiraju�ih, apoptotskih, nestin pozitivnih te PGP i TH pozitivnih stanica 

unutar cijele histolobke zone jednog reza (- = 0 pozitivnih stanica, ± = 1-3 pozitivne 

stanice, + = 3-10 pozitivnih stanica, ++ = vibe od 10 pozitivnih stanica). 

 

3.3.    Statisti�ki postupci 

 

Podatke smo obradili uz pomo� GraphPad (La Jolla, CA, SAD) ra
unalnog programa. 

Brojao se ukupni broj stanica i udio imunopozitivnih α-SMA pozitivnih stanica unutar 

infarkta. Podaci su se izrazili kao aritmeti
ka sredina (AS) ± SD. Statisti
ka metoda koju 

smo koristili je t-test nakon bto smo utvrdili normalnu distribuciju podataka Kolmogorov-

Smirnov-im testom. Razina statisti
ke zna
ajnosti postavljena je na P<0.05. Statisti
ka 

analiza kojom je dobivena snaga studije napravljena je od podataka dobivenih iz prve 

skupine operiranih divotinja (4 divotinje po skupini), te se izra
unao potreban broj 

divotinja u svakoj od skupina da bi se zadovoljila snaga od 90% za idu�e tvrdnje: 
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1. Za usporedbu broja stanica unutar infarkta dovoljne su 4 divotinje s 

anurizmatskim i 4 s ne-aneurizmatskim tipom cijeljenja odiljka (anuerizma vs. ne-

aneurizma AS1=17,4±3,5 vs AS2=6,9±1,9; SD=3,5; α=0,05; P=0,9; N=4).  

2. Za usporedbu proporcije α-SMA pozitivnih stanica izme�u dvije skupine peri-

infarktnih zona potrebno je imati 5 divotinja s anurizmatskim i 5 s ne-

aneurizmatskim tipom cijeljenja odiljka ( AS1=24,7; AS2=37,8; SD=5; P=0,9; 

N=5; α= 0.05). 

3.  Za usporedbu proporcije α-SMA pozitivnih stanica izme�u centralne i periferne 

zone kod ne-aneurizmatskog odiljka dovoljne su 3 divotinje s takvim tipom 

cijeljenja odiljka (AS1=65,7±7,1; AS2=37,8±5,2; Koeficijent korelacije=0,722; 

P=0,9; N=3).  

Vode�i se ovom pilot studijom ponovili smo pokus dok nismo imali po 6 divotinja u 

svakoj od skupina da bi se zadovoljila snaga studije od 90% za sve navedene varijable. 
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4.  REZULTATI  

 

Operativno podvezivanje lijeve silazne koronarne arterije u
injeno je u 36 btakora. U best 

slu
ajeva podvezivanje je zavrbilo smrtnim ishodom tijekom operacije ili do 24 sata 

nakon operacije. Naj
eb�i razlog smrtnog ishoda bio je kardiovaskularni urubaj 

uzrokovan masivnim infarktom. Od ukupnog broja divotinja 8 divotinja nije razvilo 

sr
ani infarkt (odvezivanje 
vora zbog rada btakorskog srca od preko 300 otkucaja u 

minuti), a od preostalih 22 koji su razvili transmuralni infarkt, izabrano je 6 divotinja sa 

dobro formiranim odiljkom (n=6), te 6 s aneurizmatskim probirenjem stjenke lijeve 

klijetke (n=6) koji su bili jasno utvr�eni sedam tjedana nakon operacije.  

Trikromno bojanje po Mallory-ju je napravljeno na popre
nom presjeku kroz sr
ane 

klijetke u razini sr
anog infarkta, kako bi se opisao izgled infarkta, ali i kako bi se odiljak 

svrstao u neaneurizmatsku (Slika 6A) ili aneurizmatsku (Slika 6B) skupinu. Rezultat 

bojanja u neaneurizmatskom odiljku pokazao je vezivnom prodet odiljak, s odlaganjem 

kolagena (plavo obojenje) u zoni odiljka, zoni uz odiljak (peri-infarktna zona) i grani
noj 

zoni prema zdravom tkivu (Slika 6A). U srcima s aneurizmatskim probirenjem lijeve 

klijetke odiljak je bio dvostruko dudi od ne-aneurizmatskog odiljka, s manje kolagenih 

vlakana u svim gore navedenim zonama (Slika 6B). Srca sa razvijenim odiljkom bez 

izbo
enja stjenke i bez nalaza nekroti
ne zone bila su svrstana u ne-aneurizmatski tip 

odiljka, a ona s izbo
enom sr
anom stjenkom i prisutnob�u nekroti
nog materijala (u 

obliku vrpce ili nepovezanih oto
i�a nekroti
nog materijala) u aneurizmatski tip odiljka. 
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Slika 6. Popre
ni presjek dvaju reprezentativnih srca nakon transmuralnog infarkta. A. 

Razvoj odiljka lijeve klijetke bez stvaranja aneurizme. B. Razvoj odiljka lijeve klijetke sa 

baloniranjem stjenke lijeve klijetke prema vani i stvaranjem aneurizme. Zona odiljka i 

peri-infarktna zona (zo+pz), grani
na zona (gz), lijeva klijetka (LK), desna klijetka (DK), 

pregrada (septum) izme�u klijetki (S). Podru
je prodeto vezivom koje odgovara podru
ju 

odiljka obojano je plavom bojom, a crvenom bojom je obojano sr
ano mibi�no tkivo koje 

je predivjelo sr
ani infarkt. Trikromno bojanje po Mallory-ju. 

 

4.1. Bojanje hematoksilinom i eozinom  

Histolobki izgled neinfarciranog dijela sr
anog tkiva pokazuje sr
ane mibi�ne stanice 

(kardiomiocite) kako se isprepli�u sa vezivnim tkivom (endomizij) unutar kojeg se nalaze 

krvne dile (Slika 7A). Neaneurizmatski infarkt: dio sr
ane stjenke koji je zahva�en 

transmuralnim infarktom pokazuje stanjenje uzrokovano odumiranjem sr
anih mibi�nih 

stanica. Sredibnji dio stjenke prodet je vezivnim tkivom. Peri-infarktnoj zoni, tj. zoni uz 

odiljak koja grani
i sa endokardom i epikardom svojstveno je mnobtvo stanica s velikim 
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brojem krvnih dila, bto odgovara granulacijskom tkivu. Grani
na zona je podru
je gdje 

infarcirano tkivo postupno prelazi u normalno sr
ano mibi�je (miokard), a svojim 

izgledom odgovara peri-infarktnoj zoni zbog granulacijskog tkiva sa mnogo krvnih dila 

(Slika 7B).  

Kod aneurizmatskog tipa odiljka, stanjenost inficirane stjenke job je o
itija. Ve� se na 

malim pove�anjima vidi da se u sredibnjoj zoni nalazi amorfni materijal koji odgovara 

nekroti
nom sadrdaju, a peri-infarktna zona i grani
na zona sadrde granulacijsko tkivo s 

obiljem krvnih dila, bez razvoja zna
ajnije koli
ine veziva (Slika 7C). 

 

4.2. Trikromno bojanje po Mallory-ju 

 

Trikromno bojanje po Mallory-ju u neinfarciranim djelovima srca otkriva normalne 

sr
ane mibi�ne stanice (crvena boja) i malu koli
inu veziva (plava boja) (Slika 7D). 

Neaneurizmatski odiljak i podru
je prema endokardu i epikardu (peri-infarkta zona) kod 

dobro zacijeljenih odiljaka sastoji se u velikom dijelu od gustih vezivnih naslaga 

kolagenih vlakana valovitog tijeka. Sredibnji dio odiljka sadrdi uz vezivo i vretenaste 

stanice koje odgovaraju miofibroblastima (Slika 7E). Kod odiljaka koji uzrokuju 

aneurizmu stjenke srca (aneurizmatski tip odiljka), zona odiljka i zone uz odiljak (peri-

infarktne zone) razlikuju se od one u dobro zacijeljenog infarkta. Zona odiljka se u ovom 

slu
aju sastoji od sredibnjeg nekroti
nog podru
ja bez prisutnosti stanica, okrudenog peri-

infarktnom zonom s mnobtvom stanica i krvnih dila. Koli
ina vezivnog tkiva 

(kolagenskih vlakana) manja je nego kod neaneurizmatskih odiljaka. Na nekoliko mjesta 

unutar peri-infarktne zone odiljka vide se podru
ja uvla
enja granulacijskog tkiva u 
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nekroti
no podru
je (zone invaginacije, Slika 7F). Invaginiranim podru
jima svojstven je 

ve�i broj stanica i velik broj dioba (Slika 8C). 

 

4.3. Bojanje α –glatkog aktina (α –smooth actin ili α-SMA) uz pomo� DAB-a  

Bojanje normalnog sr
anog tkiva s α-SMA otkriva izradaj tog biljega u podru
ju 

endomizija, prvenstveno u citoplazmi glatkih mibi�nih stanica u stjenci krvnih dila (Slika 

7G). Infarcirana stjenka miokarda sadrdi ili gusto vezivno tkivo koje se nalazi kod ne-

aneurizmatskog tipa odiljka ili rijetko vezivno tkivo kod aneurizmatskog tipa odiljka. Uz 

fibroblaste to vezivo sadrdi i miofibroblaste pozitivne na α-SMA (Slika 7H). Kod 

aneurizmatskog odiljka zona odiljka kao i zona uz odiljak (peri-infarktna zona), pokazuju 

izradaj α-SMA unutar citoplazme vretenastih miofibroblasta te u stjenci krvnih dila. 

Zna
ajna prisutnost α-SMA pozitivnih miofibroblasta je primije�ena u granulacijskom 

tkivu grani
ne zone kod oba tipa odiljka s tom razlikom da je njihov broj u grani
noj zoni 

ne-aneurizmatskog tipa odiljka manji.  

Podru
je odiljka kod aneurizmatske stjenke nema α-SMA pozitivne miofibroblaste u 

sredibnjoj nekroti
noj zoni, ali se oni nalaze u peri-infarktnoj zoni. Najve�i broj 

miofibroblasta nalazi se u peri-infarktnoj zoni u podru
jima urastanja (invaginacija) 

granulacijskog tkiva u nekroti
nu zonu (Slika 7I). U tim zonama, glavninu stanica 
ine 

miofibroblasti uz rijetke fibroblaste i vezivo. 
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Slika 7. Pregled histolobkih bojanja koji uspore�uju gra�u normalnog miokarda (NM) s 

gra�om dvaju razli
itih oblika transmuralnih infarkata : neaneurizmatske stjenke (NS) i 

balonirane aneurizmatske stjenke (AS). Kardiomiociti (cm), nekroti
na zona (nz), 

endokard (en), epikard (ep), granulacijsko tkivo (gt), uvla
enje granulacijskog tkiva 

prikazano je strelicom, miofibroblasti (mf), jezgre fibroblasta (f), kolagenska vlakna (kv), 

krvne dile (kd). Srca bojana na hematoksilinom i eozinom (A, B, C), trikromno bojanje pa 

Mallory-ju (D, E, F), α-SMA bojanje (G, H, I). Mjerne jedinice: A-C, 250µm; D-F, 50 

µm; G-I, 25 µm; pove�ana slika na H i I x100.  
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4.3.1. Kvantifikacija aktin pozitivnih stanica  

U divotinja koje su razvile aneurizmu nakon sr
anog infarkta, prosje
ni broj svih stanica 

u odiljku bio je 13.3±0.77 (N=6), bto je statisti
ki zna
ajno vibe (t-test, t=12.3, p<0.001) 

nego u divotinja bez aneurizmatske promjene nakon infarkta 7±0.99 (N=6). 

Statisti
ki zna
ajna razlika u postotku α-SMA pozitivnih stanica u aneurizmatskom srcu 

primije�ena je pri usporedbi zona uvla
enja tj. invaginacije tkiva u nekroti
no podru
je 

42.43±8.83 (N=6) u odnosu na preostali dio peri-infarktne zone koji okruduje nekroti
no 

tkivo ali se ne uvla
i u njega 24.73±1.81 (N=6, t-test, t=4.8, p<0.001) (Slika 8).  

 

Slika 8. Postotak α-SMA pozitivnih stanicama u razli
itim histolobkim zonama kod 

aneurizmatskog i ne-aneurizmatskog odiljka. U ne-aneurizmatskom tipu odiljka nema 

peri-infarktne invaginacije. * statisti
ki zna
ajna razlika 
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Unutar sredibnje nekroti
ne zone odiljka nije na�ena niti jedna α-SMA pozitivna stanica. 

U btakora koji nije razvio aneurizmu, u odiljku sredibnja miofibroblastna zona sadrdi 

63.85±7.13 (N=6) α-SMA pozitivnih stanica, dok je u perifernoj fibroblastnoj zoni 

postotak pozitivnih stanica zna
ajno manji i iznosi 41.54±6.32 (N=6, t-test, t=5.7, 

p<0.001) (Slika 8). 

 

4.4. Bojanje biljegom proliferacije Ki-67 

Normalno sr
ano tkivo pokazuje izradaj Ki-67 biljega unutar jezgre u endomiziju, nikada 

u kardiomiocitima (Slika 9A). U podru
ju aneurizmatskog odiljka, ve�i broj Ki-67 

pozitivnih stanica nalazi se u stjenkama novih krvnih dila koje se nalaze u peri-infarktnoj 

zoni kao i u grani
noj zoni (Slika 9B).  

Podru
je odiljka u aneurizmatskoj stjenci sadrdi mnogobrojne stanice pozitivne na Ki-67 

biljeg i to u vezivnom tkivu i krvnih dilama u blizini nekroti
ne zone. Osobito velika 

u
estalost imunopozitivnosti na Ki-67 nalazi se u podru
jima uvla
enja tkiva u 

nekroti
nu zonu (zona invaginacije) (Slika 9C). Grani
na zona izme�u odiljka i 

normalnog tkiva tako�er sadrdi veliki broj Ki-67 pozitivnih proliferiraju�ih stanica. 

 

4.5. Bojanje kaspazom-3 

Normalno sr
ano mibi�no tkivo ne pokazuje znakova aktivnosti kaspaze 3 ni u vezivnom 

tkivu niti u sr
anim mibi�nim stanicama (Slika 9D). U ne-aneurizmatskom tipu odiljka, 

kaspaza-3 pozitivne stanice nalaze se mjestimi
no unutar vezivnog tkiva, izme�u brojnih 

miofibroblasta (Slika 9E).  
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U aneurizmatski promijenjenim odiljcima, sredibnja nekroti
na zona i peri infarktna zona 

ne sadrde kaspaza-3 pozitivnih stanica. Kaspaza-3 pozitivne stanice se nalaze u 

granulacijskom tkivu i krvnim dilama, ali samo u grani
noj zoni prema normalnom 

sr
anom tkivu (Slika 9F). 

 

4.6. Dvostruko imunofluorescentno bojanje nestinom i DAPI-jem 

 

Za prikazivanje stani
nih jezgara i njihove orijentacije koristili smo se DAPI bojom, dok 

je biljeg nezrelih stanica bio nestin. U odiljku onih divotinja koje nisu razvile aneurizmu, 

na�eno je nekoliko stanica koje su bile nestin pozitivne (Slika 10A), dok je DAPI bojanje 

pokazalo da su im jezgre me�usobno paralelno polodene (Slika 10B). Stanice pozitivne 

na nestin imale su vretenasti oblik karakteristi
an za miofibroblaste (Slika 10C). Podru
je 

odiljka u aneurizmatskom srcu prikazuje u
estalu pozitivnost stanica na nestin u podru
ju 

urastanja granulacijskog tkiva u nekroti
nu zonu (Slika 10D), a bojanje jezgri DAPI-jem 

pokazalo je nepravilnu orijentiranost jezgara prema odiljku (Slika 10E). Ve�ina nestin 

pozitivnih stanica nalazila se u podru
jima urastanja granulacijskog tkiva u nekroti
nu 

zonu, dok se u preostalom granulacijskom tkivu, nalazi samo poneka nestin pozitivna 

stanica. Nekroti
na zona nije sadrdavala nestin pozitivne stanice (Slika 10F). 
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Slika 9. Usporedba proliferacijskih i apoptotskih biljega izme�u zdravog miokarda (NM) 

te aneurizmatskog (AS) i ne-aneurizmatskog tipa odiljka (NS). Jezgre Ki-67 pozitivnih 

stanica koje su u fazi diobe ozna
ene su strelicom, dok su jezgre kaspaza-3 pozitivnih 

stanica koje su u apoptozi, ozna
ene s dvije strelice. Zona odiljka (zo), grani
na zona 

(gz), kardiomiocit (km), endomizij (e), krvna dila (kd), granulacijsko tkivo (gt), 

nekroti
na zona (nz), endotelna stanica (es), fibroblast (f), miofibroblast (mf), kolagena 

vlakna (kv). Imunohistokemijsko bojanje na Ki-67 (A, B, C), i kaspazu-3 (D, E, F), 

pove�anje ×100, mjerna jedinica 10μm.  

 

 



 41 

 

 

 

   

Slika 10. Smjebtaj nestin pozitivnih stanica u ne-aneurizmatskom tipu odiljka (NS) i 

aneurizmatskom tipu odiljka (AS). Nestin pozitivne stanice ozna
ene su strelicama i 

smjebtene su izme�u sredibnje zone odiljka (sz) i peri-infarktne zone (pz) u ne-

aneurizmatskom odiljku, (A), te izme�u nekroti
ne zone (nz) i peri-infarktne zone (pz) 

kod aneurizmatskog tipa odiljka (AS) (D). DAPI bojanje stani
ne jezgre (dupla strelica) u 

ne-aneurizmatskom (B) i aneurizmatskom (E) tipu odiljka. Spajanje slika bojanja 

nestinom i DAPI-jem (C, F) pokazuje mjesto kolokalizacije citoplazmatskog nestina i 

jezgre unutar iste stanice (strelica). A, B, C su pove�anja od ×100, mjerna jedinica 25μm. 

D, E, F su pove�anja od ×100, mjerna jedinica 15μm.  
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4.7. Bojanje neuronalnim biljezima PGP 9.5 i TH 

 

Neuronalni biljezi PGP 9.5 i TH imaju vrlo selektivan izradaj unutar aneurizmatskog i ne-

aneurizmatskog odiljka. Njihov pozitivitet nalazi se unutar istih div
anih vlakana i 

stanica, bto posredno upu�uje na njihovu kolokalizaciju. Kod dobro zacijeljenog infarkta, 

odnosno ne-aneurizmatskog odiljka, pozitivitet za neuronalne biljege na�en je samo u 

pojedinim zonama hiperinervacije, smjebtenim u peri-inarktnoj zoni, te ponegdje i vlakna 

u grani
noj zoni. Bojanjem su pokazana uglavnom vlakna, dok su stanice bile rijetke 

(Slika 11. A, B, C, D). Kod aneurizmatskog srca, reaktivnost na neuronalne biljege 

na�ena je samo u grani
noj zoni. Kod ovog tipa odiljka, uz dosta div
anih vlakana u 

zonama hiperinervacije na�en je ve�i broj pozitivnih stanica (Slika 11. E, F, G, H). Te su 

se stanice bojale na TH i na PGP 9.5, ali job nisu imale vidljive aksone ni dendrite te su 

opisane u literaturi kao SIF (engl. small intensly fluoresent cells) (50). Kod oba tipa 

odiljka nisu na�ene PGP 9.5 i TH pozitivne stanice niti vlakna u sredibnjim zonama 

odiljka (miofibroblastnoj zoni u ne-aneurizmatskom odiljku i nekroti
noj zoni u 

aneurizmatskom odiljku).  
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Slika 11. Smjebtaj PGP 9.5 i TH pozitivnih stanica u ne-aneurizmatskom tipu odiljka 

(NS) i aneurizmatskom tipu odiljka (AS). Slike A, B, E, i F prikazuju PGP bojanje i PGP 

pozitivne stanice i vlakna ozna
eni su strelicama. Slike C, D, G i H prikazuju TH bojanje 

i TH pozitivne stanice i vlakna ozna
eni su strelicama. Glavnina PGP 9.5 i TH pozitivnih 

stanica kod aneurizmatskog tipa srca smjebtena je u grani
noj zoni (gz) odiljka, dok je 

kod ne-aneurizmatskog odiljka smjebten u peri-infarktnoj zoni (pz). Krvna dila (kd), 

vezivno tkivo (vt). 
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4.8. Semikvantifikacijska metoda raspodjele imunopozitivnih stanica po zonama  

Metoda semikvantifikacije se koristila za utvr�ivanje raspodjele imunopozitivnih stanica 

u pojedinim zonama infarkta, upu�uju�i na njihovu mogu�u ulogu u procesu cijeljenja. 

Obzirom na mali broj stanica pozitivnih na odre�eni biljeg u infarktnoj zoni, ova metoda 

je koribtena za prikaz broja proliferiraju�ih (Ki-67), apoptotskih (kaspaza 3), nezrelih 

(nestin pozitivnih) te div
anih stanica i vlakana (PGP i TH pozitivnih stanica) unutar 

cijele histolobke zone jednog reza. Detaljni prikaz broja pozitivnih stanica po histolobkim 

zonama u oba tipa odiljka prikazan je u Tablici 2. i 3. Posebna padnja je posve�ena razlici 

pozitiviteta izme�u istih zona u aneurizmatskom i ne-aneurizmatskom tipu odiljka.  

 

Tablica 2. Odre�ivanje imunopozitivnosti semikvantitativnom metodom kod ne-

aneurizmatskog tipa odiljka na biljege koji ozna
avaju razli
ite aspekte cijeljenja sr
anog 

infarkta 

TIP OcILJKA NE-ANEURIZMATSKI  

HISTOLOaKE 
ZONE 

CENTRALNA PERI-

INFARKTNA 

PRIJELAZNA 

α-SMA ++ ++ ++ 

Ki-67 - + + 

KASPAZA-3 + + + 

PGP 9.5 - +* - 

TH - +-* - 

h-NESTIN +- +- - 

 

(- = 0 pozitivnih stanica, ± = 1-3 pozitivne stanice, + = 3-10 pozitivnih stanica, ++ = vibe 
od 10 pozitivnih stanica) 

* broj imunopozitivnih stanica prisutan unutar rijetkih zona hiperinervacije 
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Tablica 3. Odre�ivanje imunopozitivnosti semikvantitativnom metodom kod 

aneurizmatskog tipa odiljka na biljege koji ozna
avaju razli
ite aspekte cijeljenja sr
anog 

infarkta 

 

TIP OcILJKA ANEURIZMATSKI 

HISTOLOaKE 
ZONE 

NEKROTI
NA PERI-

INFARKTNA 

PRIJELAZNA 

α-SMA - ++ ++ 

Ki-67 - + + 

KASPAZA-3 - +- - 

PGP 9.5 - - +-* 

TH - - +-* 

h-NESTIN - + + 

 

(- = 0 pozitivnih stanica, ± = 1-3 pozitivne stanice, + = 3-10 pozitivnih stanica, ++ = vibe 
od 10 pozitivnih stanica) 

* broj imunopozitivnih stanica prisutan unutar rijetkih zona hiperinervacije 
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5. RASPRAVA 

 

Histolobke razlike izme�u zona zacijeljivanja u aneurizmatskom i ne-

aneurizmatskom infarktu miokarda btakora: 

Predmet istradivanja ovog rada bila je histolobka usporedba dvaju razli
itih tipova 

cijeljenja sr
anog mibi�a nakon transmuralnog infarkta miokarda u btakora. U podru
ju 

infarkta, ve� je makroskopski bilo vidljivo stanjenje i bljedilo stjenke lijeve klijetke, s 

tom razlikom da je u skupini divotinja kod kojih se formirala aneurizma kao komplikacija 

infarkta, lijeva klijetka izgledala balonirano. U prvu pokusnu skupinu svrstana su srca 
iji 

je odiljak dobro zacijelio 7 tjedana nakon uzrokovanja infarkta, a u drugu skupinu srca 

koja su razvila jako stanjenje stjenke lijeve klijetke rezultiraju�i pojavom aneurizmatske 

promjene. Usporedbom na
ina zacjeljivanja izme�u tih dviju skupina, dokazane su jasne 

razlike u histolobkom procesu cijeljenja. U svim eksperimentalno uzrokovanim 

infarktima sr
anog mibi�a na�eno je makroskopski vidljivo stanjenje stjenke lijeve 

klijetke s tom razlikom da je u skupini divotinja kod kojih se formirala aneurizma, lijeva 

klijetka izgledala balonirano. To izbo
enje stjenke odgovara kasnoj, ozbiljnoj 

komplikaciji infarkta jer utje
e na hemodinamiku. Stanjenje stjenke je ve� opisano u 

literaturi i povezano je s odumiranjem sr
anih mibi�nih stanica tj. kardiomiocita (16, 21). 

Naime, kardiomiociti nastaju samo tijekom embriogeneze i fetalnog razvoja, pa se njihov 

gubitak u odraslih btakora ne mode kompenzirati upalom potaknutom regeneracijom. 

Tako�er je uo
ena zna
ajna razlika u veli
ini odiljaka izme�u dviju slupina: kod 

btakorskih srca s aneurizmom, veli
ina infarkta dvostruko je duda nego u ne-

aneurizmatskom srcu, a histolobki sadrdi sredibnju nekroti
nu zonu, u odnosu ne-
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aneurizmatski odiljak koji na tom mjestu ima gusto vezivno tkivo. Prisutnost nekroti
ne 

zone u kroni
noj fazi je ve� opisana u modelima infarkta kod btakora, zeca i psa. 

Odsutnost prodiranja veziva u sve dijelove odiljka utvr�eno je kao glavni razlog 

perzistencije takve zone ali nije ponu�eno objabnjenje koji je mehanizam zakazao i nije 

opisano u kojem dijelu odiljka nedostaje vezivo (20, 27). Analizom histolobkih rezova 

srca ljudi koji su umrli od komplikacija sr
anog infarkta, tako�er je prona�ena sredibnja 

zona nekroze nekoliko mjeseci nakon infarkta, bto je povezano s neadekvatnom 

funkcijom srca i posljedi
nim smrtnim ishodom (20). U kasnijim fazama cijeljenja 

infarkta naj
eb�e opisani uzroci smrti u ljudi bile su maligne aritmije, rupture stjenke 

lijeve klijetke i sr
ana zatajenja (25).  

U literaturi je opisano da veli
ina infarkta ovisi o mjestu podvezivanja koronarne arterije 

i da ve�i infarkti dulje cijele (51). Stoga je u ovom radu odlu
eno da mjesto podvezivanja 

bude uvijek u istoj razini. Odabirom mjesta podvezivanja koje je 2 do 3 mm udaljeno od 

polazibta lijeve silazne koronarne arterije, isklju
ena je mogu�nost da zahva�ena povrbina 

ishemi
nog dijela miokarda ovisi o mjestu prekida koronarne krvne opskrbe. U 
ovjeka i 

psa opisan je proces uklanjanja nekroti
nog materijala, koji je u po
etku uklju
uje 

aktivnost leukocita (najvibe monocita i neutrofila), nakon koje slijede makrofazi (52). 

Nasuprot tome, kod btakora je polimorfonuklearna komponenta uklanjanja detritusa vrlo 

blaga i kratko traje ali je zato jaka infiltracija makrofaga, koji fagocitiraju nekroti
ni 

sadrdaj i koordiniraju upalom izlu
uju�i citokine (20, 23, 52).  

Prou
avaju�i odiljke sr
anog tkiva nastale nakon podvezivanja koronarne arterije, jasno 

su uo
ene tri histolobke zone koje smo definirali vode�i se predominantnim tipom 

stanica: 
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1. Zona odiljka (u udem smislu): U aneurizmatskom tipu odiljka, ova zona sadrdi 

nekroti
no tkivo i u njoj nema stanica. U ne-aneurizmatskom tipu, zona odiljka 

sadrdi sredibnju miofibroblastnu zonu i rubnu zonu u kojoj prevladavaju 

fibroblasti. 

2. Peri-infarktna zona, sadrdi granulacijsko tkivo koje odvaja odiljak u udem 

smislu od epikarda i endokarda 

3. Grani
na zona, predstavlja prijelazno podru
je izme�u ne-infraciranog sr
anog 

tkiva i prve dvije zone. 

Proces u kojem se granulacijsko tkivo unutar odiljka u potpunosti zamijeni s vezivnim 

tkivom naziva se sazrijevanje odiljka. Postoje tri faze sazrijevanja odiljka i to: akutna, 

subakutna i kroni
na faza. Vrijeme potrebno da u btakora cijeljenje infarkte prije�e iz 

akutne u kroni
nu fazu cijeljenja iznosi 3 tjedna (16), dok to vrijeme u 
ovjeka izme�u 6-

8 tjedana (12).  

Razlike u broju, raspodjeli i vrsti stanica tijekom zacjeljivanja aneurizmatskog i ne-

aneurizmatskog infarkta: 

Uspore�uju�i dva tipa cijeljenja infarkta po histolobkim zonama 7 tjedana nakon infarkta 

(bto je prema dostupnoj literaturi dvostruko dude vrijeme od vremena potrebnog da 

odiljak sazrije kod btakora), na�ene su slijede�e razlike: 

a) Broj stanica: Prou
avaju�i broj stanica unutar svih histolobkih zona infarkta, 

pronabli smo dvostruko vibe stanica po svakom vidnom polju kod 

aneurizmatskog tipa odiljka, u odnosu na ne-aneurizmatski odiljak. Taj nalaz nije 

u suglasju s literaturnim podatcima, koji sugeriraju da su svi odiljci u btakora 

nakon 3 tjedna u kroni
noj fazi. Aneurizmatska srca su i 7 tjedana nakon infarkta 
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ostala u subakutnoj fazi cijeljenja, bto je jedan od vadnijih nalaza ove studije. 

Dobro zacijeljeni ne-aneurizmatski infarkti nalaze se u kroni
noj fazi cijeljenja 

jer zadovoljavaju karakteristike kroni
ne faze cijeljenja infarkta kao 

hipocelularnog vezivnog odiljka. 

b) Tip stanica: Ne-aneurizmatski tip odiljka sadrdi gusto fibrozno tkivo koje je 

dobro organizirano i nalikuje tetivi u sredibnjem dijelu odiljka, a okrudeno je 

ostatcima granulacijskog tkiva u rubnim zonama, prema endokardu i epikardu. 

Unutar zone odiljka i peri-infarktne zone prevladavaju modificirani fibroblasti, 

koji imaju kontraktilne sposobnosti (miofibroblasti), nalaze se u mnogo ve�em 

broju nego u aneurizmatskom odiljku. U aneurizmatskom tipu odiljka, vezivno 

tkivo je rijetko u peri-infarktnoj zoni dok u sredibnjem nekroti
nom dijelu vezivo 

nedostaje u potpunosti. Nekroti
na zona je okrudena gustim granulacijskim 

tkivom koje 
ini peri-infarktnu zonu. Miofibroblasti se nalaze unutar cijele peri-

infarktne zone, no njihov je broj osobito velik u zonama invaginacije peri-

infartne zone u nekroti
ni dio odiljka. U grani
noj zoni, u oba tipa odiljka nisu 

na�ene razlike u tipu stanica budu�i da je kvantitativno utvr�en identi
an omjer 

granulacijskog tkiva i miofibroblasta. U ne-infarciranom mibi�nom tkivu srca 

miofibroblasti se nalaze samo u zidovima krvnih dila.  

Miofibroblasti: 

Mnoge su skupine istradiva
a prou
avale miofibroblaste, koji su se u posljednje vrijeme 

nametnuli kao glavna stanica odgovorna za izlu
ivanje kolagena i kontraktilnost 

vezivnog odiljka. U miofibroblastima je prona�en izradaj gena koji kodiraju fibrilarni tip 

prokolagena tipa I i III metodom in situ hibridizacije (41).  
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Kod miba je opisano da se miofibroblasti intezivno dijele u grani
noj zoni infarkta te 

nakon toga migriraju prema peri-infarktnom podru
ju (30). Druga skupina znanstvenika 

je utvrdila da miofibroblasti nastaju dediferencijacijom zrelih fibroblasta unutar zone 

odiljka te po
inju izradavati bjelan
evine karakteristi
ne za glatke mibi�ne stanice kao bto 

su SMemb (izoforma tebkog lanca miozina) i α-SMA, koji se nalaze u fibroblastima samo 

u embrionalnoj fazi razvoja (52). Miofibroblasti, osim stvaranjem kolagena, u odiljku 

pomadu formiranje kolagenske mredice (29). Miofibroblasti me�usobno komuniciraju 

preko tijesnih spojeva (engl. gap junction) i omogu�uju razmjenu kako tvari s elektri
nim 

nabojem tako i onih bez njega. Miofibroblasti komuniciraju s me�ustani
nom tvari preko 

fibroneksusa i koordiniraju prijenos kontraktilne sile koji utje
e na remodeliranje odiljka. 

U literaturi je tako�er opisana i dinamika broja miofibroblasta unutar odiljka nakon 

infarkta, koja pokazuje porast njihovog broja unutar prva dva tjedna, a zatim postupno 

smanjenje kroz idu�a dva tjedna. Smatra se da se u 4. tjednu nakon infarkta oni nalaze 

samo u stjenkama krvnih dila (30). Kao glavni razlog smanjenja njihovog broja navodi se 

nedostatak TGF-β (transformiraju�i faktor rasta β). TGF-β i NGF (neuronal growth 

factor) u akutnim fazama izlu
uju makrofazi, dok kroni
noj fazi cijeljenja stvaranje tih 

hormona preuzimaju miofibroblasti (44). U nabem smo istradivanju dobli do suprotnih 

rezultata o nestanku miofibroblasta u kroni
noj fazi infarkta, jer smo kod btakora nabli 

prisutnost miofibroblasta i u aneurizmatskom i u neaneurizmatskom odiljku 
ak 7 tjedana 

nakon infarkta. Bili su prisutni u svim zonama odiljka, a najve�i broj je bio u zonama 

koje su se najbolje kontrahirale: u ne-aneurizmatskom odiljku u sredibnjoj zoni odiljka, sa 

smanjivanjem broja prema endokardu i epikardu, omogu�uje tako konstantnu napetost 

odiljka, bto zajedno s formiranjem kolagenske mredice koja je gub�a prema granici s 
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endokardom i epikardom doprinosi spre
avanju baloniranja sr
ane stjenke. U literaturi je 

u btakora i u psa opisano 40-50% smanjenje infarcirane povrbine stjenke lijeve klijetke, 

koje se povezuje s gore navedenim mehanizmima (23). Suprotno tome, neorganizirana 

kolagenska mreda kao i nedostatak miofibroblasta u sredibnjoj zoni aneurizmatskog srca 

glavni je razlog bto takvi infarkti i nakon nekoliko mjeseci ostaju iste veli
ine (27).  

Proliferacijske i apoptotske stanice: 

Procesi diobe i apoptoze stanica u slodenoj su me�usobnoj dinamici nakon infarkta 

miokarda: proliferacija je potrebna da se regrutira dovoljan broj stanica za preobradaj 

nekroti
nog tkiva u vezivno, dok apoptoza sprije
ava pretjerani upalni odgovor (38). U 

miba, proliferacija endotelnih i fibroblastnih stanica ima svoj vrhunac 4. dan nakon 

podvezivanja koronarne arterije, a potom se postupno smanjuje i prestaje 4 tjedna nakon 

infarkta (30). U btakora proliferacija traje do 3 tjedna nakon infarkta (53). Rezultati ovog 

istradivanja sladu se s nalazom Jugdutt-a i suradnika jer je prona�eno malo stanica u 

proliferaciji u dobro zacijeljenom odiljku. Unutar aneurizmatskog odiljka, na�en je ve�i 

broj stanica u proliferaciji i to unutar peri-infarktne i grani
ne zone, sa daribtima 

proliferacije u podru
ju invaginacija peri-infarktne zone u nekroti
nu zonu. Kao 

suprotnost aneurizmatskom tipu cijeljenja, kod dobro formiranih ne-aneurizmatskih 

odiljaka, proliferacija je na�ena samo u grani
noj zoni infarkta, dok diobu stanica nismo 

nabli ni u zoni odiljka niti u peri-infarktnoj zoni. U oba tipa odiljka na�ena je proliferacija 

endotelnih stanica koje formiraju novostvorene krvne dile. Gusto�a krvnih dila kao i broj 

stanica u proliferaciji unutar njih smanjivao se s napredovanjem procesa cijeljenja 

infarkta (23). 
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Broj apoptotskih stanica i njihova raspodjela unutar histolobkih zona razlikuju se u dva 

tipa cijeljenja infarkta. U aneurizmatskom tipu odiljka, apoptotske kaspaza3- pozitivne 

stanice prona�ene su u grani
noj zoni, dok se u ne-aneurizmatskom odiljku nalaze u sve 

tri zone (zoni odiljka, peri-infarktnoj i grani
noj zoni). Apoptoza nije prona�ena unutar 

sr
anih mibi�nih stanica, ve� samo unutar granulacijskog tkiva. U literaturi je opisano da 

se apoptoza kardiomiocita javlja tijekom embriogeneze, a poslije ro�enja samo pri 

formiranju provodnog sustava srca. U zdravom odraslom srcu nema apoptoze u 

kardiomiocitima. Apoptoza kardiomiocita je prvi tipa opisana kod ze
eva 1994. godine 

nakon ishemija-reperfuzija ozljede, dok su je Fliss i suradnici prvi opisali apoptozu 

kardiomiocita u akutnoj fazi infarkta kod trajne ligacije (54, 55). U akutnoj fazi infarkta 

opisano je 12% TUNEL pozitivnih apoptotskih kardiomiocita u grani
noj zoni infarkta, a 

pojavljuju se 6 sati od pojave infarkta i najvibe ih ima drugog dana od infarkta (40). 

TUNEL pozitivni kardiomiociti bili su ujedno i Bcl 2 pozitivni (56). Smatra se da bi 

blokadom apoptoze moglo 'spasiti' kardiomiocite u grani
noj zoni.  

Apoptoza kardiomiocita nije prona�ena u subakutnoj i kroni
noj fazi infarkta bto 

odgovara nabim rezultatima. Kod aneurizmatskog tipa odiljka, prona�en je malen broj 

apoptoza u stanicama koje nisu odgovarale kadiomiocitima, bto je bio znak da je 

cijeljenje job uvijek u subakutnoj fazi i da proliferacija nadvladava programiranu stani
nu 

smrt. Za razliku od aneurizmatskog tipa odiljka, gdje pro-apototski signali nisu bili job 

dovoljno jako izradeni, u ne-aneurizmatskom tipu odiljka stani
na apoptoza je 

prevladavala nad stani
nom proliferacijom unutar granulacijskog tkiva, pokre
u�i tako 

mehanizam kojim se proces cijeljena „
isti“ od upalnih stanica iz kona
nog odiljka (39, 

40).  
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Istradivanja pokazuju da je u subakutnoj fazi infarkta apoptoza glavni na
in „
ib�enja“ 

infarkta od granulacijskog tkiva (myoFb, makrofazi, endotelne stanice) (38). Nab rad je 

pokazao apoptozu u endotelnim stanicama, makrofazima i miofibroblastima ali ne i u 

miocitima u kroni
noj fazi cijeljenja infarkta. Pretpostavlja se da apoptoza u endotelnim 

stanicama sludi da se bto brde formira funkcionalni lumen i poprave defekti intime krvnih 

dila, dok apoptoza u upalnim stanicama sprije
ava osloba�anje upalnih citokina i 

proteaza koje bi dodatno obtetile tkivo. Apoptoza miofibroblasta imala bi funkciju 

sprije
iti pretjerano odlaganje kolagena, koje bi moglo neprimjereno pove�ati krutost 

stjenke lijeve klijetke i uzrokovati zatajenje srca (39). 

Eksperimentalno primjenjena blokada apoptoze kod sr
anog infarkta u divotinja, 

pokazala je opre
ne rezultate. Neki istradiva
i su opisali smanjenje veli
ine infarkta 

nakon tog postupka, dok su druge skupine istradiva
a pokazale da takva blokada nije 

utjecala na veli
inu infarkta (39, 40). Imaju�i u vidu gore navedenu tvrdnju i malen broj 

apoptoza u oba tipa odiljka, smatram da blokiranje apoptoze sedam tjedana nakon 

infarkta ne bi imalo pozitivnog utjecaja na parametre sr
ane funkcije. Naime, 

blokiranjem apoptoze ne bi se „spasili kardiomiociti“ jer apoptoza u njima nismo na�ena, 

a sprije
avanje apoptoze u granulacijskom tkivu moglo bi uzrokovati dodatno samo-

obte�enje tkiva enzimima iz upalnih stanica. 

Nezrele (mati�ne) nestin pozitivne stanice: 

U nabem smo istradivanju primjenili i nestin koji pripada intermedijalnim filamentima, a 

javlja se u razvojnim fazama i stani
noj diferencijaciji mnogih tkiva kao bto su mibi�no i 

div
ano tkivo, testisi i zubi (36). Njegova prisutnost dokazana je u zoni infarkta i 

grani
noj zoni u stanicama koje se diferenciraju, ali se njegov izradaj postupno smanjuje i 
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zamjenjuju ga drugi intermedijalni filamenti (npr. vimentin) kako diferencijacija 

napreduje. Scobiala i suradnici smatraju da je nestin idealan biomarker za pra�enje 

regeneracije nakon infarkta miokarda jer se pomo�u njega mode pratiti aktivnost sr
anih 

mati
nih stanica. Pregledavanjem zone odiljka i peri-infarktne zone kod ne-

aneurizmatskog odiljka, u obje je na�ena prisutnost nestin pozitivnih stanica. Kod 

aneurizmatskog tipa odiljka nestin pozitivne stanice na�ene su samo u peri-infarktnoj 

zoni i to na mjestima kontakta s nekroti
nom zonom i unutar novostvorenih krvnih dila.  

I drugi su autori u podru
ju infarkta imunohistokemijski dokazali prisutnost nestina u 

endotelnim stanicama, fibroblastima i miofibroblastima (34). U novije vrijeme opisana je 

subpopulacija nestin-pozitivnih stanica koje pripadaju sr
anim mati
nim stanicama (34-

36), a aktiviraju se nakon ozljede sr
anog mibi�a i imaju biroku mogu�nost diferencijacije 

i ograni
enu sposobnost dijeljenja (33). Sr
ane mati
ne stanice u kulturi stanica razvijaju 

se u miofibroblaste, fibroblaste i div
ane stanice, a u novije vrijeme izolirane su sr
ane 

mati
ne stanice koje se u kulturi stanica mogu razviti i u miocite (36). Wiese i suradnici 

pokazali su diferencijaciju tih mati
nih stanica u astrogliju, Schwannove stanice te 

neurone, u slu
aju izlodenosti ve�im dozama NGF-a (neuronal growth factor) (33). Kad 

se na�u u podru
ju odiljka infarkta, opisuju se kao okrugle ili vretenaste stanice, koje 

imaju visok omjer jezgre naprema citoplazmi. Mati
ne stanice koje su lokalizirane u peri-

infarktnoj zoni, kolokalizirane su s nestinom u 45-68% slu
ajeva (36). U ne-infarciranom 

dijelu miokarda i u zdravom srcu nije prona�ena kolokalizacija sr
anih mati
nih stanica s 

nestinom. Pojava nestina u sr
anim mati
nim stanicama, zajedno s vretenastim izgledom 

stanice znak su po
etka procesa diferencijacije. U ovom istradivanju takav vretenasti 

izgled nestin pozitivnih stanica, bio je 
est nalaz u ne-aneurizmatskom tipu odiljka. Orli� 
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i suradnici su primjenom sr
anih mati
nih stanica u krvotok btakora utvrdili da se one 

mobiliziraju na podru
ju infarkta te da smanjuju kona
nu veli
inu infarkta za 10-15%. 

Zaklju
ili su da izvanstani
ni milie odiljka privla
i mati
ne stanice koje se 

eksperimentalno apliciraju u krvotok (57). 

U ovom je istradivanju kod aneurizmatskog tipa odiljka, broj nestin pozitivnih stanica bio 

premalen da bi uspjebno zacijelio infarkt, te smatram da terapija mati
nim stanicama 

ostaje kao opcija lije
enja u kroni
noj fazi kod srca koje imaju komplikaciju ciljenja kao 

bto je aneurizma. Stoga i dalje ostaje otvoreno pitanje jesu li sr
ane mati
ne stanice 

jedine preko kojih se doga�a regeneracija odiljka ili na mjesto infarkta dolaze i mati
ne 

stanice kojima je podrijetlo u kobtanoj srdi.  

Stanice koje sudjeluju u div�anoj opskrbi odiljka: 

Podvezivanje koronarne arterije uzrokuje potpunu denervaciju u podru
ju miokarda 

distalno od mjesta podvezivanja. U kroni
noj fazi infarkta potpuna denervacija perzistira 

u podru
ju nekroti
ne zone (aneurizmatski tip cijeljenja), i u podru
ju gustog vezivnog 

odiljka (ne-aneurizmatski tip cijeljenja). Javlja se i regionalna hiperinervacija u 

perivaskularnim podru
jima u grani
nim zonama, bto se slade s prethodnim 

istradivanjima (58). Iz literature je vidljivo da je podru
je infarkta i grani
ne zone u svim 

fazama cijeljenja bilo bez parasimpati
kih i osjetnih neurona i njihovih vlakana. Pojava 

simpati
kih vlakana i neurona prethodno su opisani u grani
noj zoni po
evbi od 4 post-

infarktnog dana (44). Urastanju simpati
kih vlakana uvijek prethodi pojava upalnih 

stanica na tom mjestu (lu
enje NGF-a -neuronal growth factor). Visoka doza NGF-a na 

mjestu hiperinervacije odmah nakon infarkta uzrokovana je osloba�anjem iz ozlje�enih 

stanica. Nakon toga njegovu sintezu pruzimaju makrofazi, da bi u subakutnoj fazi i ostale 
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ne-neuronalne stanice kao bto su fibroblasti i miofibroblasti nastavili njegovu proizvodnju 

(45). Drapeu i suradnici su potvrdili da se paralelno s cijeljenjem odiljka, na njegovim 

rubnim dijelovima javljaju div
ane stanice i TH (tirozin hidroksilaza) pozitivna vlakna. 

Simpati
ka vlakna urastaju iz neobte�enih vlakana u ne-infarciranom dijelu miokarda, 

kao bto je opisano u radu Jianga i suradnika iz 2007. (59). Simpati
ke stanice (TH 

imunoreaktivne) koje su uo
ene u podru
ju hiperinervacije, a nisu imale akson ni 

dendrite, prethodno su opisane kao SIF (small intensly fluorescent cells) (50, 60). Za njih 

je karakteristi
na prisutnost TH-a (tirozin hidroksilaze) pozitiviteta  u obliku granula u 

citoplazmi ili perinuklearno (36, 50). One su se u ovom istradivanju nalazile samo u 

grani
noj zoni obaju tipova infarkta, u podru
jima gdje je bilo mnobtvo miofibroblasta i 

makrofaga (44). 

Zone regionalne hiperinervacije bile su povrbinom male u usporedbi s velikim zonama 

denervacije, kako u literaturi tako i u ovom istradivanju. Prete
e div
anih stanica kao i 

simpati
ka vlakna u zonama hiperinervacije mogu biti uzrok malignih aritmija koje 

nastaju nakon sr
anog infarkta (44). To je bio predmet mnogih istradivanja i zajedni
ko 

je mibljenje da su aritmije uzrokovane ovim fenomenom odgovorne za mnoge nagle 

smrti, koje se javljaju nekoliko dana do nekoliko tjedana nakon infarkta. Provedena su i 

istradivanja u kojima se djelovalo na smanjenje hiperinervacije putem lijekova. Naime, 

primjena lijekova iz skupine β-blokatora (59, 61), statina (43) pa 
ak i glukokortikoida 

(62) zna
ajno je smanjila povrbinu hiperinervacije, te se u tih divotinja u daljnjem tijeku 

oporavka nabla i manja pojavnost svih tipova aritmija. Ovakav tip terapije je zna
ajan u 

akutnim i subakutnim fazama cijeljenja, dok je u nabem slu
aju (u kroni
noj fazi infarkta) 

upitna zbog malog broja simpati
kih vlakana i SIF stanica. 



 57 

Prou
avaju�i proliferaciju, apoptozu, diferencijaciju, reparaciju i reinervaciju kod dvaju 

razli
itih tipova cijeljenja infarkta zaklju
ujemo da se na dobro zacijeljeni tip odiljka u 

kroni
noj fazi (ne-aneurizmatski odiljak) ne mode utjecati nikakvim terapeutskim 

procedurama (terapija mati
nim stanicama, blokadom apoptoze ili terapijom β-

blokatorima i statinima). Nasuprot tome, odiljak s kasnom komplikacijom u obliku 

aneurizme, kasni u cijeljenju i nalazi se u subakutnoj fazi te bi se moglo pretpostaviti da 

bi terapija mati
nim stanicama pomogla reparaciju odiljka pove�avanjem podru
ja zona 

invaginacije u nekroti
nu zonu. Eventualnim prodimanjem cijele nekroti
ne zone, 

formirao bi se funkcionalan odiljak koji bi zauzimao manju povrbinu lijeve klijetke. 

Smatram da su za terapiju β-blokatorima i statinima u kroni
noj fazi cijeljenja potrebna 

daljnja istradivanja, jer u ovom istradivanju nisu zapadena velika podru
ja hiperinervacije 

na koja bi ovi lijekovi djelovali. Kako u kroni
noj fazi infarkta nema apoptoze 

kardiomiocita, gotovo je sigurno da blokada apoptoze ne bi imala u
inak na veli
inu 

infarkta i sr
anu funkciju.  

Nedostaci studije: Sr
ana gra�a i funkcija vrlo su sli
ni kod sisavaca te je prou
avanje 

divotinjskih modela pomoglo u razvijanju prevencije i terapije sr
anih bolesti u ljudi. 

Nedostatak nabeg pokusa jest bto smo podvezali zajedno arteriju i venu, a to nije slu
aj 

kod nastanka ljudskih infarkata. Tako�er relativni nedostatak primjenjivosti studije na 


ovjeka jest u tome bto u 
ovjeka (npr. kod embolije) postoji manja vjerojatnost naglog 

nastanka infarkta, a ve�a je vjerojatnost da se infarkt razvije kao posljedica dugotrajnih 

promjena u koronarnim krvnim dilama. Kako je ova dizertacija ra�ena na mladim 

btakorima nije postojao komorbiditet 
est kod koronarnih incidenata koji 
ine: dijabetes, 

hipertenzija te hiperlipidemija. 
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6. ZAKLJU
CI 

1. Aneurizmatski tip odiljka ima ve�i broj stanica od ne-aneurizmatskog tipa odiljka 

(13.74±0.52 vs 7.165±0.21, p<0.0001) te se mode re�i da se nalazi u subakutnoj fazi 

cijeljenja, za razliku od ne-aneurizmatskog tipa odiljka koji je u kroni
noj fazi cijeljenja. 

2. Razlike u proporciji α-SMA pozitivnih stanica izme�u dvaju tipova odiljaka 

najzna
ajnije su: 

 u zonama odiljka u udem smislu (sredibnjim zonama) gdje u nekroti
noj zoni 

aneurizmatskog odiljka nema stanica, dok u sredibnjoj (miofibroblastnoj) zoni ne-

aneurizmatskog odiljka 6 od 10 stanica je α-SMA pozitivno. 

 U ne-aneurizmatskom tipu odiljka postoji razlika u proporciji α-SMA pozitivnih 

stanica izme�u zone odiljka u udem smislu (miofibroblastne zone) i peri-

infarktne zone (63.85±7.13 vs. 41.54±6.32, p<0.001). 

 U aneurizmatskom tipu odiljka na�ena je razlika unutar peri-infarktne zone 

karakterizirana ve�om proporcijom α-SMA pozitivnih stanica u zonama 

invaginacije u nekroti
no tkivo, za razliku od dijelova koji se ne invaginiraju 

(42.43±8.83 vs. 24.73±1.81, p<0.001). 

3. U aneurizmatskom tipu odiljka, apoptotske stanice prona�ene su u grani
noj zoni, a u 

ne-aneurizmatskom odiljku nalaze se u sve tri zone (aktivan proces '
ib�enja' od upalnih 

stanica). Raspodjela proliferacije je obrnuta. 

4. Nezrele nestin pozitivne stanice na�ene su u ve�em broju unutar zona invaginacije 

peri-infarktne zone u nekroti
nu zonu aneurizmatskog odiljka, dok se u ne-

aneurizmatskom odiljku na�ene pojedina
ne stanice unutar svih zona. 

5. Razlike u procesu reinervacije izme�u dvaju skupina odiljaka nisu utvr�ene.  
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7. SAcETAK 

Mehanizmi sr
ane regeneracije analizirani su nakon transmuralnog sr
anog infarkta u 

btakorskim srcima primjenom imunohistokemijske metode za protutijela na α-SMA, 

kaspazu-3, Ki-67, PGP 9.5, TH i nestin. Sedam tjedana nakon izazivanja sr
anog 

infarkta, dva razli
ita procesa cijeljenja otkrivena su u btakorskim srcima s i bez 

aneurizmatskog izbo
enja stjenke lijeve klijetke. Osim stanjenja stjenke, u oba tipa 

odiljka na�ene su tri zone: sredibnja zona, peri-infarktna zona i grani
na zona prema 

zdravom tkivu. Kod aneurizmatskog tipa odiljka sredibnja zona je bila nekroti
na, dok je 

u ne-aneurizmatskom odiljku ona bila zamijenjena dobro formiranim vezivom i 

miofibroblastima. Apoptotske kaspaza-3 pozitivne stanice na�ene su u grani
noj zoni 

aneurizmatskog odiljka, dok su kod ne-aneurizmatskog odiljka na�ene unutar svih zona. 

Proliferiraju�e Ki-67 pozitivne stanice pokazivale su obrnutu raspodjelu u odnosu na 

apoptotske stanice. Odre�ivanjem postotka α-SMA pozitivnih stanica, dokazana je 

prisutnost 60% α-SMA pozitivnih stanica u sredibnjoj zoni i 30% u peri-infarktnoj zoni 

ne-aneurizmatskog odiljka. U aneurizmatskom odiljku, 39% miofibroblasta na�eno je u 

peri-infarktnoj zoni unutar podru
ja invaginacije u nekroti
no tkivo, naspram 19% u ne-

invaginiranom dijelu. Nisu na�ene razlike u broju i raspodjeli TH i PGP 9.5 pozitivnih 

stanica unutar ove dvije grupe odiljaka. Nestin pozitivne stanice na�ene su u oba tipa 

odiljka ali s razli
itim rasporedom unutar zona. Navedeni rezultati upu�uju da je sedam 

tjedana nakon infarkta cijeljenje sr
anog infarkta kod aneurizmatskog tipa odiljka u 

subakutnoj fazi, dok je cijeljenje u ne-aneurizmatskom odiljku u kroni
noj fazi. 

Histolobke razlike u na
inu cijeljenja mogu biti vadne zbog procjene funkcionalnih 

svojstava sr
ane stjenke i prognoze za oporavak. 
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8. SUMMARY: Histological differences in healing following experimental 

transmural infarction in rats 

Mechanisms of cardiac regeneration following a transmural myocardial infarction were 

analysed in rat hearts using immunohistochemistry for α-SMA, caspase-3, Ki-67, PGP 

9.5, TH and nestin markers. Seven weeks after experimental myocardial infarction, two 

different types of healing processes were revealed: with and without aneurysmatic 

bulging of the left ventricular wall. Besides thinning of the ventricular wall, three distinct 

zones characterized both types of scars: the central scar zone, the peri-infarct zone and 

the border zone. The presence of a central necrotic zone was found inside the 

aneurysmatic wall, while connective tissue with myofibroblasts was found in the same 

zone within non-bulging wall. Apoptotic caspase-3 positive cells were found in the 

granulation tissue of the border zone in aneurysmatic scar, while in non-bulging scar they 

characterized all three zones. Proliferating Ki-67 positive cells displayed reverse 

expression pattern compared to apoptotic cells. Quantification of α-SMA positive cells 

revealed 60% α-SMA positive cells inside the central part of the non-bulging scar zone 

but only 30% in the peripheral part. The aneurysmatic scar had 39% of myofibroblasts 

distributed in invaginating areas of peri-infarct zone, versus 19% in non-invaginating 

areas. The difference in number or distribution of TH and PGP 9.5 positive cells in these 

two groups was not found. Nestin positive cells were detected in both types of scars, but 

with distinctly different distribution. These results suggest that even seven weeks after 

myocardial infarction, the healing processes in non-bulging scars are in chronic phase, 

while aneurysmatic scars are still in subacute phase. Histological differences in scar 

healing appear to be important for functional properties of the heart wall and have 

prognostic value in heart recovery prognosis. 
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