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Liczne badania doświadczalne wskazują na obecność apoptozy we wczesnych fazach 
zawału mięśnia sercowego. Praca stanowi sprawozdanie z pilotażowej serii badań 
z zastosowaniem metody immunohistochemicznej oznaczania apoptozy w kardiomiocy-
tach w nagłych zgonach sercowych. Badania objęły 12 przypadków nagłych zgonów, 
których wyniki sekcji zwłok wskazywały na sercowy mechanizm śmierci. Wyniki badań 
potwierdzając doniesienia z piśmiennictwa światowego, wskazują na związek zaprogra­
mowanej śmierci komórki z niedotlenieniem. 

Many experimental works suggest appereance of apoptosis in the initial phase of 
myocardial infarction. Authors present a „pilot" series of research using an immunohisto-
chemical method of apoptosis marking of cardiomyocytes in sudden cardiac deaths. 12 
cases of such deaths were investigated in which autopsy results show a cardiac mode of 
death. The results of research are compatible with previous results published in scientific 
papers, and suggest the relationship between programmed celi death and hypoxia. 

Słowa kluczowe: zawał mięśnia sercowego, apoptoza, immunohi-
stochemia. 
Key words: myocardial infarction, apoptosis, immunohisto-
chemistry. 

W praktyce sądowo- lekarsk ie j d iagnostyka nagłych zgonów w następstwie 
wczesnego zawału mięśnia sercowego nadal s tanowi poważny problem i stale 
prowadzone są badania ma jące na celu znalezienie metody j ak najbardziej 
pewnej , mogące j być pods tawą ustalenia przyczyny śmierc i . 

Zawa ł mięśnia sercowego - to pierwotnie skrzepowa, ogn iskowa mar tw ica 
kard iomiocytów i z rębu. Na jczęstszą przyczyną zawału jest zakrzep w tętnicy 
w ieńcowe j powstały na podłożu zmian miażdżycowych. Z innych, rzadziej 
występujących należy wymienić: zator (zwykle mater ia łem skrzep l inowym 
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z zas tawek lewego serca), skurcz tętnic w ieńcowych, agregację płytek. Opisuje 
się także zawały mięśnia sercowego w przebiegu masywnego krwotoku czy też 
po operac jach, podkreśla jąc wpływ takich czynników jak spadek ciśnienia 
tętniczego krwi oraz niedokrwistość, szczególnie przy współ istn ie jącej miażdżycy 
tętnic w ieńcowych. Zawał może wystąpić w każdym wieku , jednak j ego częstość 
znamienn ie wzrasta z w iek iem. 

Zamkn ięc ie świat ła tętnicy wieńcowej zapoczątkowuje ciąg kolejnych proce­
sów prowadzących do martwicy obszaru zaopat rywanego przez dane naczynie. 
Pierwotnie odwraca lne procesy b iochemiczne, zachodzące w komórkach , wraz 
z up ływem czasu s ta ją się n ieodwracalne, przesądzając o losie ob jętego 
p rocesem obszaru . Upływ czasu - od momen tu wystąpienia n iedokrwienia do 
zgonu - determinu je morfologiczny obraz s twierdzanego zawału i moż l iwość jego 
oceny. 

Mak roskopowo pierwsze zmiany widoczne są dopiero po 1 8 - 2 4 godz inach. 
Strefa zawału wyróżnia się wówczas zb ledn ięc iem. Następnie pojawia się 
obwodowo przekrwienie zaś cent rum przedstawia się jako matowe, żół tawe 
(żó ł tawobrązowawe) ognisko o obniżonej konsystencj i ( 3 - 7 dzień choroby) . 
W da lszym etapie „poszerza" się wiśn iowa strefa obwodowa. Później od obwodu 
do cen t rum zaczyna postępować bl iznowacenie jako biaława, sprężysta tkanka. 

M ik roskopowo w rutynowym barwieniu H - E pierwsze oznaki mar tw icy skrze­
powej włók ien można zaobserwować między 4 a 12 godz iną od momen tu 
n iedokrwienia, p ierwsze granulocyty obojętnochłońne zaczyna ją pojawiać się 
w rejonie martwicy po ok. 6-ciu godzinach. Ich ilość wzrasta do około 5-tego dnia 
zawa łu , by s topniowo maleć od 6 - 7 - m e g o dnia. Makrofagi w idoczne są 
w obszarze zawału około 4-tego dnia ( rozpoczynają wówczas resorpcję 
martwiczo zmien ionych kardiomiocytów). W tym samym czasie w obrzeżu 
zawału po jawia ją się f ibroblasty, rozpoczynające syntezę kolagenu ( jego 
obecność można wykazać już w 9-tym dniu). Od obwodu martwicy rozpoczyna 
się wrastanie bogato unaczynionej tkanki z iarninowej . Limfocyty w ogn isku 
zawa łowym obecne są od 2-go dnia, około 6-go są stwierdzane w 1 0 0 % 
przypadków. Komórk i p lazmatyczne pojawia ją się około 4-tego dnia. Bl iznowa­
cenie trwa oko ło 3 mies iące (4, 16). Tak zatem im wcześnie jsza faza zawału , tym 
trudniejsze j ego rozpoznanie. Ograniczona wydo lność metod rutynowych 
w d iagnostyce wczesnego zawału mięśnia sercowego determinu je rozwój 
w ie lok ierunkowych „poszuk iwań" skutecznych technik d iagnostycznych. Vargas , 
Sampson i Schoen wśród metod s tosowanych lub będących w opracowaniu 
wymienia ją: barwienia specjalne całych f ragmentów serca (np. metoda 
z zas tosowan iem błękitu tetrazolu) czy też preparatów mik roskopowych 
(barwienie paS, t r i chrom, metoda Nielsena), f luorescencję, technik i immunoh i -
s tochemiczne, mikroskop ię e lek t ronową (14). Szczególnego znaczenia nabrały 
w ostatnich latach technik i immunoh is tochemiczne m. in. wykrywanie f ibronekty-
ny (gl ikoproteiny obecnej w osoczu i w substancj i pozakomórkowej ) w kardio-
miocytach strefy zawa łu , czy oznaczanie t roponiny I (proteiny swoiste j dla 
komórek mięśnia sercowego; je j stężenie osoczowe stanowi swoisty laboratoryj­
ny marker wczesnego zawału) (7, 8). Uwaga wielu naukowców skupi ła się też na 
z jawisku apoptozy we wczesnym zawale mięśnia sercowego. Opisany po raz 
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pierwszy w 1972 roku przez austral i jskiego pato loga J. Kerr'a pod nazwą 
apoptoza model „śmierc i " komórk i , stanowi przedmiot wielu badań (11). 
Apoptoza zwana jest także zap rog ramowaną śmierc ią komórk i , p rog ramem 
bio logicznego „samobójs twa" komórk i dla podkreślenia jej odrębnośc i od 
„zwykłej" martwicy. Apoptoza stanowi z jawisko uporządkowane, jes t p rocesem 
wymaga jącym energi i , przebiega ściśle według informacj i zawarte j w mater ia le 
genetycznym. To wszystko pozwala na wyróżnienie jej swoistych cech morfo lo­
gicznych a mianowic ie: jako p ierwszą i pods tawową - kondensac ję jądrowej 
chromatyny (zw iązaną z f ragmentac ją nici DNA) , a dalej - zmnie jszen ie 
rozmiarów komórk i (jej „skurczenie się", zagęszczenie cytoplazmy i organel l i , 
„gęstsze upakowanie" ) . W następnym etapie wytworzenie cytop lazmatycznych 
pęcherzy czy w efekcie rozpadu - tzw. „ciałek apoptotycznych". Pozostałości po 
obumar łe j komórce zosta ją uprzątnięte w drodze fagocytozy przez sąs iadujące 
komórk i podście l iska lub makrofag i . Apoptoza może dotyczyć zarówno 
pojedynczej komórk i bądź skupisk komórek. W przeciwieństwie do martwicy nie 
wywołu je odczynu zapalnego. Jej udział obserwuje się w wielu procesach 
f iz jologicznych i pato logicznych. Wymien ić tu można za podręcznikami : procesy 
embr iogenezy, inwolucję hormono-za leżnych narządów (f iz jologiczną i patolo­
giczną), regulację w populacjach prol i ferujących komórek, obumieran ie komórek 
w nowotworach , patologiczny zanik narządów miąższowych. Na drodze apoptozy 
może przebiegać także śmierć komórek narażonych na działanie rozl icznych 
szkodl iwych czynników, by wymien ić choćby niedot lenienie czy promieniowanie, 
ale działających w dawkach poniżej zdolności wywołania martwicy. 

Właśc iwośc i b iochemiczne apoptozy tj. f ragmentac ją DNA, zostały wykorzy­
s tane dla opracowania metod jej identyfikacj i . Najczęściej s tosowaną m e t o d ą 
jest e lektroforeza DNA na żelu agarozowym, inną cytometr ia przepływowa czy 
wreszc ie metody immunoh is tochemiczne pozwalające na wykazan ie apoptozy 
in -s i tu np. w rutynowo utrwalonych sk rawkach paraf inowych. Ostatnie z me tod 
pozwala ją na ocenę topograf iczną komórek apoptotycznych. 

Obecn ie stosuje się dwie techniki immunoch is tochemiczne, obie po lega ją na 
wbudowan iu do roz f ragmentowanej nici DNA nukleotydów. Pierwsza metoda 
(TUNEL) wykorzystu je w tym celu te rmina lną t ransferazę, druga ( ISEL) D N A -
pol imerazę (4, 5). 

Fragmentac ją jąd rowego DNA kard iomiocytów w zawale mięśnia sercowego 
została op isana przez Itoh i współpracowników. W badaniach wykazal i oni silnie 
dodatn i odczyn immunoh is tochemiczny na obecność f ragmentacj i DNA 
(potwierdzony e lek t ro forezą na żelu agarozowym) w prepara tach, w których 
obecne były cechy histologiczne wczesnego zawału (m. in. obecność węz łów 
skurczu) (9). 

Doświadcza lne prace prowadzone w wielu ośrodkach wskazały na rolę 
hipoksj i oraz reperfuzj i w patogenezie apoptozy (6). Kajstura i wspó łpracownicy 
w badaniach na szczurach ocenial i obecność apoptozy i martwicy w zależności 
od „w ieku" zawału . Wykaza l i , że apoptoza stanowi pods tawową fo rmę obumiera ­
nia komórek w pierwszych godzinach (2 -4h ) zawału , podczas gdy mar twica 
pojawia się dopiero po 6-ciu godz inach, osiągając m a k s i m u m po 1 dobie. Prace 
tego zespo łu obe jmowały także odcinki mięśnia sercowego przy legające do 
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strefy zawału i od niej odległe. W tych badaniach wykazano, że w obszarze 
prawid łowego mięśnia gran iczącego z zawa łem już po 3 godz. od wystąpien ia 
n iedokrwienia znamienn ie wzrasta i lość komórek ulegających apoptoz ie . T rend 
wzrostowy utrzymywał się do około 2-giej doby, po czym od 7-mej s topniowo 
malał. Odlegle jsze rejony mięśnia sercowego charakteryzowała prawie stała 
l iczba komórek apoptotycznych zarówno w pierwszych godzinach zawału j ak i po 
upływie 1 mies iąca czasu. Wy t łumaczen iem dla tych zależności m a j ą być 
zaburzenia mechan icznego obciążenia mięśnia w okresie dokonu jącego się 
zawału jak i w momenc ie przebudowy - w okres ie gojenia się z tworzen iem 
blizny ( 3 , 1 0 ) . 

Badania przeprowadzone na mięśniach sercowych osób zmar łych z powodu 
klinicznie potwierdzonego zawału mięśnia sercowego potwierdzi ły obecność 
apoptotycznych kard iomiocytów w stref ie zawału (15) g łównie w obszarze 
gran icznym (13). Bardales i wsp. zastosowal i metodę oceny apoptozy in -s i tu 
w celu wykazan ia jej przydatności do weryf ikacj i zawału mięśnia sercowego 
i n iedokrwienia j ako przyczyny śmierc i komórek mięśnia sercowego. 

Uzyskane wynik i wykazały związek apoptozy z n iedokrwien iem mięśnia 
sercowego. W przypadkach potwierdzonego zawału , dodatni odczyn immunoh i -
s tochemiczny był w idoczny w preparatach nawet makroskopowo. W przypad­
kach wątp l iwych, dodatni odczyn na obecność apoptozy komórk i obserwowano 
ogn iskowo lub w postaci rozsianej i przyjęto go za wykładnik śmierc i komórk i 
mięśnia sercowego w mechan izmie niedokrwienia (2, 1). 

W praktyce kl inicznej rozpoznaje się zawał mięśnia sercowego na podstawie 
objawów, w oparc iu o d iagnostykę enzymatyczną oraz wynik badania ekg . 
W praktyce medyczno-sądowej dysponujemy zwykle jedynie in fo rmac ją 
o ob jawach, podczas gdy badań nie zdołano jeszcze przeprowadzić a już doszło 
do zgonu pacjenta. 

W naszym Zakładz ie w przypadkach sekcji osób zmar łych nagle z podejrze­
niem wczesnego zawału mięśnia sercowego stosuje się ce lem rozpoznania 
h is topatologicznego zmian n iedokrwiennych w mięśniu se rcowym metodę 
Nielsena (oceny fuksynochłonnośc i włókien) (12). Ogn iskowa fuksynoch łonność 
włók ien op isywana była we wczesnych fazach zawału mięśnia sercowego. 
Niestety wieloletnie obserwacje potwierdzają brak swoistości tego odczynu dla 
ogn iskowego niedokrwienia. Rozpoczęl iśmy zatem badania ma jące na celu 
ocenę wa lorów d iagnostycznych metody wykrywania apoptozy we wczesnych 
fazach zawału mięśnia sercowego. Pierwsze pi lotażowe badania obe jmowały 
wyse lekc jonowane 14 przypadków zgonów nagłych osób, których sekcje zwłok, 
p rzeprowadzone w naszym Zakładzie, wskazywały z dużym prawdopodob ień­
s twem na wczesny zawał mięśnia sercowego jako przyczynę zgonu. (Ostatecz­
nie w ocenie zosta ło ujętych 12 przypadków). 

Wybra l i śmy metodę op racowaną dla sk rawków paraf inowych rutynowo 
utrwalonych, wykorzys tu jącą te rmina lną t ransferazę. W każdym przypadku 
preparaty z mięśnia sercowego barwione były rutynowo H - E oraz m e t o d ą 
Nie lsena. 

Wyc ink i z wybranych przypadków były poddane procedurze s tosownej dla 
metody opracowane j dla sk rawków paraf inowych z zas tosowan iem zes tawu 

ApopTag Perox idase Kits. Każdorazowo w kolejnych barwieniach dla oceny 
poprawnośc i odczynu j ako kontrolę, barwiono preparat z jel i ta c ienkiego. 
(W tkankach tak ich jak jel i to cienkie czy migdałk i , apoptoza zachodzi 
w normalnych warunkach i obe jmuje do około 5 procent komórek (1).) 

Badana grupa obe jmowała wiekowo: 
4 przypadki w wieku pomiędzy 30 a 40 rokiem życia, (34cT, 3 6 ^ , 3 6 o , 3 6 $ ) , 
4 przypadki w w ieku pomiędzy 40 a 50 rokiem życia, (42ó \ 446", 4 6 6 \ 4 7 $ ) , 
4 przypadki w w ieku pomiędzy 50 a 60 rok iem życia, ( 5 3 2 , 5 3 $ , 53r?, 55o*). 

Były to 3 kobiety i 9-ciu mężczyzn. Sekcje wykonywano w 2 4 - 4 8 h od chwil i 
zgonu bądź znalezienia zwłok. 

W sześciu przypadkach uzyskano dodatni odczyn na obecność apoptozy, czy 
to w pojedynczych komórkach , czy w skup iskach (nawet do 9 0 % komórek w polu 
widzenia) . We wszystk ich tych przypadkach wynik badania me todą Nielsena był 
u jemny. W jednym z preparatów w barwieniu rutynowym H - E zaobserwowano 
rozpoczynający się odczyn komórkowy, w pozostałych preparatach poza 
ogn iskowym zwyrodn ien iem miąższowym włókien nie było zmian . 

W sześciu przypadkach odczyn immunohis tochemiczny na obecność f rag-
mentacj i DNA ocen iono jako u jemny. W trzech z nich wobec wysok iego poz iomu 
alkoholu we krwi za przyczynę śmierc i uznano ostre zatrucie a lkoho lem 
ety lowym. W tych przypadkach barwienie met. Nielsena było dodatnie: w j ednym 
przypadku fuksynoch łonność włókien widoczna była we wszystk ich preparatach, 
w dwóch przypadkach tylko ogn iskowo w jednym z preparatów. W barwien iach 
H - E poza zwyrodn ien iem miąższowym włókien nie było zmian . W trzech 
pozostałych barwienie me todą Nielsena wypadło z następu jącym wyn ik iem: 
w jednym przypadku nie s twierdzono fuksynochłonnośc i włók ien w żadnym 
z preparatów, w drugim fuksynoch łonność obserwowano we wszystk ich 
preparatach, w t rzec im tylko w jednym z preparatów fuksynoch łonność w idoczna 
była ogn iskowo. W barwieniu H - E poza zwyrodn ien iem miąższowym włók ien 
w jednym z przypadków, zmian nie obserwowano. 

Ta p ierwsza próba wykrywania apoptozy włókien mięśniowych pozwoli ła na 
nabycie doświadczen ia w s tosowaniu metody barwienia. 

Ponadto potwierdzono dane z p iśmiennictwa, iż w przypadkach wczesnego 
niedot lenienia, kiedy inne metody da ją jeszcze wynik u jemny, można wykazać 
apoptozę kard iomiocytów w obszarze niedot lenienia. 
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W pracy zaproponowano obliczenia biostatystyczne przydatne do oceny wyników badań 
polimorfizmu DNA wówczas, gdy fenotyp pozwanego o ojcostwo mężczyzny jest 
rekonstruowany na podstawie wyników badań rodzinnych. W sprawie alimentacyjnej, 
w której pozwany mężczyzna już nie żył, jego fenotyp ustalono w oparciu o badania żony 
i trójki dzieci z tego małżeństwa. Następnie przeprowadzono analizę statystyczną 
hipotezy, że ten sam mężczyzna jest ojcem dziecka powódki oraz dzieci urodzonych 
w związku małżeńskim. Wyniki oznaczeń 13 układów DNA (4 VNTR i 9 STR) były 
wystarczające do potwierdzenia tej hipotezy oraz wykazania, że prawdopodobieństwo 
jego ojcostwa w odniesieniu do dziecka powódki wynosi > 99.9999%. 

The paper presents a biostatistical analysis useful for evaluating the results of DNA 
polymorphism examinations when the defendanfs phenotype is reconstructed on the 
basis of the results of family tests. In the alimony case, in which the defendant was 
already dead, his phenotype was determined basing on the tests of his wife and their 3 
children. Then a hypothesis stating that the same man was the father of the plaintiffs 
child and the legitimate children was statistically analysed. The findings of the 
determinations of 13 DNA systems (4 VNTR and 9 STR) were sufficient to confirm this 
hypothesis and show that his paternity probability regarding the plaintiffs child was 
>99.9999%. 

Słowa kluczowe: obliczenia biostatyczne, dochodzenie ojcostwa, 
STR, VNTR. 
Key words: biostatistical analysis, paternity test, STR, VNTR. 


