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Cilj ovoga pregleda je pobli`e opisati fizi~ko-kemijske zna~ajke prirodnih patolo{kih kardio-
vaskularnih naslaga (PCD), izoliranih s raznih mjesta ljudskog kardiovaskularnog sustava. U po-
ku{aju razumijevanja slo`enog mehanizma nastajanja PCD-a i identifikacije prekursorske faze
uspore|ene su in vitro i in vivo studije.

Op}enito se smatra da je PCD po sastavu hidroksiapatit (HAP), Ca5(PO4)3OH; me|utim, to je
jo{ uvijek otvoreno pitanje i zahtijeva daljnje kriti~ko istra`ivanje.

Nakon izolacije PCD-a iz tkiva organski je sastojak izdvojen deproteinacijom, {to je rezultiralo
~istom anorganskom komponentom PCD-a. Ta je komponenta analizirana primjenom sljede}ih
metoda odnosno tehnika: rengenska difrakcija (XRD), infracrvena spektroskopija s Fourierovom
transformacijom (FTIR), opti~ka, polarizacijska i pretra`na mikroskopija (SEM), energijsko-di-
sperzijska rengenska mikroanaliza (EDS) i termodinami~ko odre|ivanje topljivosti anorganske
faze. Iste su metode upotrijebljene i za karakterizaciju naslaga nastalih u eksperimentima in vitro
i in vivo.

Rezultati kemijskih analiza pokazali su da PCD-i sadr`e uglavnom organsku komponentu (pro-
teini, kolesterol), a odvojeni anorganski sastojak je “bioapatit”, koji je analogan defektnom
HAP-u s povi{enom makro inkorporacijom natrija, magnezija, karbonata i fluorida. Podaci
XRD-a ukazuju na strukturni model apatita, me|utim promjenljiv stupanj kristalini~nosti ukazu-
je da proces kristalizacije ovisi o vremenu i dinamici protoka (time and flow dynamics-depen-
dent process). Kriti~na termodinami~ka topljivost nesumnjivo dokazuje da su PCD-i znatno top-
ljiviji od HAP-a.

PCD-i su morfolo{ki i kemijski heterogene tvorevine, vjerojatno nastale sporom, vremenski ovi-
snom hidroliti~kom transformacijom prekursora. Pokazalo se da ti prekursori mogu biti amorfni
kalcijev fosfat i oktakalcijev fosfat (OCP), Ca4H(PO4)3.

Klju~ne rije~i: Kardiovaskularna biomineralizacija, hidroksiapatit, oktakalcijev fosfat, fizi~ko-ke-
mijska karakterizacija.

Uvod

Sr~ane bolesti, poglavito ateroskleroza uzrokuju vi{e smrt-
nosti, nesposobnosti i ekonomskog gubitka u SAD-u od bi-
lo koje druge akutne ili kroni~ne bolesti. Vrlo ~esto, sr~ano
oboljenje je povezano sa stvaranjem naslaga na krvnim
`ilama koje sprje~avaju normalan krvotok. Kolesterol ~ini
organsku komponentu naslage, dok je drugi sastojak bio-
mineralni sediment, uzro~nik patolo{ke kalcifikacije od-
govoran i za op}u degeneraciju kardiovaskularnog susta-
va. To se osobito odnosi na umjetne sr~ane zaliske, komer-
cijalne proizvode izra|ene od svinjskih sr~anih zalistaka
(porcine valve bioprosthetic, PVB) ili gove|eg osr~ja (bo-
vine pericardium bioprosthetic, BPB). Stvaranje naslaga
biominerala vrlo je va`na komplikacija kojoj se ne pridaje
dovoljna va`nost, unato~ ~injenici da se to doga|a u krv-
nim `ilama1 i u tkivima srca.2 Kardikovaskularne bioprote-
ze tipa PVB i BPB zbog naslaga biominerala imaju lo{
u~inak i ograni~en vijek trajanja od 1–15 godina.3,4,16 Pa-
tolo{ka kardiovaskularna kalcifikacija je slo`en proces po-
vezan sa stvaranjem prekursora, koje pak uklju~uje bioke-
mijske faktore kao proteine,7 protolipide,8 fosfolipide9 i
kolesterol.10

Boskey11 je ponudila iscrpni pregled o djelovanju organela
i makromolekula u kalcifikaciji. Fosfatidilserin, teku}a kom-
ponenta stani~ne membrane stvara kompleks Ca2+-fosfoli-
pid (1:1), mogu}i je prekursor u nastajanju nukleusa pato-
lo{kog biominerala.9 Studija o ko-kristalizaciji kolesterola
i kalcijevih fosfata in vitro potkrepljuje hipotezu da kole-
sterol ima va`nu funkciju u kalcifikacji aorte in vivo,10

me|utim to~an mehanizam kardiovaskularne kalcifikacije
nije poznat. Kombinirane fizi~ko-kemijske analize, potkri-
jepljene podacima o topljivosti pokazuju da je oktakalcijev
fosfat (OCP), Ca4H(PO4)3 · 2,5 H2O mogu}i prekursor u
stvaranju kardiovaskularnih naslaga.6 Rezultati komparativ-
ne studije in vivo o mineralizaciji gove|eg osr~ja, BP, do-
datno potvr|uju da je OCP valjan prekursor u nastajanju
bioapatita.13 Male razlike u kemijskom sastavu obja{njava-
ju prirodu procesa dozrijevanja bioapatita, koji se mo`e
shvatiti kao spori proces hidroliti~ke transformacije prekur-
sora. Objektivna i potpuna informacija o mehanizmu kal-
cifikacije osnovni je preduvjet za kontrolu procesa koji se
odvija u krvnim `ilama, sr~anim tkivima i “tissue-derived”
bioprotezama.
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Materijali*

Tipovi kardiovaskularnih naslaga (cardiovascular deposits,
CD):

1. Aterosklerotske naslage izolirane iz intime kalcificiranih
aorti subjekata u dobnoj skupini od 40–80 godina.6

2. Naslage izolirane s umjetnog srca (total artificial heart,
TAH) usa|enog u eksperimentalne `ivotinje, dobivene
iz Hershey Medical Center, Hershey, PA, USA.6

3. Naslage izolirane s umjetnih sr~anih zalistaka PVB koji
su slu`ili pacijentima 2–13 godina.16

4. Naslage iz aortnih i mitralnih zalistaka pacijenata u dob-
noj skupini od 51–84 godine, dobiveni iz Klinike Mayo,
Rochester, MN, USA.15

5. Kalcificirane naslage nastale na segmentima gove|eg
osr~ja pri pokusima in vitro (BP segmenti su podvrgnuti
djelovanju prezasi}enih otopina kalcijevog fosfata) i ek-
sperimentalnim uvjetima in vivo (BP segmenti su im-
plantirani u eksperimetalne {takore).13

Definirani uzorci analiti~ki su ispitani i jednozna~no karak-
terizirani.

Metode

Primijenjene metode analize uklju~uju izolaciju i pro~i{}a-
vanje PCD-a radi priprave referentnih materijala za kom-
pletnu fizi~ko-kemijsku karakterizaciju. To uklju~uje de-
proteinaciju PCD-a s hidrazinom 17 i hipokloritom.18 Obje
metode su primijenjene i kriti~ki procijenjene za uspje{nu
nedestruktivnu deproteinaciju PCD-a.19 Slijedila je iscrpna
kemijska analiza majorskih i minorskih sastojaka PCD-a i
definiranje njihovih strukturnih i morfolo{kih svojstava te
termodinami~ke topljivosti deproteiniranih PCD-a.

Pomno je istra`ena in vitro i in vivo mineralizacija gove|eg
osr~ja, ~iji rezultati mogu doprinijeti boljem razumijevanju
mehanizma stvaranja PCD-a.

Izolacija CD materijala

Aterosklerotske kalcificirane naslage

Aorte su sa~uvane u hladnjaku nakon autopsije na tempe-
raturi od –30 °C. Izolacija uklju~uje otapanje, disekciju i
odvajanje mineralnih naslaga od tkiva.6 Nakon separacije,
kriogenog mljevenja i deproteinacije, uzorci su pohranjeni
u hladnjaku. Koli~ine izoliranog uzorka bile su od 1 – 30 g.
Isti pristup primijenjen je i na ostale vrste ispitivanih CD-a.
Termogravimetrijska analiza (TGA) pokazuje da po~etni

uzorci prije deproteinacije imaju 20–40 % masenog udjela
organske komponente.6,19

Bioprostetske TAH kalcificirane naslage

Koli~ine PCD-a izolirane s membrana poliueretanskog
umjetnog srca iznosile su do 2 g.6

Kalcificirane naslage izolirane s umjetnih sr~anih
zalistaka PVB

Nakon kiru{kog odvajanja, svinjski sr~ani zalisci (PV) ispra-
ni su vodenom otopinom soli i sa~uvani u neutralnoj oto-
pini fosfatnog pufera s � = 10 % formalina. Takva otopi-
na ne mijenja udjel kalcija u kalcificiranom tkivu. Kasnije
CD-i su odvojeni od tkiva bioproteza i pa`ljivo obra|eni
na ve} spomenuti na~in.16 Koli~ine izoliranih CD-a varirale
su od 0,1 – 0,8 g suhog uzorka.

Kalcificirane naslage iz prirodnih aortnih i
mitralnih sr~anih zalistaka

Isti na~in separacije i ~uvanja u puferiranoj formalinskoj
otopini3 upotrijebljen je nakon kiru{ke eksplantacije aort-
nih i mitralnih zalistaka. Koli~ine izoliranih nativnih CD-a
varirale su od 0,2 – 3,5 g/zalistak, suhog uzorka.

Kalcificirane naslage s gove|eg osr~ja

Mineralizacija in vitro i in vivo te izolacija i obrada segme-
nata detaljno je opisana.13 Dio segmenta upotrijebljen je
za histolo{ku karakterizaciju.

Kemijska i stukturna karakterizacija
kalcificiranih naslaga

Navedene metode primijenjene su za dobivanje sveobu-
hvatne informacije o kemijskom sastavu sastojaka CD-a,
strukturalne i fazne informacije, morfologija, refraktivna
svojstva, rengenska mikroanaliza i fizi~ko-kemijska svojstva
topljivosti.

Kemijske analize

Izmjerene koli~ine nativnih i deproteiniranih CD-a otop-
ljene su i udjeli iona Ca2+, Na+, Mg2+ odre|eni su atom-
skom apsorpcijskom spektroskopijom (AAS). Udjel fosfata
odre|en je spektrofotometrijom.20 Udjel HPO4

2– odre|en
je iz razlike absorbancije molibdo-vanadat-fosfat komplek-
sa hidroliziranog i nehidroliziranog uzorka.6,19,21 Karbonat
je analiziran primjenom modificirane Conwayeve difu-
zijske metode.22 Maseni udjel fluorida u uzorcima CD-a
odre|en je pomo}u fluoridne ionske elektrode.23

Rengenska (RTG) analiza i FTIR spekroskopija

Nativni i deproteinirani CD-i karakterizirani su primjenom
rengenske difrakcijske analize (XRD).6 Snimljeni spektri
pra{kastih uzoraka uspore|eni su sa spektrima24 odre|e-
nih faza kalcijevih fosfata.
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*Komercijalni uzorci i ure|aji opisani u ovom pregledu prezentirani su s
ciljem da detaljnije opi{u eksperimentalni postupak. To ne zna~i prepo-
ruku ili potvrdu Nacionalnog Instituta za Standarde i Tehnologiju (Natio-
na Institute of Standards and Technology, NIST) ili Zdravstvene fundacije
Ameri~kog zubarskog udru`enja (American Dental Association Health
Foundation, ADAFH) da su navedeni uzorci ili ure|aji nu`no i najbolji za
opisanu svrhu.



FTIR spektroskopija nativnih i deproteiniranih CD-a iz-
vedena je na Nicolet 7000 FTIR spektrometru; 100
FTIR spektralnih obrisa dobiveno je u podru~ju od
400–4000 cm–1.

Mikroskopske metode

Morfologija i kemijski sastav aterosklerotskih i bioprotet-
skih CD-a ispitivani su pomo}u Cambridge 250 Mark II
pretra`nog elektronskog mikroskopa (SEM), opremljenog
Princeton Gamma-Tech energijsko-disperzijskim rengen-
skim analizatorom (EDX),6 koncentracije iona Ca2+, P3+,
Na+ i Mg2+ odre|ene su primjenom FRAME C korekcij-
skim postupkom.25

Leitz Ortholux polarizacijski mikroskop upotrijebljen je za
ispitivanje opti~kih svojstava PCD-a. Mjerenje prosje~ne
vrijednosti indeksa refrakcije, n, mikrokristalini~nih uzora-
ka obavljeno je imerzijskom metodom.26

Mjerenje topljivosti PCD-a

Topljivost je va`na fizi~ko-kemijska karakteristika patolo{-
kih kardiovaskularnih kalcificiranih naslaga. Topljivost pru-
`a informaciju o prirodi biominerala i mehanizmu stvara-
nja. Isti kriterij vrijedi i za odre|ivanje topljivosti prirodnih
biominerala u kostima i zubima koji su intenzivno studira-
ni i objavljeni.27 Topljivosti deproteiniranih CD-a odre|e-
ne su uravnote`enjem pra{kastih uzoraka obradom s razri-
je|enim otopinama fosforne kiseline.6,13,15,16,19

Koncentracijski podaci uravnote`enih otopina upotrijeblje-
ni su za izra~unavanje topljivosti izra`enih s produktom
ionskih aktiviteta (IAP) za reprezentativne faze kalcijevih
fosfata: hidroksiapatita (HAP), Ca5(PO4)3OH, oktakalci-
jevog fosfata (OCP), Ca4H(PO4)3 · 2,5 H2O, trikalcijevog
fosfata (TCP), Ca3(PO4)2 i dikalcijevog fosfata dihidrata
(DCPD), CaHPO4 · 2 H2O. Negativni logaritam ionskog
produkta pIAP navedenih kalcijevih fosfata definiran je sa :

pIAPDCPD = – log�Ca2+� �HPO4
2–� (1)

pIAPOCP = – log�Ca2+�4�PO4
3–� 3�H+� (2)

pIAPTCP = – log�Ca2+�3�PO4
3–�2 (3)

pIAPHAP = – log�Ca2+�5�PO4
3–�3�OH–� (4)

(zagrade u izrazima (1–4) ozna~uju ionske aktivitete)

pIAP vrijednosti su izra~unate primjenom ra~unalnog pro-
grama koji izra~unava ionske koeficijente aktiviteta iona te
uzima u ra~un Ca-PO4 kompleksnu ravnote`u.28 Ca-CO3
kompleksnu ravnote`u,29 kada se sustavi uravote`uju pod
protokom plinske smjese CO2/N2. Svojstva topljivosti CD-a
grafi~ki se iskazuju pomo}u dijagrama kemijskih potencija-
la (CPP) koji su vrlo korisni za analizu multikomponentnih
sustava.27 CPP-i se izvode uno{enjem parova pripadnih vri-
jednosti –log�Ca2+� �OH–�2 i –log�H+�3�PO4

3–�. Dijagram-
ski prikaz rezultira ravnom crtom s nagibom –1/r = a, gdje
r odgovara molarnom omjeru nCa/nP spoja koji kontrolira
stanje ravnote`ne topljivosti. Vrijednosti r za HAP, TCP,
OCP i DCPD su 1,66, 1,50, 1,33 odnosno 1,0. Rezultantni

CPP-i pokazuju relativne topljivosti CD-a u usporedbi s
termodinami~kom topljivo{}u navedenih kalcijevih fosfata.

Rezultati

Pro~i{}avanje-deproteinacija CD-a upotrebom hidrazina
ili hipoklorita smanjuje prvotni udjel organske komponen-
te od w = 20–30 % na svega 1–2 %. Pro~i{}eni mineral
mo`e se upotrijebiti za fizi~ko-kemijsku karakterizaciju,
odre|ivanje strukture i termodinami~ke topljivosti. Tablica
1 sadr`i iscrpne podatke o kemijskom udjelu nativnih i
pro~i{}enih kardiovaskularnih naslaga izoliranih s aorti,
umjetnih srca (TAH), karotidnih arterija, prirodnih zalistaka
i bioprotetskih zalistaka (PVB). Tablica 1 daje osnovnu in-
formaciju da svi CD-i sadr`e znatne koli~ine makro- i mik-
rokonstituenata.

Prisutnost sli~nih kemijskih vrsta, dokumentirana je i u
drugim tipovima biominerala.30 Visoki maseni udjel karbo-
nata od kojih w = 7 % smanjuje sa na kojih w = 4,7 % na-
kon vi{estrukih uravnote`enja s razrije|enom otopinom
solne kiseline. To pokazuje da je karbonat vrlo ~vrsto ve-
zan i inkorporiran u strukturu biominerala. Na temelju po-
dataka s tablice 1 prosje~ni je sastav PCD-a:

za aterosklerotski CD:

Ca8,66 Mg0,22 Na0,24 H0,14 (PO4)5 (CO3)1,22 (OH, F, Cl)0,80 (5)

za TAH CD:

Ca8,73 Mg0,24 Na0,24 H0,14 (PO4)5 (CO3)1,22 (OH, F, Cl)0,90 (6)

za PVB CD:

Ca7,15 Mg0,23 Na1,23 H0,41 (PO4)5 (CO3)0,98 (OH, F, Cl)-0,60 (7)

Ti sastavi odgovaraju sastavu supstituitranih apatita, pre-
dlo`eno po Kuhlu i Nebergallu:31

Ca10–x–y (PO4)6–x (HPO4, CO3)x (OH)2–x–2y (8)

Odatle slijedi da su sastavi kardiovaskularnih naslaga iska-
zani formulama (5), (6) i (7) gotovo identi~ni, {to mo`e
zna~iti da je i mehanizam nastajanja i sazrijevanja PCD-a
vrlo sli~an. Najizra`enja razlika je visok udjel kiselog fosfa-
ta u produktu.7 Pro~i{}avanje PCD-a s hidrazinom i hipo-
kloritom daje vrlo koristan podatak. Visoki udjel HPO4
produkta7 od 11 % smanjen je nakon dugotrajnog i opa-
snog tretmana s hidrazinom na 8 %. Nakon kratke, jedno-
stavne obrade s hipokloritom, udjel kiselog fosfata prak-
ti~ki je eliminiran, {to zna~i da hipokloritni postupak pore-
me}uje ishodnu strukturu. Zbog toga je zaklju~eno da je
pro~i{}avanje PCD-a s hidrazinom jedini pravi postupak
obrade, jer se tako sa~uva ishodni sastav i struktura.19

Strukturna svojstva kardiovaskularnih
kalcificiranih naslaga

Spektri rengenske difrakcijske analize (XRD) aortnih i bio-
protetskih naslaga pokazuju mikrokristalini~nu apatitsku
stukturu, koja se nije promijenila nakon hidrazinske
obrade.6 Spektar ne pokazuje prisutnost TCP (2010 i 220
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�-TCP), DCPD (020 i 141 DCPD) ili OCP (100) jer se ne
pojavljuje njihov refleksni karakteristi~ni odzivni pik. Kom-
parativni XRD-spektri pet razli~itih CD-a prikazani na slici
1 pokazuju izrazitu razliku stupnja kristalini~nosti. Najbo-
lju kristalini~nost pokazuje CD obilje`en s F (mitralni sr~ani
zalistak). CD obilje`en s B (TAH CD) pokazuje najni`i stu-
panj kristalini~nosti, sli~no spektru kosti A. Ti podaci uka-

zuju da stupanj kristalini~nosti ovisi o vremenu nastajanja i
sazrijevanja. TAH CD i PV CD imaju relativno kratko vrije-
me postojanja ({est mjeseci, odnosno nekoliko godina) u
usporedbi sa aortnim CD, miokardijalnim CD i mitralnim
CD (51–85 godina).15 Aktivni protok krvi i stalno aktivni
rad ostarjelih sr~anih zalistaka doprinose rastu i sazrijeva-
nju biomineralnih kristala.15
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Ta b l i c a 1 – Kemijski sastavi raznih kardiovaskularnih naslaga (molarni omjeri)
Ta b l e 1 – Chemical composition of multisite calcific deposits (all compositions are expressed as molar ratios)

Uzorak

Sample
n rCa/P rNa/P rMg/P rCO3/P rHPO4/P

AN 5 1,74 N.A. N.A. 0,197 0,024

� 0,03 – – – –

A* 10 1,73 0,063 0,043 0,244 N.A.

� 0,06 0,006 0,007 0,024 –

TAH N 4 1,74 0,061 0,056 0,221 0,021

� 0,08 0,037 0,007 0,082 0,008

TAH * 3 1,75 0,047 0,048 0,238 N.A.

� 0,08 0,020 0,003 0,017 –

CA 2 1,71 0,087 0,040 0,201 N.A.

MC 1 1,56 0,267 0,042 N.A. 0,092

MC* 1 1,61 0,217 0,039 N.A. 0,067

PVBN 10 1,30 0,245 0,031 N.A. 0,110

� 0,12 0,159 0,006 – 0,014

PVB* 8 1,43 0,241 0,046 0,198 0,082

� 0,07 0,089 0,012 0,042 0,043

PVB** 9 1,63 0,101 0,031 N.A. 0,005

� 0,02 0,038 0,005 – –

in vitro 6 1,25 N.A. N.A. N.A. 0,080

� 0,06 – – – –

in vivo1 10 1,26 N.A. N.A. N.A. N.A.

� 0,02 – – – –

in vivo2 6 1,71 N.A. N.A. N.A.

� 0,04 – – –

Kratice: A = aortni CD, TAH = CD poliuretanskog umjetnog srca, CA = CD iz karotidne arterije, MC = CD miokarda, PVB = CD bioproteza svinjskog sr~anog zaliska, in vi-
tro = CD produkt stvoren nakon 16 sati, in vivo1 = CD stvoren na inplantiranom gove|em osr~ju BP nakon 14 dana, in vivo2 = CD stvoren na inplantiranom gove|em osr~ju
BP nakon 49 dana,13 n = broj uzoraka, N = nativni CD, * = hidrazinska deproteinacija CD-a , ** = hipokloritna deproteinacija CD-a, � = standardna devijacija, N.A. = nije
analizirano. Dio podataka iz tablice 1 objavljen je u literaturi.6,13,16

Abbreviations: A = aortic CD, TAH = total artificial heart CD, CA = carotid artery CD, MC = myocardium CD, PVB = porcine valve bioprosthetic CD, in vitro = CD, 16 ho-
ur reaction product,16 in vivo1 = CD, formed in subcutaneous implant, 14 days residence time in rat, in vivo2 = CD, formed in subcutaneous implant, 49 days residence time
in rat (13), N = native CD, * = hydrazine treated CD, ** = hypochlorite treated CD, n = number of specimens, � = standard deviation, N.A. = not analyzed. Portion of data
shown in Table 1 was reported in literature.6,13,16



FTIR spektri deproteiniranih aortnih CD i TAH CD6 imaju
iste karakteristike kao i PV CD16 (slika 2). Spektri pokazuju
prisutnost vrpci kod 872 cm–1 , 1421 cm–1 i 1448 cm–1, {to
ukazuje na karbonatnu supstituciju u apatitnoj strukturi,
{to rezultira stvaranjem “B” tipa karbonatnog apatita.35,36

Nepostojanje vrpce na 1545 cm–1 isklju~uje postojanje “A”
tipa karbonatnog apatita u kardiovaskularnim CD-ima.37

Vrpce kod 631 cm–1 i 3570 cm–1 koje su karakteristi~ne za
OH – u HAP i 910 cm–1 za OCP nisu uo~ene u infracrve-
nim spektrima ispitivanih CD-a.38

Mikroskopska svojstva kalcificiranih naslaga

SEM snimke aortnih CD-a nakon hidrazinskog pro~i{}avanja
prikazane su na slici 3 a, b, c. Anorganska faza je prostorno

heterogena i kemijski sastav reprezentativnih morfologija
odre|en je rengenskom mikroanalizom (EDX) i prikazan s
rCa/P omjerima kako slijedi: slika 3a: glatke sferi~ne ~estice,
rCa/P = 1,56; slika 3b: nepravilne ~estice spu`vastog oblika
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S l i k a 1 – XRD strukture pet kardiovaskularnih naslaga, ozna-
~enih s: B TAH CD, C PV bioprotetski CD, D aortni CD, E CD mio-
kardiuma, F CD mitralnog zaliska, A XRD kosti
F i g . 1 – XRD patterns of five cardiovascular deposits labeled
as: B TAH CD, C PV CD, D aortic CD, E miocardium CD, F mitral
valve CD, Bone pattern labeled as A

S l i k a 2 – FTIR spektar deproteiniranog aortnog CD (1) i CD
umjetnog srca, TAH (2), prethodno objavljeno6

F i g . 2 – FTIR spectra of deproteinated aortic (1) and TAH bio-
prosthetic (2) CD, previously reported6

S l i k a 3 – SEM mikrografije hidrazinom pro~i{}ene aortne CD
naslage (Z. Kardiol 90)

F i g . 3 – SEM micrographs of hydrazine-treated aortic CD (a-c)



gotovo konstantnih dimenzija, rCa/P = 1,68; slika 3c: slojevita
kristalna morfologija (naj~e{}a), rCa/P = 1,79. Sli~na morfolo{ka
opa`anja opisali su i Schmidt et al.39 s pretpostavkom da
povr{ina naslage ima isti sastav kao i unutra{njost naslage. Pri-
kazani EDX podaci zacijelo pokazuju da je PCD heterogen
kao rezultat dozrijevanja produkta koji uklju~uje stvaranje
prekursora i sporu vremensku transformaciju.6

Opti~ka mikroskopija dala je dodatne kvalitativne podat-
ke. Opti~ke karakteristike i indeksi loma isklju~uju prisut-
nost �-TCP-a i HAP-a, jer su njihovi indeksi loma, koji vari-
raju od 1,62 do 1,64540 mnogo vi{i od pripadaju}ih vri-
jednosti za CD-e (1,55–1,585).6,16 Te su vrijednosti vrlo
sli~ne poznatim vrijednostima za OCP (1,576 – 1,585).41

Ni`a vrijednost (n = 1,55) ukazivala bi na DCPD, ali
XRD-spektri isklju~uju prisutnost DCPD-a u kardiovasku-
larnim naslagama. Aortni CD ima indeks loma n = 1,549 –
1,550 i apatitnu strukturu (spektri XRD). Nakon grijanja do
550 °C, indeks loma se pove}ava na vrijednost od 1,585 –
1,60, {to odgovara karbonatnom apatitu.43 Nakon daljnjeg
grijanja do 800 °C dolazi do razvijanja CO2, {to je dokaza-
no termogravimertijskom analizom (TGA), a indeks loma n
= 1,64, ukazuje na nastajanje HAP-a.6

Svojstva topljivosti kalcificiranih naslaga (PCD)

Budu}i da su CD-i kompleksne heterogene tvorevine, de-
finiranje njihove topljivosti nije jednostavno. Uklanjanjem
organske komponente pri pripravi ~iste anorganke matrice
omogu}eno je odre|ivanje komparativne termodinami~ke
topljivosti.28,46,47,48 Pristup uspje{no primijenjen pri pra-
}enju topljivosti pro~i{}enih kardiovasakularnih naslaga za-
pravo je ponavljanje uravnote`enja u sustavu: cCD = 10–3

mol L–1, �H3PO4
= 20 g L–1, rCO2

= 5 % CO2, rN2
= 95 %

N2. Nakon 30 minutnog uravnote`enja, filtrirane otopine
se analiziraju, a ostatak CD-a se ponovno suspendira u
otapalu, milimolarnoj otopini fosforne kiseline. Uravno-
te`ene otopine se analiziraju i izra~unaju srednje pIAP vri-
jenosti i standardne devijacije za DCPD, OCP, TCP i HAP
(tablica 2). Ti podaci pokazuju da toplijvost aortnog CD-a
pribli`no odgovara topljivosti OCP-a i �-TCP, ali znatno
nadma{uje topljivot HAP-a.45

Tabli~ni pregled topljivosti deproteiniranih aortnih CD,
TAH CD, PV bioprotetskih CD prikazan je u tablici 3.67
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Ta b l i c a 2 – Prosje~ne pIAP vrijednosti dobivene nakon osam
uravnote`enja aortnih kalcificiranih naslaga. Uvjeti: CD, 20 g L–1;
H3PO4, 10–3 mol L–1; r =5 % CO2; 30 min 25 °C.
Ta b l e 2 – Average pIAP values obtained after eight equilibra-
tions of deproteinated aortic calcific deposits. Conditions: CD,
20 g L–1; H3PO4, 10–3 mol L–1; r = 5 % CO2; 30 min, 25 °C.

Spoj
Material pIAP � pKsp

Stanje
State p/% Referenca

OCP

�-TCP

HAP

DCPD

48,49

29,32

53,1

6,92

0,45

0,41

0,77

0,05

48,6

28,91

58,55

6,60

SS

US

SS

US

0,2

– 0,1

9,2

– 4,8

46

47

28

48

Kratice: p/% = �(pKsp – pIAP)/pKsp� x 100; SS = prezasi}en ; p/% > 0 ; US = neza-
si}en; p/% < 0.67

Abbreviations: p/% = �(pKsp – pIAP) /pKsp� x 100; SS= supersaturated; p/% > 0;
US =undersaturated; p/% < 0.67

S l i k a 4 – Dijagrami kemijskih potencijala (CPP) dobivenih na-
kon uravnote`enja: a aortnih i TAH CD-a b PV bioprotetskih CD-a
i c djelomi~no otopljenih aortnih CD-a, prethodno objavljeno67

F i g . 4 – Chemical potential plots data obtained through equi-
libration of: a aortic and TAH CD b PC CD and c fractionally dis-
solved aortic CD67



Navedene su prosje~ne vrijednosti pIAP i njihove standar-
dne devijacije te poredbene dvije definirane faze kalcije-
vih fosfata (OCP i HAP) i regresijski parametri dijagrama
kemijskih potencijala, CPP, prikazanih na slici 4 a-c. Vrijed-
nosti topljivosti vrlo su ovisne o vremenu uspostavljanja
ravnote`e, koja se br`e uspostavlja pri protoku CO2. Pro-
sje~ne pIAP vrijednosti, standardne devijacije i 95 % grani-
ce pouzdanosti za {estosatno uravnote`enje pri protoku
od 5 % CO2 jesu: 49,46 ± 0,20 (OCP podaci), 54,41 ±
0,47 (HAP podaci). Odgovaraju}e prosje~ne vrijednosti
dobivene osmodnevnim uravnote`enjem CD-a pri proto-
ku ~istog du{ika su 50,31 ± 0,22 (OCP podaci) i 53,81 ±
0,52 (HAP podaci). Podaci topljivosti dobiveni pri {esto-
satnom i osmodnevnom uravnote`enju znatno su razli~iti
(p < 0,05). Te razlike ukazuju na unutra{nju heterogenost
CD biominerala. Kako je obja{njeno,67 prilikom uravno-
te`enja pri protoku du{ika uspostavlja se ravnote`no stanje
koje omogu}uje polagano talo`enje HAP-a. To je vrlo va-
`an podatak jer pru`a indirektan dokaz da patolo{ki bio-
mineral koji se stvara u kardiovaskularnom sustavu dozrije-
va tijekom procesa transformacije. Kao {to je vidljivo na sli-
ci 4a, aortne i TAH naslage imaju vrlo sli~ne topljivosti, pri-
bli`ne topljivostima OCP-a i �-TCP-a. Njihovi CPP-i nalaze
se uvjerljivo ispod HAP CPP-a izoterme, {to ukazuje da su

biominerali znatno topljiviji od HAP-a. Prosje~ni nagibi
CPP-a (–1/r) variraju od 1,4 – 1,5. Ta niska vrijednost isklju-
~uje HAP (–1/r = 1,66) kao materijal, koji kontrolira rav-
note`u otapanja PCD-a. Topljivost deproteiniranih biopro-
tetskih PVD-a i BPVD-a, prikazana s CPP-om na slici 4b,
ukazuje na sli~ne topljivosti s aortnim i TAH CD-om, koji
su ne{to topljiviji. No svi uzorci PCD-a znatno su topljiviji
od HAP-a. Topljivosti bioprotetskih CD-a izmjerene na te-
melju 57 neovisnih ravnote`nih mjerenja i izra`enih s vri-
jednostima pIAPOCP iznose 49,78 ± 0,30,16 {to je samo
jednu p-jedinicu vi{e od pKsp OCP,46 ali je gotovo identi~na
vrijednost za pIAPOCP oktakalcijevog fosfata hidrolizata
OCPH-a.49 Slika 4c demonstrira hetereogenu topljivost de-
proteiniranog aortnog CD-a, koji je izlo`en parcijalnoj di-
soluciji (0, 20 i 80 %). ^ak i preostali CD nakon 80 %-tnog
otapanja, ima znatno ve}u topljivost od HAP-a. Zavr{ni na-
gib CPP-a, –1/r = 1,53, ukazuje da je preostalih 20 %
CD-a bazi~nije od polaznog materijala (–1/r = 1,37).

Biomineralizacija segmenata gove|eg osr~ja
(perikardiuma)

Slijede informativni podaci o mineralizaciji in vitro i in vivo
gove|eg osr~ja.13 Segmenti glutaraldehid-tretiranog gove-
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Ta b l i c a 3 – Podaci o topljivosti i parametri dijagrama kemijskih potencijala CPP, deproteiniranih CD
Ta b l e 3 – Solubility data and chemical potential plot parameters CPP, for deproteinated CD

CD rCa/P t �CO2
% pIAP

OCP
�

pIAP

HAP
� a b n&

A4–6 1,77 8 d 0 50,46 0,19 53,84 0,44 1,44 54,96 8 ##

A11–1 1,73 8 d 0 50,54 0,45 54,50 0,94 1,46 55,30 5 ##

A7–3 1,73 8 d 0 50,11 0,57 53,20 1,10 1,41 54,27 8 ##

TAH1s 1,67 8 d 0 50,38 0,39 54,08 1,05 1,41 54,57 7 ##

TAH6c 1,74 8 d 0 50,05 0,36 53,42 1,07 1,39 53,85 8 ##

A7–2 1,78 6 h 1 49,23 0,53 53,61 0,62 1,47 53,60 6 ##

A7–2* 1,78 6 h 1 49,46 0,38 54,46 0,55 1,44 54,80 6 ##

A7–2 1,78 6 h 5 49,53 0,99 54,44 0,90 1,66 58,78 6 ##

A7–2* 1,78 6 h 5 50,61 0,57 55,93 0,40 1,67 59,51 @6 ##@

A7–2 1,78 6 h 33 49,39 0,28 54,46 0,11 1,56 56,98 6 ##

A7–2* 1,78 6 h 33 49,58 0,13 55,06 0,29 1,43 54,56 5 ##

PV 1,62 6 h 5 49,20 0,37 54,14 0,48 1,49 55,56 5 ##

A10–0 % 1,65 6 h 5 49,51 0,33 54,14 0,45 1,37 53,47 5 ##

A10–20 % 1,64 6 h 5 49,57 0,29 54,76 0,81 1,33 52,93

A10–80 % 1,62 6 h 5 50,57 0,39 56,42 0,32 1,53 57,12

# Nema znatnih razlika u topljivosti (p > 0,1) nakon osmodnevnog uravnote`enja
## Nema znatnih razlika u topljivosti (p > 0,1) nakon {estosatnog uravnote`enja
@ Topljivosti za uzorke A7–2* znatno razli~ite od ostalih ## sustava. Znatne razlike u topljivostima (p < 0,05) izmedju # i ## sustava.
# No significant difference in solubilities (p > 0,1) after 8 days equlibrations
## No significant difference in solubilities (p > 0,1) after 6 h equlibrations
@ Solubility data for A7- 2* samples significantly different from other ## systems. Significant difference in solubilities (p < 0,05) between # and ## systems.
Kratice: rCa/P = molarni omjer u CD-u; t = vrijeme uravnote`enja; �CO2/% je udjel u N2/CO2 plinskom protoku; n@ broj neovisnih uravnote`enja sa standardnom devijaci-
jom, �; a = –1/r = nagib (� > 0,98) i b = odrezak CPP-a. A = aortni CD, TAH je CD s umjetnog srca, Hershey bolnica, primijenjenog u ovce (s) i krave (c), PV = CD s biopro-
teze svinjskog zaliska, A7–2* = podaci ponovnog uravnote`enja CD A7–2; A10-X %: aortni CD, djelomi~no (X %) otopljen. Podatci su objavljeni u literaturi.67

Abbreviations: rCa/P = molar ratio in CD; t = equilibration time; �CO2 /% = fraction in N2/CO2 gas flow; pIAP = average value from n@ independent equilibrations with
corresponding standard deviations �; a = (–1/r) = slope (� > 0,98) and b = intercept of chemical potential plot. A = aortic CD; TAH = TAH CD from c = calf or s = sheep
application; PV = porcine valve bioprosthetic CD, A7–2* = redisolution data; A10 – X %: aortic CD, partially (X %) dissolved. Reported in literature.67



|eg osr~ja BP prire|enih u poduze}u EDWARDS LIFE-
SCIENCES, velikoj tvrtki koja proizvodi umjetne sr~ane za-
liske, mineralizirani su in vitro i in vivo. Mineralizacija in vi-
tro izvodi se uranjanjem BP segmenata u otopinu kalcije-
vog fosfata prezasi}enu prema OCP, TCP i HAP (0,15 mol
dm–3 NaCl, pH 7,40, T = 37 °C). Kristalni rast pra}en je ki-
neti~ki pri pH-statskim uvjetima, pH 7,40. Tako su posti-
gnuti uvjeti koji odgovaraju fiziolo{kim uvjetima u organiz-
mu. Na zavr{etku pokusa, segmenti su izva|eni iz otopine
za histolo{ku, mikoskopsku, FTIR i kemijsku analizu. SEM
mikrografije produkata povr{inske mineralizacija prikazane
su na slici 5 a i b. Morfologija rozeta odgovara izgledu
OCP. XRD-spektar kristalizacijskih produkata prikazan je
na slici 6, A-D Spektar A (BP- povr{inski kristalni produkt) i
B (PCD stvoren na bioprotezi)16 sli~ni su spektru OCP
(spektar D), uklju~uju}i bitnu 100 OCP refleksiju; tablica 4
pru`a zaklju~ni dokaz da reakcijski produkt koji je nastao
na povr{ini BP-a odgovara OCP-u.

Tako je dokazano da je OCP sudionik u funkciji tranzitnog
ranog prekursora pri nastajanju PCD-a u krvo`ilnom susta-
vu. Tu su hipotezu, neovisno od drugih autora, potvrdili
Kapolos et al.50 Nastajanje OCP-a potvr|eno je metodom
konstantnog sastava.44

Biomineralizacija BP segmenata in vivo koji su bili implan-
tirani u eksperimetalne {takore pokazali su vremenom pro-
gresivnu mineralizaciju i pove}anje omjera rCa/P. Minerali-
zacija in vitro odvijala se samo na povr{ini segmenata, dok
proces mineralizacije in vivo te~e i odvija se pod povr{i-
nom tkiva, omjer rCa/P = 1,25, {to blisko odgovara sastavu
OCP-a. U daljnjoj fazi implantacije dolazi do pove}anja
omjera rCa/P do 1,7–1,9, {to odgovara sastavu komplek-
snog supstituiranog bioapatita.13,67,69 Ti rezultati sla`u se s
rezultatima druge neovisne studije kojom je dokazano vre-
mensko pove}anje omjera rCa/P za biominerale koji nastaju
na sr~anim implantatima.51 Mavrilas et al.51 predlo`ili su
mehanizam koji uklju~uje intrinzi~no stvaranje DCPD-a,
koji se potom hidroliti~ki transformira u OCP sa zavr{nim
produktom koji ima omjer rCa/P = 1,78 ± 0,20 (28 dana) i
1,94 ± 0,20 (56 dana). Pogubni proces stvaranja PCD-a
na umjetnim sr~anim zaliscima je intrinzi~ka mineralizaci-
ja,54 koja je ustanovljena u eksperimentima in vivo.13,51

Rasprava

Nastajanje kalcificiranih naslaga u kardiovaskularnom su-
stavu kompleksan je fenomen, koji se ne mo`e lako pratiti,
a pogotovo sprije~iti. Op}e mi{ljenje medicinskih stru~nja-
ka je da je nalaz kardiovaskularnih naslaga i kona~no sta-
nje kardiovaskularne patologije. Me|utim, iz fizi~ko-ke-
mijske i biofizi~ke perspektive takvo stajali{te nije prihvat-
ljivo. Mo`e se predlo`iti nekoliko tipova primijenjenih
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S l i k a 5 – SEM mikrografije minerala stvorenog in vitro na povr-
{ini BP-a nakon 16 satnog rasta: a veliki ravni kristali (manji udjel) i
b morfologija rozeta odgovara morfologiji OCP-a (ve}i udjel)
F i g . 5 – Scanning electron micrographs of mineral formed in
vitro on BP surface after 16 h: a large plate-like crystals (minor
fraction); b rosette-like OCP crystals (major fraction)

S l i k a 6 – XRD spektri i uzorci: A in vitro nastali produkt na povr-
{ini BP; B bioprotetski zalistak, CD; C HAP; i D OCP24

F i g . 6 – X-ray diffraction pattern of: A in vitro formed product
on BP surface; B bioprosthetic CD; C HAP; D OCP24



istra`ivanja za sprje~avanje nastajanja PCD-a: 1) istra`iva-
nje mehanizma nukleacije i kristalnog rasta CD-a in vitro i
in vivo; 2) istra`ivanje inhibicije stvaranja CD-a u medijima
koji odgovaraju kardiovaskularnim fluidima; 3) pronala-
`enje prakti~nih na~ina eliminacije CD-a in vivo, otapa-
njem ili kelatnom terapijom.57 Najednostavniji prekursor
je amorfni kalcijev fosfat (ACP); njegovo nastajanje je kine-
ti~ki favoriziran proces koji se nesmetano odvija usprkos
postojanju mnogih prirodnih inhibitora. Nalaz ACP-a po-
tvr|en je u kostima17,53 i aortnom zalisku.52 Drugi vrijedni
potencijalni prekursor za stvaranje bioapatita in vivo je
OCP. Velika strukturna XRD sli~nost OCP i HAP potvr|uje
hipotezu prekursora.41 Meyer i Eanes56 dali su termodina-
mi~ke podatke koji pokazuju da svje`e istalo`eni ACP u
stvaranju apatita uklju~uje OCP:

4 Ca3(PO4)2 + 3H+ + PO4
3– + 2,5 H2O �

� 3 Ca4H(PO4)3 × 2,5 H2O (9)

Produkt reakcije (9), OCP, termodinami~ki je nestabilan i u
odsutnosti inhibitora mo`e se transformirati u oktakalcijev
fosfat hidrolizat, OCPH,34,49 {to je sljede}i nestabilni pre-
kursor u nastajanju HAP-a. Stvaranje OCP prekursora po-
tvr|eno je eksperimentalno u ranoj fazi talo`enja kalcije-
vog fosfata u serumu.58 Komponente seruma stabilizirale
su OCP do 20 dana prije hidroliti~ke transformacije u apa-
titnu fazu. Svi podaci navedeni u ovom op{irnom pregledu
mogu dovesti do dobrih strategija za sprje~avanje nastaja-
nja PCD-a. To se posebno odnosi na umjetne sr~ane zali-
ske koji imaju ograni~en uporabni vijek.4,16 Vrlo dobar
primjer je primjena bifosfonata kao aktivnih inhibitora kal-
cifikacije umjetnih sr~anih zalistaka (PVB).64 Ograni~enje
kvalitete tog pristupa je ograni~eno trajanje implantiranog
inhibitora. Kada se inhibitor potro{i, proces intrinzi~ke kal-
cifikacije ponovno zapo~inje. Istra`uju se novi inhibitori,
odnosno sinergisti~ke smjese metalnih iona, Mg2+, Al3+ i
Fe3+, koje se upotrebljavaju za preinkubaciju bioprotetskih
implantata, {to dovodi do usporavanja procesa kalcifikaci-
je.65,66 Patolo{ka mineralizacija povezana je s o{te}enom

stani~nom membranom i s njenim konstituentima, koji
mogu djelovati kao prirodni inhibitori.

Od posebnog zna~enja su povr{ine kolagena, elastin, fo-
sfolipidi, matri~ni sudovi i mitohondrijske membrane.61

Zato je predlo`eno da moduliranje matri~nih proteina koji
reguliraju mineralizaciju mogu pru`iti djelotvoran terapij-
ski pristup prevenciji o{te}enja sr~anog zaliska.69

O~ito je da je simultana kontrola tolikih biogenih, kemij-
skih i biokemijskih ~imbenika vrlo te`ak zadatak. Upravo
zato, fizi~ko-kemijski pristup opisan u ovom pregledu mo-
`e biti prihva}en kao pojednostavljeni korisni pristup, ~iji
bi se principi mogli primijeniti u predstoje}im primijenje-
nim industrijskim istra`ivanjima. Smatra se da je osnovni
razlog kratkog uporabnog vijeka PV- i BP-bioproteza ~inje-
nica da su one izra|ene od “mrtvog” tkiva ~iji su sastojci
idealna mjesta za nukleaciju prekursora i kristalni rast bio-
minerala.7–11 U tijeku su brojna primijenjena istra`ivanja
za pobolj{anje materijala za izradu umjetnih sr~anih zali-
staka. Vrlo zanimljiv pristup je primjena AUTOGRAFTA, iz-
radom sr~anog zaliska od pacijentovog vlastitog sr~anog
osr~ja. Kirur{ka operacija eksplantacije o{te}enog sr~anog
zaliska provodi se tako da se najprije izolira osr~je, izradi
AUTOGRAFT-zalistak (AUTOGENICS – ATCVTM Construc-
tion), koji se potom implantira. Taj precizni zahvat produ-
ljuje operacijski zahvat za 30 min., jeftin je i ima potenci-
jalno ogromne prednosti. Novi AUTOGRAFT-zalistak je od
`ivog tkiva, prema tome nema opasnosti od odbacivanja
tkiva i imunolo{kih komplikacija. Posebno je bitno da je
zalistak izra|en od `ivog tkiva, prema tome mo`e se o~eki-
vati da patolo{ka mineralizacija izostane. Po~etni podaci
vrlo su dobri, {to ukazuje da bi primjena takvog pristupa
mogla bitno produljiti vijek bioproteze sr~anog zaliska.

Zaklju~ak

Opse`ni literaturni podaci pokazuju da je nastajanje kar-
diovaskularnih kalcificiranih naslaga slo`en dinami~ki pro-
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Ta b l i c a 4 – Sastav minerala stvorenog na povr{ini BP segmenata. [est segmenata izolirano iz otopine, obra|eno i analizirano nakon
16-satne mineralizacije in vitro.

Ta b l e 4 – Composition of mineral formed on BP discs. Six discs recovered, processed and analyzed after 16 h mineralization in vitro.

Uzorak

Sample

Masa

Mass

mCa/mg

Masa

Mass

mPO4
/mg

Masa

Mass

mCa+PO4
/mg

Povr{inska gusto}a

Surface density

aCa+PO4
/mg cm–2

Molarni omjer

Molar ratio

rCa/PO4

D-1*

D-2*

D-1**

D-2**

D-1***

D-2***

0,492

0,022

0,460

0,173

0,166

0,163

0,882

0,451

0,891

0,328

0,298

0,301

1,374

0,673

1,351

0,501

0,464

0,464

0,208

0,1020

0,2047

0,0760

0,0703

0,0703

1,32

1,17

1,23

1,25

1,32

1,24

* mineral otopljen u 1 mol dm–3 HCl (3 min “vibromix” agitacija); 95 % minerala otopljeno.
** mineral otopljen u koncentriranoj HCl; slijedi uparavanje i oksidativna razgradnja proteina s H2O2 do oko 97 % minerala te izolirano i analizirano.
*** mineral otopljen u koncentriranoj HNO3; slijedi uparavanje i oksidativna razgradnja proteinskog ostatka s H2O2 do oko 98 % minerala, te izolirano i analizirano.13

* mineral was dissolved in 1 mol dm–3 HCl (3 min “vibromix” shaking agitation); cca 95 % of mineral recovered.
** mineral was dissolved in concentrated HCl, followed by evaporation and oxidative decomposition of protein residue with H2O2; cca 97 % of mineral was recovered.
*** mineral was dissolved in concentrated HNO3, followed by evaporation and oxidative decomposition of protein residue with H2O2; cca 98 % of mineral was recovered.
Reported in literature.13



ces. Razumijevanje reakcijskog mehanizma od ranog pro-
cesa nukleacije do stvaranja kona~ne faze naslage zahtije-
va dodatna osnovna i primijenjena istra`ivanja. Zapa`eniji
prilog rje{avanju toga problema mo`e se dobiti iz znan-
stvenih informacija o procesima koji su odgovorni za stva-
ranje biominerala koji postoje u kostima i zubima kra-
lje`njaka. Osnovni mineral je vrlo reaktivan medij, koji u
procesu formiranja uklju~uje mnoge interakcije s organ-
skim i anorganskim konstituentima {to rezultira stvaranjem
vrlo komplicirane matrice kona~nog biominerala, koji je u
svom `ivotnom vijeku izlo`en stalnim promjenama dina-
mi~kog dozrijevanja. Osnovni uvjet korisnog rje{avanja
problema je koordinirani napor raznorodnih specijalista.
Topljivost biominerala je vrlo va`no oru|e jer taj podatak
mo`e indirektno identificirati prekursorske faze u nastaja-
nju CD-a. Posve je logi~no zaklju~iti da su u cijeli spektar
prekursora uklju~eni: amorfni kalcijev fosfat, oktakalcijev
fosfat, razni kompleksi koji sadr`e kalcij, fosfat, proteine i
druge biogene vrste. Rezultati izlo`eni u ovom pregledu
ukazuju na to da je oktakalcijev fosfat koji prolazi kroz faze
hidroliti~ke transformacije valjani kandidat za ulogu tranzi-
jentnog prekursora u stvaranju patolo{kog biominerala. Sa-
stav PCD-a odgovara bioapatitu, koji ima visok stupanj
supstitucije mikro i makro komponenata i visoku topljivost
koja nadma{uje termodinami~ku topljivost hidroksiapatita.
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Popis kratica i simbola
List of abbreviations and symbols

AAS – atomska apsorpcijska spektroskopija
– atomic absorbtion spectroscopy

BP – gove|e osr~je
– bovine pericardium

BPB – zalistak od gove|eg osr~ja
– bovine pericardium bioprosthetic

CD – kardiovaskularne naslage
– cardiovascular deposit

CPP– dijagram kemijskih potencijala
– chemical potential plot

DCPDD – dikalcijev fosfat dihidrat
– dicalcium phosphate dihydrate

EDS – energijsko-disperzijska rengenska mikroanaliza
– energy dispersive x-ray microanalysis

FTIR spectroscopy – Infracrvena spektroskopija s Fourierovom
transformacijom

– Fourier transform infrared spectroscopy

HAP– hidroksiapatit
– hydroxyapatite

IAP – produkt ionskih aktiviteta
– ionic activity product

OCP – oktakalcijev fosfat
– octacalcium phosphate

PCD – patolo{ke kardiovaskularne naslage
– pathological cardiovascular deposits

PV – svinjski (sr~ani) zalisci
– porcine valve

PVB – svinjski sr~ani zalistak
– porcine valve bioprosthetic

SEM – pretra`na elektronska mikroskopija
– scanning electron microscopy

TAH – umjetno srce
– total artificial heart

TGA – termogravimetrijska analiza
– thermogravimetric analysis

XRD – rengenska difrakcijska analiza
– x-ray difraction analysis

a – povr{inska gusto}a, mg cm–2

– surface density

c – koncentracija, mol L–1

– amount concentration

n – indeks loma
– refraction index

r – molarni omjer
– molar ratio

	 – koli~inski udjel
– amount fraction

� – masena koncentracija, g L–1

– mass concentration

� – standardna devijacija
– standard deviation

� – volumni udjel
– volume fraction

w – maseni udjel
– mass fraction
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SUMMARY

Physicochemical Principles of Cardiovascular Calcification
B. B. Toma`i}

Objectives. The objectives of this review article are to provide detailed physicochemical information on
the nature of pathological cardiovascular deposits, PCD, isolated from different sites of human cardiovas-
cular system. In order to help to understand the complex mechanism of the formation of PCD, special
emphasis is focused on the attempt to recognize early precursor(s) of PCD by utilizing combined in vitro
and in vivo studies.

Background. The common idea is that PCD is hidroxyapatite (HAP), Ca5(PO4)3OH; however, this is ques-
tionable and deserves critical evaluation.

Methods. After isolation of PCD, deproteination followed, producing pure inorganic fraction of deposits
that were subject to chemical analyses, x-ray diffraction (XRD), FT-IR spectroscopy, optical, scanning elec-
tron microscopy (SEM), polarizing miocroscopy, energy dispersive x-ray micro-analyses (EDS) and ther-
modynamic solubility measurements. The same methods were used to characterize the in vitro and in
vivo formed calcific deposits.

Results. The results of chemical analyses provided essential information that PCD contained significant
organic fraction; inorganic fraction appears to be bioapatite, corresponding to defect HAP with substan-
tial macroincorporation of sodium, magnesium, carbonate and fluoride. Structural XRD data show
apatitic pattern; however, variable crystallinity of OCD suggests that crystallization is a time and flow-dy-
namics dependent process. Critical thermodynamic solubility measurements unequivocally prove that
PCVD are significantly more soluble than HAP.

Conclusions. The PCDs are morphologically and chemically hetereogeneous products which can be a
consequence of time-dependent hydrolytic transformation of precursors that may include amorphous
calcium phosphate and octacalcium phosphate (OCP), Ca4 H(PO4)3.
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