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Streszczenie

Wstep: Prezentujemy wstepne badania ultrastrukturalne kar-
diomiocytéw dzieci operowanych z powodu strukturalnych
wad wrodzonych miesnia sercowego.

Cel: Okreslenie charakteru zmian ultrastrukturalnych w kardio-
miocytach trzech réznych rodzajéw wad serca.

Materiat i metody: Fragmenty tkanek uzyskiwano w trakcie
kardiochirurgicznej korekcji wad wrodzonych. Badania ultra-
strukturalne przeprowadzono w trzech grupach pacjentéw
w wieku od 11 dni do 6,5 roku. Oceniano zmiany ultrastruktu-
ralne w kardiomiocytach pochodzacych z nastepujacych wad
serca: ubytek miedzykomorowy (VSD), tetralogia Fallota (TOF)
i zesp6t hipoplazji lewego serca (HLHS). Grupe odniesienia sta-
nowili pacjenci z grupy VSD.

Wyniki: W kardiomiocytach pochodzacych z grupy VSD nie obser-
wowano istotnych cech uszkodzenia. W grupach TOF i HLHS
w obrebie jader komdrkowych stwierdzono morfologiczne cechy
apoptozy, polegajace na ich znacznym obkurczeniu oraz charak-
terystycznej, brzeznej kondensacji chromatyny. Z kolei mitochon-
dria charakteryzowaty sie réznego stopnia uszkodzeniem polega-
jacym na ich obrzeku, rozrzedzeniu, a w niektérych przypadkach
— wakuolizacji macierzy i uszkodzeniu bton wewnetrznych. Ob-
serwowano réwniez nieprawidtowy uktad wtékien kurczliwych
sarkomerow kardiomiocytéw grup TOF i HLHS. W obrebie wsta-
wek obserwowano odktadanie sie elektronowo gestej substancji.
Whioski: Obserwacje ultrastrukturalne wskazuja, ze prawdo-
podobny mechanizm uszkodzenia kardiomiocytéw w grupach
TOF i HLHS jest Scisle zwigzany z apoptoza aktywowang na
Sciezce mitochondrialnej. Zmiany morfologii wstawek sugeruja
rowniez mozliwos¢ uszkodzenia biatek CAM odpowiedzialnych
za prawidtowy przebieg organogenezy oraz tworzacych aparat
kotwiczacy miofilamentow.

Stowa kluczowe: kardiomiocyty, wady wrodzone, ultrastruktura.

Abstract

Introduce: We present ultrastructural investigations of cardio-
myocytes of three types of heart congenital malformations.
Aim: Characterization of ultrastructural changes in cardiomyo-
cytes from three different heart malformations.

Material and Methods: Tissue blocks were obtained during
surgical correction of heart congenital malformations. Ultra-
structural investigations were performed on three groups of
patients. Their age varied from 11 days to 6.5 years. Ultrastruc-
tural changes of cardiomyocytes from the below mentioned
congenital malformations were evaluated: ventricular septal
defect (VSD), tetralogy of Fallot (TOF) and hypoplastic left heart
syndrome (HLHS). The reference group was VSD.

Results: In cardiomyocytes of the VSD group significant features
of injury were not observed. In nuclei of cardiomyocytes of TOF
and HLHS groups, morphological signs of apoptosis, such as
nuclear shrinkage and marginal chromatin condensation, were
observed.

Mitochondria, on the other hand, were characterized by damages
of a different degrees based on their oedema, matrix vacuoli-
zation and inner membranes injury. Abnormal configuration of
myofilaments of cardiomyocytes’ sarcomeres in case of TOF
and HLHS was also observed. Within intercalated disks deposi-
tion of electron dense substance was observed.

Conclusions: Ultrastructural investigations indicate that the
probable mechanism of cardiomyocyte injury in TOF and HLHS
groups is closely connected with apoptosis activated in the
mitochondrial pathway. Morphological changes of intercalated
disks also suggest the possibility of injury of CAM proteins,
responsible for normal organogenesis and forming the ancho-
ring apparatus of myofilaments.

Key words: cardiomyocytes, congenital malformations, ultra-
structure.
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Wstep

W populacji Swiatowej rodzi sie rocznie okoto 1% dzieci
z réznego rodzaju wrodzonymi wadami serca. Rocznie,
w Klinice Kardiochirurgii Instytutu Centrum Zdrowia Matki
Polki w todzi z powodu réznego rodzaju wrodzonych wad
serca operowanych jest okoto 250 dzieci. Wrodzone wady
serca powstaja pomiedzy 6. a 8. tygodniem zycia ptodowego,
w okresie formowania sie uktadu sercowo-naczyniowego.
W zaleznosci od rodzaju wady, jej manifestacja kliniczna
moze pojawiac sie bezposrednio po urodzeniu, w okresie
dzieciecym lub, jedli pacjent przezyje, po osiagnieciu dojrza-
tosci. Wady wrodzone, ze wzgledu na wystepowanie zabu-
rzeh hemodynamicznych, moga w sposéb istotny wptywaé
na prenatalny i pourodzeniowy rozwéj dziecka.

Badania ultrastruktury miesnia sercowego sa prowadzo-
ne od wielu lat. Jednak w bazie MEDLINE na 3169 publikacji
z lat 1965-2005 dotyczacych ultrastrukturalnych badan
serca u ludzi zarejestrowano jedynie 23 odnoszace sie do
pacjentéw z tetralogia Fallota i ani jednej hipoplazji lewego
serca. Wiekszos¢ prac zajmujacych sie problematyka moleku-
larnych i komérkowych mechanizméw powstawania wro-
dzonych wad serca opiera sie na badaniach modelu zwie-
rzecego lub komérek pochodzacych z hodowli tkankowych.

Cel pracy

Celem podjetych badan jest okreslenie charakteru mor-
fologicznych zmian w kardiomiocytach dzieci z wrodzonymi
wadami serca.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na fragmentach miesnia ser-
cowego, przeznaczonych do rutynowej diagnostyki pato-
morfologicznej, uzyskanych srédoperacyjnie w trakcie kar-
diochirurgicznej korekcji wrodzonych wad serca. Do badah
kwalifikowano pacjentéw z wadami niesiniczymi i siniczy-
mi. Przebadano materiat pochodzacy od 5 dzieci operowa-
nych z powodu tetralogii Fallota (ang. tetralogy of Fallot —
TOF), 6 dzieci operowanych z powodu zespotu niedorozwoju
lewego serca (ang. hypoplastic left heart syndrome — HLHS)
i 4 dzieci operowanych z powodu ubytku miedzykomoro-
wego (ang. ventricual septal defect —VSD). Wiek dzieci wahat
sie w granicach 11 dni — 6,5 roku. Fragmenty tkanek byty
niezwtocznie po pobraniu utrwalane przez 2 godziny w tem-
peraturze 4°C, w 5-procentowym aldehydzie glutarowym
z dodatkiem formaldehydu, nastepnie dotrwalane cztero-
tlenkiem osmu. Po zatopieniu w Eponie krojono je na skraw-
ki pétcienkie o grubosci 1 um i cienkie o grubosci 60 nm.
Skrawki cienkie kontrastowano automatycznie w aparacie
Ultrastainer LKB octanem uranylu i cytrynianem otowiu.
Nastepnie ogladano je w transmisyjnym mikroskopie elek-
tronowym Philips EM301. Analizie morfologicznej poddano
przede wszystkim te fragmenty preparatéw, w ktérych
widoczne byty podtuzne przekroje wtokien miesniowych.
W przekrojach poprzecznych badano jedynie, czy zachowa-
ny jest regularny uktad wtékien w poszczegélnych czesciach
sarkomerdw.
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Zgode na przeprowadzenie badah wydata Komisja Bio-
etyki Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki w todzi.

Wyniki

Ultrastruktura kardiomiocytéw w badanych grupach
roznita sie w zaleznosci od rodzaju wady. W przypadku
ubytkéw miedzykomorowych (VSD) w kardiomiocytach nie
stwierdzono istotnych odchylef od prawidtowego obrazu.
Uktad morfologiczny wtdkien oraz innych organelli komor-
kowych byt typowy (ryc. 1.).

W przypadku kardiomiocytéw pochodzacych z dwéch
pozostatych grup (TOF, HLHS) obserwowano zmiany zaréw-
no w obrebie cytoplazmy, jak i przestrzeni pozakomérkowe;.

W obrebie cytoplazmy odchylenia od stanu prawidtowe-
go dotyczyty przede wszystkim mitochondriéw. Obserwo-
wano ogniska hipertrofii mitochondriéw, w obrebie ktorych
dochodzito do znacznego zwiekszenia ich liczby. W ogni-
skach uszkodzenia profile mitochondrialne byty ksztattu
owalnego. Ich przedziat wewnetrzny byt poszerzony. Macierz
mitochondrialna miata niewielka gestos¢ elektronowa
w poréwnaniu z grupa VSD. W ogniskach zmian byta naj-
czesciej jasna, niekiedy czesciowo zwakuolizowana. Grzebie-
nie mitochondrialne byty waskie i nieliczne. Btona wewnetrz-
na mitochondriéw wykazywata rézny stopien uszkodzenia.
W niektérych organellach widoczne byto punktowe przer-
wanie jej ciggtosci, w innych natomiast obserwowano for-
mowanie struktur mielinowych, co Swiadczy o catkowitym
zatrzymaniu ich czynnosci. Nie byty natomiast widoczne
uszkodzenia w obrebie btony zewnetrznej. Przestrzen mie-
dzybtonowa byta najczesciej waska w poréwnaniu z mito-
chondriami kardiomiocytéw grupy VSD (ryc. 2.).

Miofilamenty w komérkach grup TOF i HLHS miaty spora-
dycznie niespecyficzny uktad. Byty one réwnolegle utozone,
jednak nie wykazywaty charakterystycznego dla sarkome-
row uporzadkowania. Wtékna w tych miejscach nie posia-
daty réwniez kontaktu z prazkami Z. W grupach TOF i HLHS
obserwowano zréznicowanie wygladu wstawek w porow-
naniu z VSD. W przypadku wad siniczych byty poszerzone
ze wzgledu na obecnosé elektronowo gestego materiatu,
ktérego wyglad ze wzgledu na wielkosé zdecydowanie od-

b T D ey o N
Ryc. 1. Ubytek miedzykomorowy (VSD) — brak morfologicznych
wyktadnikéw uszkodzenia miesnia sercowego. 5400x
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Ryc. 2. Tetralogia Fallota (TOF) — widoczne pofatdowanie otoczki
jadrowej z brzezng kondensacja chromatyny. W czesci centralnej
obszar hipertrofii mitochondriéw. Mitochondria ksztattu owalne-
go, ze zwakuolizowana macierzg i uszkodzeniami btony we-
wnetrznej. Struktura sarkomeréw prawidtowa. 5400x

b

Ryc. 3. Wstawka kardiomiocytéw grupy TOF Widoczne nagroma-
dzenie elektronowo gestej substancji wzdtuz jej przebiegu. 7800x

Ryc. 4. Zespét niedorozwoju lewego serca (HLHS) — kondensacja
brzezna chromatyny i pofatdowanie otoczki jadrowej. Ogniskowe
uszkodzenie mitochondriéw. 9100x
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biegat od wygladu ptytek cytoplazmatycznych desmoso-
moéw (ryc. 3.).

W grupach TOF i HLHS obserwowano jadra komérkowe
wykazujace cechy apoptozy. Miaty one mocno pofatdowa-
na otoczke jadrowa, co wskazywato na obkurczenie jadra.
Pod otoczka znajdowat sie elektronowo gesty, szeroki ra-
bek heterochromatyny.

Jadra komoérkowe w grupie VSD nie wykazywaty cech
uszkodzenia. Miaty typowy dla komérek miesnia sercowego
pateczkowaty ksztatt. Ragbek heterochromatyny rozmieszczo-
ny pod otoczka jadrowa miat typowa gestosc elektronowa we
wszystkich komérkach (ryc. 4.). W obrebie euchromatyny wi-
doczne byto najczesciej jedno jaderko typu gabczastego.

Dyskusja

Brak wyraznych cech uszkodzenia wt6kien miesniowych
w grupie VSD wymaga doktadniejszej weryfikacji badania-
mi morfometrycznymi. Ze wzgledu na ograniczenia etycz-
ne, zabraniajace pobierania zdrowych tkanek, moze jednak
stanowi¢ w dalszych badaniach grupe odniesienia [1].

W przypadkach TOF i HLHS dominujacymi zmianami
morfologicznymi sg zmiany w jadrach komérkowych, mito-
chondriach i wstawkach.

Widoczne w jadrach komérkowych cechy apoptozy ob-
serwowano w komaérkach miesnia sercowego w réznych sta-
nach, zaréwno fizjologicznych, jak i patologicznych [2-5].
Apoptoza jest czynnikiem niezbednym w procesie prawidto-
wego rozwoju prenatalnego uktadu sercowo-naczyniowego
[6-9]. Obecnos¢ jej morfologicznych wyktadnikéw w bada-
nych preparatach moze by¢, zwtaszcza w przypadku dzieci
do 1. tygodnia zycia, pozostatoscig proceséw rozwojowych.
Z drugiej strony, brak morfologicznych wyktadnikéw apopto-
zy w grupie VSD wskazuje, ze jej przyczyna sa innego ro-
dzaju czynniki indukujace. Rozpatrzenia wymaga réwniez
brak w badanych preparatach morfologicznych cech za-
awansowanej apoptozy, takich jak: fragmentacja jader czy
cytoplazmy, a elementy aparatu kurczliwego nie wykazuja
uszkodzen.

Zaburzenia procesu apoptozy sa od kilku lat uznawane
za jeden z kluczowych czynnikéw rozwoju réznego rodzaju
patologii miesnia sercowego [10-13]. Jednoczesnie podkresla
sie, ze w miesniu sercowym jest ona aktywowana przede
wszystkim w wyniku uszkodzenia mitochondriow na skutek
stresu oksydacyjnego lub niedotlenienia wywotanych rézne-
go rodzaju czynnikami. Powoduje to przemieszczenie biatek
Bcl-2, uwolnienie cytochromu c i aktywcje kaskady kaspaz [6,
10]. Z naszych obserwacji wynika, ze mitochondria byty
strukturg kardiomiocytéw uszkodzong w najwiekszym stop-
niu. Wystepujacy ogniskowo obrzek macierzy mitochondrial-
nej, jej wakuolizacja oraz uszkodzenia btony wewnetrznej
wskazuja na czesciowe lub catkowite zahamowanie proce-
séw oksydacyjnych, za ktérych prawidtowy przebieg struktu-
ry te odpowiadaja.

Stres oksydacyjny moze by¢ wywotany réwniez czynnika-
mi wystepujacymi w trakcie zabiegu kardiochirurgicznego.
Schmitt i wsp. [14] wykazali obecno$¢ apoptozy w kardio-
miocytach pacjentéw po kardiochirurgicznym wstawieniu
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bypasséw. Po zatrzymaniu serca i reperfuzji obserwowali
oni brzezng kondensacje chromatyny i cechy uszkodzenia
mitochondriéw, podobne do prezentowanych w naszej pracy.
Obserwacje morfologiczne potwierdzili metoda TUNEL in situ
oraz biochemicznym oznaczeniem poziomu cytochromu c
— kluczowego induktora apoptozy w éciezce mitochondrial-
nej. Autorzy stwierdzaja, ze apoptoza jest kluczowym zjawi-
skiem wystepujacym w kardiomiocytach po zabiegach na
otwartym sercu. Nie mozna wiec wykluczy¢, ze obserwowane
przez nas jadrowe wyktadniki apoptozy moga byé wynikiem
hipotermii i zaburzen perfuzji w trakcie zabiegu kardiochirur-
gicznego. Z drugiej strony stosunkowo niewielka liczba
uszkodzonych mitochondriéw w grupie VSD zmusza do szu-
kania innych wyjasnien tego zjawiska, takich jak mutacje mi-
tochondrialnego lub jadrowego DNA wptywajace na synteze
biatek tancucha oddechowego czy tez przewlekte mechanicz-
ne przecigzenie miocytéw prowadzace do uposledzenia ich
czynnosci skurczowe;j.

Jednym z istotnych czynnikéw wptywajacych na prawi-
dtowy przebieg organogenezy miesnia sercowego jest prawi-
dtowe wyksztatcenie potaczen miedzykomaérkowych. W prze-
prowadzonych badaniach zauwazyliémy, ze w przypadku wad
siniczych wstawki maja strukture inna niz w preparatach
z grupy VSD. Wystepujaca w ich obrebie elektronowo gesta
substancja, podobna gestosciag do ptytek desmosoméw, nie-
wystepujaca punktowo, lecz na catej dtugosci wstawki, suge-
rowac¢ moze nieprawidtowosci w obrebie kompleksu biatek
kotwiczacych miofilamenty. Nieprawidtowy rozwéj potaczen
miedzykomorkowych w okresie embriogenezy moze prowa-
dzi¢ do zaburzen cytoarchitektoniki tkanek i powstania struk-
turalnych wad wrodzonych. Za prawidtowe formowanie pota-
czeh miedzykomérkowych odpowiadaja adhezyjne biatka
transbtonowe (ang. cell adhesion molecules — CAM), ktorych
podstawowg funkcjg jest rozpoznawanie innych komoérek
i czasteczek substancji miedzykomérkowej oraz tworzenie
z nimi mniej lub bardziej trwatych potaczen. Biatka CAM obej-
muja kilka grup o réznej funkcji i lokalizacji. Do najwazniej-
szych naleza: selektyny, integryny i kadheryny [15].

Kadheryny sa zaleznymi od wapnia biatkami transbto-
nowymi, tworzacymi homofilowe potaczenia miedzyko-
moérkowe, szczegblnie w tkankach nabtonkowej i nerwo-
wej. Zdolnoé¢ do tworzenia scistych potaczeh miedzyko-
mérkowych przez kadheryny zalezy od ich potgczenia
z innymi biatkami — kateninami, poprzez ktére tacza sie
one z wtéknami aktynowymi cytoszkieletu [16-18]. Cza-
steczki kadheryn zbudowane s3 z trzech czesci: domeny cy-
toplazmatycznej, domeny transbtonowej i domeny zewnatrz-
komérkowej. Domena cytoplazmatyczna posiada dwa miej-
sca taczenia sie z kateninami oraz biatkiem p120ctn [19]
regulujacymi zdolnosci adhezyjne kadheryn. Uszkodzenie
cytoplazmatycznych domen kadheryn prowadzi do znacz-
nego zmniejszenia adhezji komoérek [20].

Kluczowa rolg w prawidtowym rozwoju serca odgrywa
kadheryna N [21-24]. Jest ona obecna w zarodku juz od
wczesnego okresu poimplantacyjnego w obrebie mezoder-
malnych pél sercotwdrczych [25] i utrzymuje silng ekspre-
sje w miedniu sercowym, zaréwno w okresie ptodowym,
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jak i pourodzeniowym [26]. W dojrzatym miedniu sercowym
kadheryna N jest zlokalizowana w obrebie obwédek zwie-
rajacych (ang. gap junctions) wstawek, tgczac sie poprzez
katenine z miofibrylami kardiomiocytéw [27].

Nie jest do kofica jasna rola kadheryn w procesie induk-
cji apoptozy. Wiadomo, ze kadheryny VE hamuja apoptoze
w komérkach nabtonkowych [28, 29], wchodzgc w sktad
kompleksu kadheryna VE/B-katenina/kinaza P13/VEGFR2
(ang. vascular endothelial growth factor). Z drugiej strony
niedobdr N-kadheryny nasila apoptoze u myszy transge-
nicznych N-cadherin-null w obrebie neuroepitelium i w so-
mitach, przy jednoczesnym jej braku w kardiomiocytach.
Swiadczy to o istnieniu niezaleznego od kadheryn mecha-
nizmu hamujacego apoptoze w miesniu sercowym [30].
W opisywanym przypadku nie mozna jednak wykluczy¢, ze
poczatkowe stadia apoptozy widoczne w elektronogramach
maja zwigzek z nieprawidtowa budowa biatkowa wstawek.

Praca finansowana z funduszy grantu KBN nr 0714/P05/
2005/28.
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