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Badania morfometryczne mitochondriow kardiomiocytow
dzieci z wrodzonymi wadami strukturalnymi serca

Morphometric investigations of cardiomyocyte mitochondria
from children with structural congenital heart malformations
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Streszczenie

Wstep: Nieprawidtowa, zalezna od r6znych czynnikéw, funkcja
mitochondriéw jest jedng z kluczowych dysfunkcji spotykanych
w réznego typu schorzeniach kardiologicznych. W niniejszej pra-
cy prezentujemy wybrane parametry mitochondriéw uzyskane
na podstawie analizy morfometrycznej kardiomiocytéw dzieci
z wrodzonymi wadami serca.

Cel pracy: Ocena ilosciowa parametréw morfologiczno-czynnos-
ciowych mitochondriéw kardiomiocytéw w przypadku réznych
rodzajoéw wad serca.

Materiat i metody: Fragmenty tkanek uzyskiwano w trakcie kar-
diochirurgicznej korekcji trzech typéw wad wrodzonych serca:
ubytku miedzykomorowego (VSD), tetralogii Fallota (TOF) i ze-
spotu hipoplazji lewego serca (HLHS). Grupe odniesienia stano-
wili pacjenci z grupy VSD. Wiek pacjentéw wahat sie w granicach
od 11 dni do 4 lat. Elektronogramy mitochondriéw poddano anali-
zie morfometrycznej przy uzyciu systemu analizy obrazu Image)
ver. 133p. Analiza obejmowata wykonanie pomiaréw obwodu
przekroju mitochondrium (L,,,), powierzchni przekroju mitochon-
drium (P,.,;»), dtugosci btony wewnetrznej (L;,,) i powierzchni prze-
dziatu wewnetrznego (P,.). Nastepnie obliczono nastepujace
parametry i wspoétczynniki: powierzchnie przedziatu zewnetrzne-
80 (Poc=Ppmit — Pio), objetos¢ wzgledna przedziatu zewnetrznego
(Voe=Po/Pi) T Wspbtczynnik udziatu przedziatu wewnetrznego
na jednostke powierzchni btony wewnetrznej (E,=P;./Li»)-
Wyniki: Uzyskane wyniki wskazuja, ze w przypadku wad bezsini-
czych mitochondria znajdujg sie w stanie morfologiczno-energe-
tycznym zblizonym do skondensowanego, ktéry charakteryzuje
sie wysokim zuzyciem tlenu i niskim poziomem ATP

Whioski: Powigzanie parametréw morfometrycznych z charak-
terem zaburzef hemodynamicznych w przypadku siniczych
wad serca wskazuje, ze zmiana stanu czynnosciowego mito-
chondriéw jest wynikiem zaréwno hipoksji, jak i przecigzenia
mechanicznego.

Abstract

Background: Abnormal function of the mitochondria, which
depends on different factors, is one of the main dysfunctions
observed in different types of cardiological illnesses. We present
selected parameters of mitochondria obtained during morpho-
metric analysis of cardiomyocytes of children with different
types of congenital heart malformations.

Aim: Quantitative evaluation of morphological and functional
parameters of mitochondria of cardiomyocytes in various types
of congenital heart malformations.

Material and Methods: Tissue blocks were obtained during surgi-
cal correction of three types of heart congenital malformations:
ventricular septal defect (VSD), tetralogy of Fallot (TOF) and hypo-
plastic left heart syndrome (HLHS). The reference group was
made up of VSD patients. The age of the patients varied from
11 days to 4 years. Electronograms of mitochondria were analy-
zed using the image analysis system Image) ver. 1.33p. During
analysis perimeter and area of mitochondrial profiles, length of
the inner membrane and area of the inner compartment were
measured. According to this, area of the outer compartment,
relative volume of the outer compartment, and ratio of inner
compartment volume to inner membrane area were calculated.
Results: Obtained results indicate that in the case of cyanotic
heart malformations mitochondria are approximately in an
orthodox steady state which is characterized by high oxygen
consumption and low ATP level.

Conclusions: Connection of morphometric parameters with the
nature of haemodynamic dysfunctions in the case of non-cyano-
tic heart malformations indicates that change of the mitochon-
drial steady-state is a result of both hypoxia and mechanical
overloading

Key words: congenital heart malformations, mitochondria,
morphometry, ultrastructure.
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Stowa kluczowe: wady wrodzone serca, mitochondria, morfo-
metria, ultrastruktura.

Wstep

Rocznie w Polsce rodzi sie okoto 4 tysiecy dzieci z wadami
wrodzonymi serca.

Az 20% z nich wymaga leczenia w pierwszych dniach
zycia, ze wzgledu na przewodozalezny typ krazenia. W Polsce
w ciggu roku wykonuje sie u dzieci okoto 3 tysiecy operacji
kardiochirurgicznych i okoto 700 kardiologicznych zabiegéw
interwencyjnych.

Jedna z charakterystycznych patologii obserwowanych
w kardiomiocytach w przypadku strukturalnych wad serca
sg roznego rodzaju zmiany wygladu mitochondriéw. Polegaja
one na zmianie ksztattu z wydtuzonego na owalny lub
okragty, zmniejszeniu gestosci elektronowej macierzy, jej
wakuolizacji, poszerzeniu grzebieni btony wewnetrznej
oraz jej strukturalnych uszkodzeniach.

Uszkodzenia biatek tancucha oddechowego na skutek
mutacji mitochondrialnego lub jadrowego DNA, hipoksja,
reaktywne formy tlenu czy wreszcie przecigzenie mechanicz-
ne moga wptywac na funkcje mitochondriéw, co w konse-
kwencji prowadzi do zmian ich morfologii.

Cel pracy

Celem prezentowanej pracy byto zbadanie, na ile réznice
w hemodynamice miesnia sercowego w réznego typu wa-
dach serca wptywaja na stan morfologiczno-czynnosciowy
mitochondriéw kardiomiocytéw oraz znalezienie parametru
morfometrycznego, ktéry najlepiej te zmiany charakteryzuje.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na fragmentach miesnia ser-
cowego pobranych do diagnostyki histopatologicznej od
dzieci w wieku od 11 dni do 4 lat, w trakcie chirurgicznej ko-
rekcji wad wrodzonych serca. Grupy badawcze stanowity
tkanki pochodzace z:

1. Bezsiniczych przeciekéw miedzykomorowych (ang. ven-
tricular septal defekt — VSD) (n=4).

2. Tetralogii Fallota (ang. tetralogy of Fallot — TOF) (n=6).

3. Zespotu hipoplazji lewego serca (ang. hypoplastic left he-
art syndrome — HLHS) (n=5).

Tkanki utrwalano bezposrednio po pobraniu w 5-pro-
centowym aldehydzie glutarowym w temperaturze 4°C.
Preparaty byty zatapiane w Eponie, a nastepnie krojone na
skrawki o grubosci 80 nm. Tkanki kontrastowano cytrynia-
nem otowiu i octanem uranylu w automacie Ultrasteiner
LKB. Preparaty ogladano i fotografowano w mikroskopie
elektronowym Philips EM301 przy powiekszeniu 3400x. Do-
bor pél do analizy morfometrycznej odbywat sie w sposéb
systematyczny. Fotografowano lewy, gérny kwadrant oczka
siatki, w ktérym znajdowaty sie mitochondria [1, 2].

Analize morfometryczna wykonano systemem analizy
obrazu typu open Image) ver. 1.33p. Elektronogramy o po-
wiekszeniu kohcowym 85 000x skanowano z rozdzielczoscia
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600 dpi. Etap cyfrowej obrobki obrazu obejmowat kalibracje
systemu, filtracje, interaktywne progowanie, przetwarzanie
uzyskanego obrazu binarnego, reczng korekcje obrazu bi-
narnego oraz identyfikacje obiektéw podlegajacych pomiaro-
wi [2]. W kazdej grupie wykonano pomiary 212-243 profili
mitochondriéw, w ktérych nie obserwowano cech uszko-
dzenia (wakuolizacja macierzy, brak ciggtosci bton). Doko-
nano pomiaru nastepujacych parametréw mitochondriow:
1. Obwodu przekroju mitochondrium (L)

2. Powierzchni przekroju mitochondrium (P ;).

3. Dtugosci btony wewnetrznej (L.

4. Powierzchni przedziatu wewnetrznego (P;,).

Na ich podstawie wyliczono nastepujace parametry
i wspotczynniki:
1. Powierzchnie przedziatu zewnetrznego (Po=Pit — Pio)-
2. Objetosc wzgledna przedziatu zewnetrznego (Vo =Po/Pmit)-
3. Wspbtczynnik udziatu przedziatu wewnetrznego na jed-
nostke powierzchni btony wewnetrznej (E;=P;./Liy)-

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie za pomoca
testu U przy poziomie istotnosci p<0,01 [3].

Wyniki

Objetos¢ wzgledna przedziatu zewnetrznego (V) nie
roznita sie w sposéb istotny statystycznie pomiedzy grupa-
mi. Wspétczynnik udziatu przedziatu zewnetrznego (E,.) byt
znamiennie nizszy w grupie VSD, przy poziomie istotnosci
p<0,01. Ten sam wspotczynnik w grupach TOF i HLHS wyka-
zywat réznice przy poziomie istotnosci p<0,05. Powierzch-
nia przedziatu wewnetrznego byta znamiennie statystycz-
nie nizsza w grupie VSD, natomiast nie réznita sie zna-
miennie pomiedzy grupami TOF i HLHS. W przypadku tego
parametru zwraca uwage bardzo duze (powyzej 30%) od-
chylenie standardowe obserwowane we wszystkich gru-
pach. Szczegbtowe wyniki przedstawiono w tabeli I

Dyskusja

Stan czynnosciowy mitochondriéw jest scisle powigza-
ny z ich morfologia. Pionierskie badania in vitro Chance’a
i Hackenbrocka pozwolity na wyodrebnienie r6znych sta-

Tab. I. Parametry morfometryczne mitochondriéw w wybranych struk-
turalnych wadach serca

VSD TOF HLHS
P, 0,31$0,19* 2,05+0,64 2,4420,7
v, 2916 2643 2749
E. 6,12+0,87* 9,8+0,34** 11,3740,47**
*p<0,01
“p<0,05
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néw czynnosciowo-metabolicznych mitochondridw. Zostaty
one potwierdzone badaniami in vivo [4-10]. Chance i Hacke-
brock wyréznili dwa skrajne stany metaboliczo-morfologicz-
ne mitochondriéw: ortodoksyjny (stan IV) i skondensowany
(stan ).

Mitochondria w stanie ortodoksyjnym charakteryzuja sie
metabolicznie niskim zuzyciem tlenu oraz niskim poziomem
oksydatywnej fosforylacji. Morfologicznie charakteryzuja
sie poszerzonym przedziatem wewnetrznym, rozrzedzona
macierza mata, liczba grzebieni mitochondrialnych. Mito-
chondria skondensowane charakteryzuja sie wysoka aktyw-
noscig metaboliczng, czego wyktadnikiem morfologicznym
jest zmniejszenie objetosci i zageszczenie macierzy, duza
liczba grzebieni btony wewnetrznej oraz poszerzenie prze-
dziatu zewnetrznego.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze mitochondria kardiomio-
cytéw z grup TOF i HLHS charakteryzuja sie poszerzeniem
przedziatu wewnetrznego w stosunku do grupy VSD. Wska-
zuja na to wartosci zaréwno bezwzglednej powierzchni
przedziatu wewnetrznego (P, jak i wartos¢ wspdtczynnika
Ei. Wydaje sie, Ze ten ostatni parametr lepiej opisuje stan
morfologiczno-czynnosciowy mitochondriéw, gdyz uwzgled-
nia dwa czynniki: powierzchnie przedziatu wewnetrznego
i dtugosc¢ btony wewnetrznej. Tym samym pozwala na do-
ktadniejsze zr6znicowanie badanych grup. Réwniez réznice
bezwzglednej powierzchni profilu mitochondrium, ktére
tworza zr6znicowanga populacje, maja stosunkowo niewielki
wptyw na jego wartosé, o czym moze Swiadczy¢ wartosé
odchylenia standardowego.

Zmniejszenie wartosci wspétczynnika w grupie VSD
wskazuje na zwezenie przedziatu wewnetrznego przy jed-
noczesnym zwiekszeniu dtugosci btony wewnetrznej, co
jest charakterystyczne dla przesuniecia stanu energetycz-
nego mitochondriéw w kierunku skondensowanego. Od-
wrotna sytuacja ma miejsce w przypadku grup TOF i HLHS.
Wzrost wartosci E;. wraz z widocznym zmniejszeniem ge-
stosci elektronowej macierzy stanowia wyktadniki przesu-
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niecia stanu energetycznego mitochondriéw w kierunku
ortodoksyjnego.

Wydaje sie, ze przyczyn tego zjawiska nalezy upatry-
wac w braku istotnych uszkodzef strukturalnych elemen-
téw miednia sercowego w grupie VSD. Zuzycie ATP powin-
no by¢ w tym przypadku wyzsze w poréwnaniu z miesniem
uszkodzonym i w zwigzku z tym czeSciowo nieczynnym.

W przypadku wad siniczych uogélniona hipoksja pro-
wadzi do zahamowania oksydatywnej fosforylacji, co z ko-
lei znajduje odzwierciedlenie w zmianie morfologii mito-
chondriéw w kierunku stanu ortodoksyjnego.

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