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Wstêpne badania ultrastrukturalne kardiomiocytów
dzieci z wrodzonymi wadami serca

Preliminary ultrastructural investigations of cardiomyocytes 
from children with different types of congenital heart malformations
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Streszczenie

WWssttęępp:: Prezentujemy wstępne badania ultrastrukturalne kar-
diomiocytów dzieci operowanych z powodu strukturalnych
wad wrodzonych mięśnia sercowego. 
CCeell::  Określenie charakteru zmian ultrastrukturalnych w kardio-
miocytach trzech różnych rodzajów wad serca. 
MMaatteerriiaałł  ii mmeettooddyy::  Fragmenty tkanek uzyskiwano w trakcie
kardiochirurgicznej korekcji wad wrodzonych. Badania ultra-
strukturalne przeprowadzono w trzech grupach pacjentów
w wieku od 11 dni do 6,5 roku. Oceniano zmiany ultrastruktu-
ralne w kardiomiocytach pochodzących z następujących wad
serca: ubytek międzykomorowy (VSD), tetralogia Fallota (TOF)
i zespół hipoplazji lewego serca (HLHS). Grupę odniesienia sta-
nowili pacjenci z grupy VSD. 
WWyynniikkii::  W kardiomiocytach pochodzących z grupy VSD nie obser-
wowano istotnych cech uszkodzenia. W grupach TOF i HLHS
w obrębie jąder komórkowych stwierdzono morfologiczne cechy
apoptozy, polegające na ich znacznym obkurczeniu oraz charak-
terystycznej, brzeżnej kondensacji chromatyny. Z kolei mitochon-
dria charakteryzowały się różnego stopnia uszkodzeniem polega-
jącym na ich obrzęku, rozrzedzeniu, a w niektórych przypadkach
– wakuolizacji macierzy i uszkodzeniu błon wewnętrznych. Ob-
serwowano również nieprawidłowy układ włókien kurczliwych
sarkomerów kardiomiocytów grup TOF i HLHS. W obrębie wsta-
wek obserwowano odkładanie się elektronowo gęstej substancji. 
WWnniioosskkii::  Obserwacje ultrastrukturalne wskazują, że prawdo-
podobny mechanizm uszkodzenia kardiomiocytów w grupach
TOF i HLHS jest ściśle związany z apoptozą aktywowaną na
ścieżce mitochondrialnej. Zmiany morfologii wstawek sugerują
również możliwość uszkodzenia białek CAM odpowiedzialnych
za prawidłowy przebieg organogenezy oraz tworzących aparat
kotwiczący miofilamentów. 
SSłłoowwaa  kklluucczzoowwee::  kardiomiocyty, wady wrodzone, ultrastruktura.

Abstract

IInnttrroodduuccee:: We present ultrastructural investigations of cardio-
myocytes of three types of heart congenital malformations. 
AAiimm::  Characterization of ultrastructural changes in cardiomyo-
cytes from three different heart malformations. 
MMaatteerriiaall  aanndd  MMeetthhooddss::  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. 
RReessuullttss::  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. 
CCoonncclluussiioonnss::  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. 
KKeeyy  wwoorrddss::  cardiomyocytes, congenital malformations, ultra-
structure.
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Wstêp

W populacji światowej rodzi się rocznie około 1% dzieci
z różnego rodzaju wrodzonymi wadami serca. Rocznie,
w Klinice Kardiochirurgii Instytutu Centrum Zdrowia Matki
Polki w Łodzi z powodu różnego rodzaju wrodzonych wad
serca operowanych jest około 250 dzieci. Wrodzone wady
serca powstają pomiędzy 6. a 8. tygodniem życia płodowego,
w okresie formowania się układu sercowo-naczyniowego.
W zależności od rodzaju wady, jej manifestacja kliniczna
może pojawiać się bezpośrednio po urodzeniu, w okresie
dziecięcym lub, jeśli pacjent przeżyje, po osiągnięciu dojrza-
łości. Wady wrodzone, ze względu na występowanie zabu-
rzeń hemodynamicznych, mogą w sposób istotny wpływać
na prenatalny i pourodzeniowy rozwój dziecka. 

Badania ultrastruktury mięśnia sercowego są prowadzo-
ne od wielu lat. Jednak w bazie MEDLINE na 3169 publikacji
z lat 1965–2005 dotyczących ultrastrukturalnych badań
serca u ludzi zarejestrowano jedynie 23 odnoszące się do
pacjentów z tetralogią Fallota i ani jednej hipoplazji lewego
serca. Większość prac zajmujących się problematyką moleku-
larnych i komórkowych mechanizmów powstawania wro-
dzonych wad serca opiera się na badaniach modelu zwie-
rzęcego lub komórek pochodzących z hodowli tkankowych. 

Cel pracy

Celem podjętych badań jest określenie charakteru mor-
fologicznych zmian w kardiomiocytach dzieci z wrodzonymi
wadami serca. 

Materia³ i metody

Badania przeprowadzono na fragmentach mięśnia ser-
cowego, przeznaczonych do rutynowej diagnostyki pato-
morfologicznej, uzyskanych śródoperacyjnie w trakcie kar-
diochirurgicznej korekcji wrodzonych wad serca. Do badań
kwalifikowano pacjentów z wadami niesiniczymi i siniczy-
mi. Przebadano materiał pochodzący od 5 dzieci operowa-
nych z powodu tetralogii Fallota (ang. tetralogy of Fallot –
TOF), 6 dzieci operowanych z powodu zespołu niedorozwoju
lewego serca (ang. hypoplastic left heart syndrome – HLHS)
i 4 dzieci operowanych z powodu ubytku międzykomoro-
wego (ang. ventricual septal defect – VSD). Wiek dzieci wahał
się w granicach 11 dni – 6,5 roku. Fragmenty tkanek były
niezwłocznie po pobraniu utrwalane przez 2 godziny w tem-
peraturze 4°C, w 5-procentowym aldehydzie glutarowym
z dodatkiem formaldehydu, następnie dotrwalane cztero-
tlenkiem osmu. Po zatopieniu w Eponie krojono je na skraw-
ki półcienkie o grubości 1 µm i cienkie o grubości 60 nm.
Skrawki cienkie kontrastowano automatycznie w aparacie
Ultrastainer LKB octanem uranylu i cytrynianem ołowiu.
Następnie oglądano je w transmisyjnym mikroskopie elek-
tronowym Philips EM301. Analizie morfologicznej poddano
przede wszystkim te fragmenty preparatów, w których 
widoczne były podłużne przekroje włókien mięśniowych.
W przekrojach poprzecznych badano jedynie, czy zachowa-
ny jest regularny układ włókien w poszczególnych częściach
sarkomerów. 

Zgodę na przeprowadzenie badań wydała Komisja Bio-
etyki Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki w Łodzi. 

Wyniki

Ultrastruktura kardiomiocytów w badanych grupach
różniła się w zależności od rodzaju wady. W przypadku
ubytków międzykomorowych (VSD) w kardiomiocytach nie
stwierdzono istotnych odchyleń od prawidłowego obrazu.
Układ morfologiczny włókien oraz innych organelli komór-
kowych był typowy (ryc. 1.). 

W przypadku kardiomiocytów pochodzących z dwóch
pozostałych grup (TOF, HLHS) obserwowano zmiany zarów-
no w obrębie cytoplazmy, jak i przestrzeni pozakomórkowej. 

W obrębie cytoplazmy odchylenia od stanu prawidłowe-
go dotyczyły przede wszystkim mitochondriów. Obserwo-
wano ogniska hipertrofii mitochondriów, w obrębie których
dochodziło do znacznego zwiększenia ich liczby. W ogni-
skach uszkodzenia profile mitochondrialne były kształtu
owalnego. Ich przedział wewnętrzny był poszerzony. Macierz
mitochondrialna miała niewielką gęstość elektronową
w porównaniu z grupą VSD. W ogniskach zmian była naj-
częściej jasna, niekiedy częściowo zwakuolizowana. Grzebie-
nie mitochondrialne były wąskie i nieliczne. Błona wewnętrz-
na mitochondriów wykazywała różny stopień uszkodzenia.
W niektórych organellach widoczne było punktowe przer-
wanie jej ciągłości, w innych natomiast obserwowano for-
mowanie struktur mielinowych, co świadczy o całkowitym
zatrzymaniu ich czynności. Nie były natomiast widoczne
uszkodzenia w obrębie błony zewnętrznej. Przestrzeń mię-
dzybłonowa była najczęściej wąska w porównaniu z mito-
chondriami kardiomiocytów grupy VSD (ryc. 2.). 

Miofilamenty w komórkach grup TOF i HLHS miały spora-
dycznie niespecyficzny układ. Były one równolegle ułożone,
jednak nie wykazywały charakterystycznego dla sarkome-
rów uporządkowania. Włókna w tych miejscach nie posia-
dały również kontaktu z prążkami Z. W grupach TOF i HLHS
obserwowano zróżnicowanie wyglądu wstawek w porów-
naniu z VSD. W przypadku wad siniczych były poszerzone
ze względu na obecność elektronowo gęstego materiału,
którego wygląd ze względu na wielkość zdecydowanie od-

RRyycc..  11..  Ubytek międzykomorowy (VSD) – brak morfologicznych
wykładników uszkodzenia mięśnia sercowego. 5400×
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biegał od wyglądu płytek cytoplazmatycznych desmoso-
mów (ryc. 3.). 

W grupach TOF i HLHS obserwowano jądra komórkowe
wykazujące cechy apoptozy. Miały one mocno pofałdowa-
ną otoczkę jądrową, co wskazywało na obkurczenie jądra.
Pod otoczką znajdował się elektronowo gęsty, szeroki rą-
bek heterochromatyny. 

Jądra komórkowe w grupie VSD nie wykazywały cech
uszkodzenia. Miały typowy dla komórek mięśnia sercowego
pałeczkowaty kształt. Rąbek heterochromatyny rozmieszczo-
ny pod otoczką jądrową miał typową gęstość elektronową we
wszystkich komórkach (ryc. 4.). W obrębie euchromatyny wi-
doczne było najczęściej jedno jąderko typu gąbczastego. 

Dyskusja

Brak wyraźnych cech uszkodzenia włókien mięśniowych
w grupie VSD wymaga dokładniejszej weryfikacji badania-
mi morfometrycznymi. Ze względu na ograniczenia etycz-
ne, zabraniające pobierania zdrowych tkanek, może jednak
stanowić w dalszych badaniach grupę odniesienia [1]. 

W przypadkach TOF i HLHS dominującymi zmianami
morfologicznymi są zmiany w jądrach komórkowych, mito-
chondriach i wstawkach. 

Widoczne w jądrach komórkowych cechy apoptozy ob-
serwowano w komórkach mięśnia sercowego w różnych sta-
nach, zarówno fizjologicznych, jak i patologicznych [2–5].
Apoptoza jest czynnikiem niezbędnym w procesie prawidło-
wego rozwoju prenatalnego układu sercowo-naczyniowego
[6–9]. Obecność jej morfologicznych wykładników w bada-
nych preparatach może być, zwłaszcza w przypadku dzieci
do 1. tygodnia życia, pozostałością procesów rozwojowych.
Z drugiej strony, brak morfologicznych wykładników apopto-
zy w grupie VSD wskazuje, że jej przyczyną są innego ro-
dzaju czynniki indukujące. Rozpatrzenia wymaga również
brak w badanych preparatach morfologicznych cech za-
awansowanej apoptozy, takich jak: fragmentacja jąder czy
cytoplazmy, a elementy aparatu kurczliwego nie wykazują
uszkodzeń. 

Zaburzenia procesu apoptozy są od kilku lat uznawane
za jeden z kluczowych czynników rozwoju różnego rodzaju
patologii mięśnia sercowego [10–13]. Jednocześnie podkreśla
się, że w mięśniu sercowym jest ona aktywowana przede
wszystkim w wyniku uszkodzenia mitochondriów na skutek
stresu oksydacyjnego lub niedotlenienia wywołanych różne-
go rodzaju czynnikami. Powoduje to przemieszczenie białek
Bcl-2, uwolnienie cytochromu c i aktywcję kaskady kaspaz [6,
10]. Z naszych obserwacji wynika, że mitochondria były
strukturą kardiomiocytów uszkodzoną w największym stop-
niu. Występujący ogniskowo obrzęk macierzy mitochondrial-
nej, jej wakuolizacja oraz uszkodzenia błony wewnętrznej
wskazują na częściowe lub całkowite zahamowanie proce-
sów oksydacyjnych, za których prawidłowy przebieg struktu-
ry te odpowiadają. 

Stres oksydacyjny może być wywołany również czynnika-
mi występującymi w trakcie zabiegu kardiochirurgicznego.
Schmitt i wsp. [14] wykazali obecność apoptozy w kardio-
miocytach pacjentów po kardiochirurgicznym wstawieniu

RRyycc..  33..  Wstawka kardiomiocytów grupy TOF. Widoczne nagroma-
dzenie elektronowo gęstej substancji wzdłuż jej przebiegu. 7800×

RRyycc..  44..  Zespół niedorozwoju lewego serca (HLHS) – kondensacja
brzeżna chromatyny i pofałdowanie otoczki jądrowej. Ogniskowe
uszkodzenie mitochondriów. 9100×

RRyycc..  22..  Tetralogia Fallota (TOF) – widoczne pofałdowanie otoczki
jądrowej z brzeżną kondensacją chromatyny. W części centralnej
obszar hipertrofii mitochondriów. Mitochondria kształtu owalne-
go, ze zwakuolizowaną macierzą i uszkodzeniami błony we-
wnętrznej. Struktura sarkomerów prawidłowa. 5400×
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bypassów. Po zatrzymaniu serca i reperfuzji obserwowali
oni brzeżną kondensację chromatyny i cechy uszkodzenia
mitochondriów, podobne do prezentowanych w naszej pracy.
Obserwacje morfologiczne potwierdzili metodą TUNEL in situ
oraz biochemicznym oznaczeniem poziomu cytochromu c 
– kluczowego induktora apoptozy w ścieżce mitochondrial-
nej. Autorzy stwierdzają, że apoptoza jest kluczowym zjawi-
skiem występującym w kardiomiocytach po zabiegach na
otwartym sercu. Nie można więc wykluczyć, że obserwowane
przez nas jądrowe wykładniki apoptozy mogą być wynikiem
hipotermii i zaburzeń perfuzji w trakcie zabiegu kardiochirur-
gicznego. Z drugiej strony stosunkowo niewielka liczba
uszkodzonych mitochondriów w grupie VSD zmusza do szu-
kania innych wyjaśnień tego zjawiska, takich jak mutacje mi-
tochondrialnego lub jądrowego DNA wpływające na syntezę
białek łańcucha oddechowego czy też przewlekłe mechanicz-
ne przeciążenie miocytów prowadzące do upośledzenia ich
czynności skurczowej. 

Jednym z istotnych czynników wpływających na prawi-
dłowy przebieg organogenezy mięśnia sercowego jest prawi-
dłowe wykształcenie połączeń międzykomórkowych. W prze-
prowadzonych badaniach zauważyliśmy, że w przypadku wad
siniczych wstawki mają strukturę inną niż w preparatach
z grupy VSD. Występująca w ich obrębie elektronowo gęsta
substancja, podobna gęstością do płytek desmosomów, nie-
występująca punktowo, lecz na całej długości wstawki, suge-
rować może nieprawidłowości w obrębie kompleksu białek
kotwiczących miofilamenty. Nieprawidłowy rozwój połączeń
międzykomórkowych w okresie embriogenezy może prowa-
dzić do zaburzeń cytoarchitektoniki tkanek i powstania struk-
turalnych wad wrodzonych. Za prawidłowe formowanie połą-
czeń międzykomórkowych odpowiadają adhezyjne białka
transbłonowe (ang. cell adhesion molecules – CAM), których
podstawową funkcją jest rozpoznawanie innych komórek
i cząsteczek substancji międzykomórkowej oraz tworzenie
z nimi mniej lub bardziej trwałych połączeń. Białka CAM obej-
mują kilka grup o różnej funkcji i lokalizacji. Do najważniej-
szych należą: selektyny, integryny i kadheryny [15]. 

Kadheryny są zależnymi od wapnia białkami transbło-
nowymi, tworzącymi homofilowe połączenia międzyko-
mórkowe, szczególnie w tkankach nabłonkowej i nerwo-
wej. Zdolność do tworzenia ścisłych połączeń międzyko-
mórkowych przez kadheryny zależy od ich połączenia
z innymi białkami – kateninami, poprzez które łączą się
one z włóknami aktynowymi cytoszkieletu [16–18]. Czą-
steczki kadheryn zbudowane są z trzech części: domeny cy-
toplazmatycznej, domeny transbłonowej i domeny zewnątrz-
komórkowej. Domena cytoplazmatyczna posiada dwa miej-
sca łączenia się z kateninami oraz białkiem p120ctn [19]
regulującymi zdolności adhezyjne kadheryn. Uszkodzenie
cytoplazmatycznych domen kadheryn prowadzi do znacz-
nego zmniejszenia adhezji komórek [20]. 

Kluczową rolą w prawidłowym rozwoju serca odgrywa
kadheryna N [21–24]. Jest ona obecna w zarodku już od
wczesnego okresu poimplantacyjnego w obrębie mezoder-
malnych pól sercotwórczych [25] i utrzymuje silną ekspre-
sję w mięśniu sercowym, zarówno w okresie płodowym,

jak i pourodzeniowym [26]. W dojrzałym mięśniu sercowym
kadheryna N jest zlokalizowana w obrębie obwódek zwie-
rających (ang. gap junctions) wstawek, łącząc się poprzez
kateninę z miofibrylami kardiomiocytów [27]. 

Nie jest do końca jasna rola kadheryn w procesie induk-
cji apoptozy. Wiadomo, że kadheryny VE hamują apoptozę
w komórkach nabłonkowych [28, 29], wchodząc w skład
kompleksu kadheryna VE/β-katenina/kinaza P13/VEGFR2
(ang. vascular endothelial growth factor). Z drugiej strony
niedobór N-kadheryny nasila apoptozę u myszy transge-
nicznych N-cadherin-null w obrębie neuroepitelium i w so-
mitach, przy jednoczesnym jej braku w kardiomiocytach.
Świadczy to o istnieniu niezależnego od kadheryn mecha-
nizmu hamującego apoptozę w mięśniu sercowym [30].
W opisywanym przypadku nie można jednak wykluczyć, że
początkowe stadia apoptozy widoczne w elektronogramach
mają związek z nieprawidłową budową białkową wstawek. 

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