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Summary

The aim of the study was to establish whether the dorsal root ganglion neurons supplying the porcine
CaMG contain SP and/or CGRP and, additionally, which changes in the expression pattern of these peptides
may be induced by a mechanical injury applied to the processes of the above neurons. The study was carried
out on consecutive frozen serial sections of DRG taken from 12 eight-week old pigs, in which the neuronal
tracer Fast Blue (FB) had been injected three weeks previously into the right CaMG. Six animals were then
randomly chosen for ipsilateral ganglionectomy. Eventual changes in the chemical phenotypes of the injured
cells were studied a week later using routine double-immunofluorescence labeling. FB* neurons contained SP
and CGRP (32% and 42%, respectively). The vast majority of SP- and CGRP-IR afferent cells belonged to
the class of medium-sized (64% and 59%, respectively) and small neurons (32% and 37%, respectively).
A co-localization of SP and CGRP was observed in 22% of FB* neurons. The resection of CaMG resulted in
a dramatic increase in the number of FB™ cells containing SP (55%) and a statistically significant decrease in
the number of CGRP-IR neurons associated with CaMG (29%). These results suggest that sensory neurons
associated with porcine CaMG contain SP and CGRP and that a re-section of CaMG is able to induce
profound changes in the expression pattern of the studied peptides, implying deep mechanical injury-induced
adaptative changes in the studied afferent neurons.
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Zw@j krezkowy doogonowy (CaMG) stanowi jed-
no z najwazniejszych centrow decyzyjnych obwodo-
wego uktadu nerwowego, wtaczonych w kontrole funk-
cjitrzew jamy brzusznej i jamy miednicy. Wyniki wielu
badan morfologicznych i fizjologicznych przeprowa-
dzonych w ostatnich latach wskazuja, ze CaMG otrzy-
muje i integruje impulsy nerwowe docierajace z wielu
réznych zrédet (19). Zdecydowana wigkszo$¢ neuro-
néw tego zwoju przynalezy do typu tzw. neurondéw
integracyjnych, podlegajac nie tylko wptywom projek-
cji nerwowej z terenu jelit, lecz jednoczesnie wpty-
wom przedzwojowych neuronéw wspodtczulnych oraz
neurondw czuciowych zwojow rdzeniowych (DRG)
(19). Obecnos¢ czuciowych widkien nerwowych
w CaMG opisano przed wielu laty. Wtokna te stano-
wia znaczna cz¢$¢ wewnatrzzwojowych terminali ner-
wowych 1 petnia wazna rol¢ w koordynowaniu oraz
integrowaniu odruchéw obwodowych regulowanych
przez neurony zwojowe (5). Wiele wspomnianych

widkien stanowia dendryty (lub tez ich kolaterale) prze-
biegajace przez zwoj od receptoréw zlokalizowanych
w narzadach do neuronow czuciowych (NC) potozo-
nych w DRG (5). U $winki morskiej 1 szczura wigk-
szos¢ aferentnych wilokien nerwowych obecnych
w CaMG zawiera substancj¢ P (SP) i/lub peptyd ko-
dowany genem kalcytoniny (CGRP) (23, 28), kluczo-
we ,,neuropeptydy czuciowe” neuronow DRG u roz-
nych gatunkéw zwierzat, w tym takze u $wini (15).
Obecnie znana jest dystrybucja NC zwiazanych
z CaMG u $winki morskiej (8), kota (16), szczura (12)
oraz u $wini (3). Neurony te u $winki morskiej, szczu-
ra 1 kota zawieraty SP (5, 12); brak jest jednak danych
odnos$nie do obecnosci w nich CGRP.

Ze wzgledu na to, ze znaczenie swini jako zwierzg-
cia laboratoryjnego ciagle wzrasta, istotne wydaje si¢
poznanie kodowania chemicznego NC, wysytajacych
swoje kolaterale do CaMG@G, zaréwno w stanach fizjo-
logicznych, jak 1 po uszkodzeniu integralno$ci neuro-
noéw DRG.
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Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 12 niedojrzatych ptciowo
loszkach rasy wielka biata polska w wieku okoto 8 tygod-
ni. Podzielono je na dwie grupy: GK —zwierzgta kontrolne
(n = 6) i GA — zwierzgta, ktorym usunigto prawe CaMG
(n = 6). Wszystkie zwierzeta poddano zabiegom zaakcep-
towanym przez Lokalna Komisj¢ Etyczna. Zwierzeta wpro-
wadzono w stan glgbokiej narkozy chirurgicznej z zastoso-
waniem pentobarbitalu sodu (Vetbutal, Biowet, Polska;
25 mg/kg, i.v.) i poddano zabiegowi laparotomii posrodko-
wej w celu iniekcji znacznika neuronalnego Fast Blue (FB)
(10 nl 5% wodnej zawiesiny) do prawego CaMG. Po upty-
wie 21 dni zwierzeta grupy GA poddano powtdrnej laparo-
tomii, w trakcie ktorej dokonano usunigcia prawego CaMG.
Po uptywie tygodnia wszystkie zwierzgta poddano euta-
nazji oraz perfuzji transkardialnej przy uzyciu 4% parafor-
maldehydu (pH 7.,4). Badanie wzoréw kodowania chemicz-
nego neurondw DRG (neuromery Th, do Cq,) przeprowa-
dzono na 10 pm skrawkach mrozeniowych przy uzyciu
rutynowej techniki pojedynczych i podwdjnych barwien
immunofluorescencyjnych, wykorzystujac réznogatunko-
we przeciwciala pierwotne, rozpoznajace jako antygeny SP
i CGRP. Kompleks antygen—przeciwcialo uwidaczniano
przy pomocy wtornych przeciwciat znakowanych FITC
1 CY3. Neurony czuciowe zwiazane z CaMG $wini liczono
w co czwartym skrawku (tylko komoérki zawierajace wi-
doczne jadro). Uzyskane wyniki przedstawiono jako sred-
nie + standardowy btad $redniej (SEM).

Wyniki i oméwienie

NC zwigzane z CaMG $wini obecne byly w obu-
stronnych DRG neuromeréw od Th , do L. Zdecydo-
wana wigkszo$¢ komorek FB* zgrupowana byla na
terenie dwu par DRG: L, i L,, stanowiac prawie 90%
populacji neuronéw zwiazanych z CaMG $wini (3).
W zwiazku z tym wyniki dotyczace kodowania che-
micznego komodrek FB* oparto wylacznie na badaniach
zwojow L, i L., traktujac zawarte w nich neurony FB”
jako popufach 100%.

SP obecna byta w 37,8 + 0,9% wstecznie wyznako-
wanych NC. Najwigksza liczbe komorek SP-IR sta-
nowily neurony $redniej wielkosci (64,2 +4,6%; $red-
nica 40-80 pm), w mniejszej liczbie wystgpowaty ko-
moérki mate (31,9 £+ 3,6%; $rednica 10-40 pm), za$
neurony duze, o $rednicy powyzej 80 um, stanowily
tylko niewielki procent (3,8 + 2,1). Neurony FB* za-
wierajace CGRP stanowity 41,8 + 0,8% calej popula-
cji komorek DRG. W przewazajacej liczbie byty to
komorki sredniej wielkosci (59,1 + 4,7%). W mniej-
szej liczbie wystepowaty neurony mate (36,8 +4,1%),
a komorki duze obserwowano sporadycznie (4,0
+ 1,6%). Komoérki SP*/CGRP* stanowity okoto 22
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+ 2,5% calkowitej populacji wyznakowanych NC, ko-
moérki SPY/CGRP- — 15,1 £+ 0,2%, natomiast perika-
ryony SP/CGRP* — 20,7 + 2,7%. Okoto 42% neuro-
néw FB' nie zawierato zadnej z badanych substanc;ji.

Zabieg ganglionektomii wptynat znaczaco na zmia-
n¢ ekspresji badanych neuropeptydow. Zaobserwo-
wano znaczacy wzrost liczby neuronow FB* zawiera-
jacych SP (54,3 + 1,5%) oraz statystycznie istotny
(p < 0,05) spadek liczby komoérek CGRP-IR (28,8
+1,2%). Neurony FB* zawierajace wytacznie SP (33,5
+ 0,6%) stanowity zdecydowanie wigksza podpopula-
cje komoérek w poréwnaniu do grupy GK, z kolei pod-
populacja neuronéw SP/CGRP* ulegla znacznemu
zmniejszeniu (7,8 + 0,0) 1 roznila sig statystycznie istot-
nie (p < 0,05) od wynikéw uzyskanych w grupie GK.
Nie stwierdzono roznic istotnych statystycznie zarow-
no w liczebnos$ci podpopulacji komorek SP*/CGRP*
(20,7 +0,9%), jak i SP/CGRP~ (38,0 £ 1,5%) pomig-
dzy badanymi grupami.

W niniejszych badaniach stwierdzono, ze SP 1 CGRP
wystgpowaly w NC zwiazanych z CaMG $wini (od-
powiednio 38% 1 42%). U $winki morskiej obecno$¢
SP wykazano w komorkach DRG L i L, (6), tych sa-
mych zwojach zaopatrujacych CaMG $wini. Podob-
nie u szczura i kota, SP obecna byla w neuronach
uczestniczacych w czuciowym zaopatrzeniu CaMG
(11). Wykazano takze, ze u roznych gatunkow ssakoéw
na terenie CaMG wystgpuja wiokna CGRP-IR, w czgs-
ci pochodzace z DRG (1). Ponad potowe (odpowied-
nio okoto 64% 159%) SP- i/lub CGRP-IR NC zwiaza-
nych z CaMG $wini stanowily komorki sredniej wiel-
kos$ci. Odmienne wyniki uzyskano u $winki morskiej,
u ktdrej przewazajaca liczba NC zaopatrujacych CaMG
to komorki mate (4). U szczura, kota i psa komorki
DRG zawierajace SP lub CGRP byty takze w wigk-
szosci male (2, 9, 17, 21). W niniejszych badaniach
wykazano, ze SP 1 CGRP wspotwystepowaty w okoto
22% NC zwiazanych z CaMG, co zgadza si¢ z wyni-
kami uzyskanymi u innych gatunkéw zwierzat (10, 13,
25). U $winki morskiej stwierdzono, ze wewnatrz-
zwojowe wtokna SP-IR obecne w CaMG reprezentu-
jaw wigkszosci kolaterale wtdkien aferentnych (5, 20),
a SP uwalniana z tych zakonczen moze indukowaé
zmiany w potencjale blonowym neuronéw zwojowych
(5) zwiazane z procesem powolnej, niecholinergicz-
nej depolaryzacji (7). Z kolei CGRP obecny w neuro-
nach DRG szczura wywotuje odwracalna depolaryza-
cje blony neuronu oraz podnosi aktywnos$¢ synaptycz-
na 1 powstawanie spontanicznego potencjatu biono-
wego (24). CGRP wspotwystepujac z SP, zwigksza
uwalnianie jej z terminali czuciowych rogéw grzbie-
towych rdzenia krggowego (22) oraz wydtuza dziata-

Ryc. 1. Wyznakowane wstecznie komorki DRG, ktorych dendryty obecne byly na terenie CaMG $wini. Grupa Kkontrolna.
Komoérki FB* (a, a’, a”) zawieraly réwnocze$nie SP (b) i CGRP (c), wylacznie CGRP (¢’) lub tez jedynie SP (b”)

Ryc. 2. Wyznakowane wstecznie komorki DRG, ktérych dendryty obecne byly na terenie CaMG §wini. Zwierzeta poddane
zabiegowi ganglionektomii. W wyznakowanych wstecznie komoérkach DRG (a, a’, a”) stwierdzono wspotwystepowanie SP (b)
i CGRP (c), obserwowano komorki zawierajace jedynie CGRP oraz komoérki immunoreaktywne wylacznie dla SP (b”)
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nie SP w obrgbie przestrzeni synaptycznej poprzez
blokowanie endopeptydazy przeprowadzajacej degra-
dacj¢ SP (18). By¢ moze, SP i CGRP obecne w NC
zwiazanych z CaMG u $§wini petnia podobna funkcje.

W licznych badaniach stwierdzono, Ze u szczura
w wyniku aksotomii dochodzi do znaczacego spadku
liczby neuronéw zaréwno SP-, jak 1 CGRP-IR w zwo-
jach DRG (13). Zjawisko to zwiazane jest z brakiem
NGEF, ktéry w normalnych warunkach transportowany
jest z tkanek obwodowych do neuronéw czuciowych
(14) 1 wptywa na zwigkszenie syntezy SP i CGRP
w neuronach DRG (27). Stwierdzono takze, ze spa-
dek liczby neuronéw SP- i CGRP-IR w zwojach DRG
spowodowany aksotomia, zwiazany jest z degenera-
cja komoérek nerwowych w DRG (26). W wyniku gan-
glionektomii u $wini doszlo do znaczacego wzrostu
liczby neuronéw SP-IR oraz spadku liczby komorek
aferentnych zawierajacych CGRP. Prowadzac obser-
wacje dotyczace zmian ekspresji roznych neuropepty-
dow w zwojach DRG pod wptywem obwodowe;j ak-
sotomii stwierdzono, Ze neuropeptydy, ktorych ekspre-
sja ulega znacznemu zmniejszeniu w wyniku uszko-
dzenia nerwéw obwodowych, gldwnie uczestnicza
w przekazywaniu informacji czuciowej, za$ neuropep-
tydy, ktorych ekspresja w neuronach DRG wyraznie
wzrasta, uczestniczq w procesach przezycia i regene-
racji neuronow (13). Na tej podstawie mozemy stwier-
dzi¢, ze SP, ktorej ekspresja znaczaco wzrosta w neu-
ronach zwiazanych z CaMG w wyniku usunigcia zwo-
ju, nie tylko uczestniczy w przekazywaniu oraz mo-
dulacji informacji czuciowych na jego terenie, ale takze
moze by¢ wlqczona w liczne mechanizmy zw1qzane
z regeneraqq 1 zwigkszeniem mozliwosci przezycia
neurondéw. Z kolei ekspresja CGRP w wyznakowanych
wstecznie komorkach nerwowych znaczaco spadia
w wyniku ganglionektomii, co moze sugerowac, ze
neuropeptyd ten gtdéwnie uczestniczy w przekazywa-
niu oraz modulacji informacji czuciowej na terenie
CaMG.
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