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Distribution patterns of vasoactive intestinal peptide and NPY in the lumbar-sacral sympathetic
chain ganglia of pigs

Summary

The aim of the study was to determine the existence and co-existence patterns of VIP and NPY in neurons
and nerve fibers of porcine lumbar-sacral sympathetic chain ganglia. The studied ganglia were fixed with 4%
buffered paraformaldehyde (perfusion) and then labeled by means of double-immunofluorescence using
a mixture of antibodies cultivated in different species.

The highest number of NPY-positive cells was observed in the lumbar ganglia and diminished in the direc-
tion of the caudal, where only single neurons were observed. In contrast, a different pattern of distribution
was observed for VIP-positive neurons, whose number was higher in the more caudally located ganglia. Two
populations of VIP-positive neurons could be distinguished: single, showing strong immunofluorescence and
often with visible processes, located in the central part of the ganglia and a second population, composed of
clusters of 4-8 cells and often co-localizing NPY. VIP-positive nerve fibers surrounded both NPY* neurons and
neurons lacking either NPY and/or VIP. The presence of a small number of NPY-positive neurons exhibiting
very weak immunofluorescence in more caudally located SChG could suggest a "switch" of neuromediators
produced there. An increase in the percentage of non-noradrenergic sympathetic neurons in more caudally
located SChG may thus be implicative for a specific innervation pattern of target tissues of these ganglia.
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Zwoje pnia wspotczulnego (SChG), skupiajace za-
zwojowe neurony wspotczulne oraz wewnatrzzwojo-
we widkna nerwowe, posiadaja typowy uktad meta-
meryczny, 0dp0w1adaJ acy budowie rdzenia krggowe-
go, gdzie w Jqdrach posrednio-bocznych odpowied-
nich neuromerow zlokalizowane sa zaopatrujace je
neurony przedzwojowe (9). Zdecydowana wigkszos¢
tych komorek wykorzystuje noradrenaling (NA) jako
sw0j glowny neurotransmiter, poniewaz wykazano
w nich obecno$¢ enzymow warunkujacych synteze ka-
techolamin, tzw. enzymow markerowych — hydroksy-
lazy tyrozyny (TH) oraz 3-hydroksylazy dopaminy —
(DBH) (7, 11). Dzigki uzyciu technik wielokrotnych
barwien immunofluorescencyjnych wykazano takze,
ze neurony SChG moga syntetyzowac, w dodatku do
NA, takze wiele innych substancji biologicznie aktyw-
nych, uzywanych potem jako komediatory/modulato-
ry w transmisji nerwowej. Wsrdd nich wspomnie¢
nalezy o takich, jak: neuropeptyd Y (NPY; 2, 14), so-

matostatyna (SOM; 2, 13), peptyd kodowany genem
kalcytoniny (CGRP) i/lub substancja P (SP; 11, 12),
wazoaktywny polipeptyd jelitowy (VIP; 5, 7, 13), pep-
tyd aktywujacy cyklaze adenylowa przysadki (PACAP;
17), galanina (GAL; 13), opioidy: Leu’-enkefalina
(LENK), dynorfina A (DYN A) 1 a-neoendorfina
(a-NEO; 6) oraz Met’-enkefalina-Arg®-Gly’-Leu®
(MEAGL; 12, 20). W niektorych komorkach zwojow
pnia wspotczulnego stwierdzono obecno$¢ enzymu
syntetyzujacego acetylocholing (acetylotransferaza
cholinowa — ChAT), a takze jej transporter pecherzy-
kowy (VAChT), co $wiadczy o tym, iz neurony te przy-
naleza do populacji wspotczulnych komoérek choliner-
gicznych (13, 19). Co wigcej, niektore neurony zawie-
raty syntaze tlenku azotu (NOS), enzym bedacy znacz-
nikiem populacji komorek nitrergicznych, wykorzys-
tujacych tlenek azotu jako swoj transmiter (1, 8).
Stwierdzenie wspotwystepowania niektorych z wy-
mienionych powyzej substancji w tym samym neuro-
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nie pozwolilo na wyrdznienie, ze wzgledu na charak-
terystyczne ,,kodowanie neuronalne”, kilku populacji
neuronalnych, ktérym przypisuje si¢ specyficzne funk-
cje. Najbardziej liczna i charakterystyczna byta popu-
lacja komorek wykazujacych immunoreaktywno$¢ (IR)
zaro6wno w stosunku do TH i DGH, jak i NPY (4, 6, 7,
13, 16) i kontrolujaca gléwnie uktad naczyniowy. Ob-
serwowano jednak takze inaczej kodowane populacje
neuronalne, na przyktad komorki VIP- i NPY-immu-
nonegatywne lub VIP-pozytywne, lecz NPY -immuno-
negatywne, okreslane mianem populacji nicadrener-
gicznej i niecholinergicznej (NANC; 7, 11).

Nalezy podkresli¢, ze zdecydowana wikazoéc’ prac
na temat neurochemicznej organizacji zwojow przy-
kregowych dotyczy badan wykonanych na zwoju szyj-
nym doczaszkowym, ktory gtownie ze wzgledu na swa
dostgpnos$¢ preparacyjna byt chgtnie wykorzystywany
do badan (2, 10, 13, 19). Niewiele jest natomiast da-
nych na temat kodowania chemicznego neuronow
SChG odcinka ledzwiowo-krzyzowego, ktore daja
poczatek zaZWOJowym wioknom Wspolczulnym za-
opatrujacym narzady jamy brzusznej i miednicy. Do-
stepne wyniki badan sugeruja istnienie znacznych r6z-
nic w ich kodowaniu zaré6wno pomig¢dzy poszczegol-
nymi segmentami pnia wspotczulnego, jak i gatunka-
mi zwierzat (4, 5). Wigkszos$¢ badan nad dystrybucja
1 wspotwystepowaniem neuropeptydéw w komorkach
SChG przeprowadzono u ,,typowych” zwierzat labo-
ratoryjnych, jak szczur (1, 19, 20) 1 $winka morska (6,
13, 16), podczas gdy dane dotyczace neurochemicz-
nej organizacji SChG innych gatunkéw zwierzat sa
nadal fragmentaryczne.

Celem niniejszej pracy byto porownanie wzorow
wspotwystepowania NPY i1 VIP w komorkach zwo-
jow ledzwiowych i krzyzowych pnia wspdtczulnego.
Uzyskane wyniki poszerza dostepna wiedz¢ o neuro-
chemicznych wlasciwosciach neuronéw SChG $wini,
uzupeniajac Jednoczesnle 0golna wiedzg o budow1e
i funkcjach zwojow pnia wspotczulnego ssakow.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na trzech niedojrzatych picio-
wo loszkach rasy wielka biata polska, o masie ciata ok.
20 kg kazda. Wszystkie zabiegi zostaly wykonane zgodnie
ze wskazaniami Lokalnej Komisji Etycznej. Po premedy-
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kacji (Atropinum sulphuricum, Polfa, 0,04 mg/kg m.c., s.c.;
Azaperone, Janssen, Belgia, 2 mg/kg m.c. i.m.) zwierz¢ta
wprowadzono w stan glgbokiej narkozy 2,5% roztworem
tiopentalu sodu (Polfa) w iniekcji dozylnej. Bezposrednio
po zatrzymaniu akcji serca zwierzeta poddano transkardial-
nej perfuzji 4% zbuforowanym (0,1 M, pH = 7,4) roztwo-
rem paraformaldehydu. Zwoje pnia wspotczulnego odcin-
kow ledzwiowych (L, i L)) oraz krzyzowych (S ,) zostaty
pobrane i dotrwalone przez 20 minut w tym samym roz-
tworze utrwalacza. Nastepnie tkanki byly kilkakrotnie ptu-
kane w buforze fosforanowym (0,1 M, pH = 7,4) i przeto-
zone na 14 dni do 18% roztworu sacharozy. Ze zwojow
wykonano skrawki mrozeniowe o grubosci 10 um i podda-
no standardowym podWOJnym barwieniom immunohisto-
chemicznym z uzyciem mieszaniny pierwotnych przeciw-
ciat uzyskanych u r6znych gatunkéw zwierzat. Wykorzys-
tano nastgpujace przeciwciala: poliklonalne przeciwciato
rozpoznajace NPY, uzyskane u szczura (Affiniti, NZ1115,
stosowane w rozcienczeniu 1 : 300) oraz poliklonalne prze-
ciwcialo skierowane przeciwko VIP, uzyskane u krolika
(ICN, 11428, stosowane w rozcienczeniu 1 : 12 000). Kom-
pleksy antygen-przeciwciato uwidaczniane byty za pomo-
ca mieszaniny wtornych przeciwcial, specyficznie rozpo-
znajacych IgG szczura (fragment F(ab) IgG osta, sprzezo-
nej z FITC; Jackson Immunores, USA, 712-006-153,
stosowane w rozcienczeniu 1 : 1000; barwienie na kolor
zielony) lub IgG kroélika (fragment F(ab) IgG osta, sprze-
zonej z Cy3; Jackson Immunores, USA, 711-166-152, sto-
sowane w rozcienczeniu 1 : 5000; barwienie na kolor czer-
wony). Wybarwione skrawki ogladano pod mikroskopem
fluorescencyjnym, Olympus BX51, wyposazonym w od-
powiednie zestawy filtrow, a nastgpnie fotografowano
kamera cyfrowa potaczona z mikroskopem, przy uzyciu
programu AnalySIS Software (ver. 3.2, Soft Imaging Sys-
tem GmbH, Niemcy).

Wyniki i omowienie

W badanych zwojach lgdZwiowych pnia wspotczul-
nego zdecydowanie dominujaca byta populacja neu-
rondw NPY-IR, jakkolwiek ich udzial procentowy
w calej populacji komoérek zwojowych zmieniat sig
1 malal w kierunku doogonowym. Najwigcej neuro-
néw NPY-IR ok. 85% wszystkich komorek obserwo-
wano w zwoju L, a ich wzgle¢dna liczba malata odpo-
wiednio do 75% w L., 60%wS ,20%wS,i9%wS,.
W ZWO]aCh odcinka leZWIOWGgO komérki NPY-IR
byly rownomiernie rozproszone w catym przekroju

Ryc. 1-4. Wzory rozmieszczenia neuronow NPY-IR w zwojach L, (ryc. 1), S, (rye. 2), S, (ryc 3) i S, (ryc. 4)
Ryec. 5. Przyklad rozmieszczenia VIP-IR wiokien nerwowych wokél NPY- (a) i VIP-immunonegatywych (b) komérek SChG.

Zwoj L,

Ryc. 6-9. Wzory kolokalizacji NPY i VIP w komérkach zwojow ledZwiowych pnia wspétczulnego. Ryc. 6 przedstawia przy-
klad wspélwystepowania obu peptydéw w luznych skupiskach neuronéw zwoju L6, podczas gdy ryc. 7 przedstawia przyklad
braku takiej kolokalizacji. Ryciny 8 i 9 przedstawiaja odpowiednio brak kolokalizacji (ryc. 8) i wspolwystepowanie (ryc. 9)
NPY i VIP w lezacych pojedynczo, intensywnie wybarwionych komérkach VIP-IR zwojow odcinka ledzwiowego

Ryc. 10-11. Wzory wspétwystepowania NPY (a) i VIP (b) w doglowowej cz¢$¢ zwoju S, (ryc. 10) i zwoju segmentu L (ryc. 11)
Ryc. 12. Przyklad wybidrczego unerwienia neuronu NPY-IR (a) przez gesta sie¢ wiokien VIP-IR (b). Tak unerwiane komérki

NPY-IR nigdy jednoczesnie nie zawieraly VIP. Zwoj L,

Ryc. 13-16. Przyklady roznych wzoréw wspolwystgpowania NPY (a) i VIP (b) w odpowiednio: zwoju S, (cz¢$¢ doglowowa —
ryc. 13, cze$¢ doogonowa — ryc. 14), zwoju S, (ryc. 15) oraz zwoju S, (ryc. 16)
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zwoj O6w i cechowala je intensywna immunofluorescen-
cja (ryc. 1). Zwoje odcinka krzyzowego pnia wspot-
czulnego (ryc. 2-4) zaw1era1y znacznie mniej komo-
rek NPY-IR w porownaniu do segmentéw lgdzwio-
wych (patrz wyzej). Mimo ze byty one podobnie row-
nomiernie rozmieszczone w obrgbie zwojow, to wy-
kazywaty r6zna intensywnos¢ fluorescencji. Czg$¢ po-
pulacji komorek NPY-IR wykazywata intensywna
immunofluorescencje, a czg$¢ relatywnie stabsza
(ryc. 2, 3). We wszystkich badanych zwojach zaobser-
wowano takze niewielka liczbg¢ komoérek NPY -1 VIP-
-immunonegatywnych, utozonych w grupy, ktére ople-
cione byly gesta sieciag wtokien VIP-IR (ryc. 5).

Podobnie jak w przypadku komoérek NPY-IR, takze
rozmieszczenie oraz liczba neurondéw VIP-IR roznita
si¢ znacznie w zwojach lgdzwiowych 1 krzyzowych,
aczkolwiek obserwowana tendencja byla odwrotna
w stosunku do odnotowanej dla NPY. Najmniejsza licz-
ba komorek VIP-IR (w stosunku do catkowitej liczby
neuronéw) obserwowana byta odpowiednio w zwo-
jach L, (7,5%) 1L, (11,3%), gdzie tworzyty one grupy
komorek (od 4 do 8 neurondéw), ulokowane w central-
nej czesci zwoju, zwykle otoczone przez gesta sied
wlokien VIP-IR (ryc. 6). Czqsc populacji komorek
VIP-IR zlokalizowana byta réwniez w obwodowych
czesciach zwoju (ryc. 8). Niewielka liczba komorek
VIP-IR, charakteryzujaca si¢ bardzo silng immuno-
fluorescencja, wystgpowata jako samotnie polozone
neurony (ryc. 7). Na obrzezach zwojow L, L, 1S, ob-
serwowano grube peki witokien NPY-pozytywnych
z wtraconymi pomigdzy nie widknami VIP-IR; jed-
nak nie stwierdzano tu przypadkéw kolokalizacji.
W obwodowych rejonach zwoju S, obserwowano je-
dynie pojedyncze wtokna NPY-IR, natomiast widkien
tych nie stwierdzono w zwoju S, (ryc. 16). Charakte-
rystyczny wzor rozmieszczenia komorek VIP- i/lub
NPY-IR obserwowano w zwoju S . W jego przedniej
czesci stwierdzono zdecydowanie wigksza liczbe neu-
rondw NPY-IR niz w czg$ci doogonowej, a wzrastata
natomiast liczba komoérek VIP-IR. W obrebie catego
zwoju S, zdecydowana wigkszos¢ komorek VIP-po-
zytywnych zawierata jednoczes$nie NPY, zaréwno
w czesci doglowowej (ryc. 10), jak i doogonowej zwoju
(ryc. 14).

W zwojach ledzwiowych wldkna VIP-IR zaopatry-
waty wszystkie grupy komorek, jednak najwigksza ich
liczba towarzyszyta komorkom VIP pozytywnym,
zardwno zawierajacym NPY, jak i NPY-immunone-
gatywnym (ryc. 6, 9). Gegste sieci widkien VIP-IR
otaczaly gléwnie komorki przynalezace do populacji
VIP/NPY-immunonegatywnych oraz NPY-IR, lecz
VIP-immunonegatywnych (ryc. 5, 12). Natomiast
w zwojach krzyzowych, a zwlaszcza w S, i S;, two-
rzyly one ggste sieci o bardzo 1ntensywneJ immuno-
fluorescencji, rozciagajace si¢ na znaczne obszary
zwoju (ryc. 16). W zwojach S, i w S, stwierdzono dal-
szy wzrost liczby komorek VIP-IR’ (do odpowiednio
15% 1 40% catej populacji neuronalnej). Komorki
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VIP-IR miaty wigksza $rednice, lecz wykazywaty
mniej intensywna immunofluorescencjg niz obserwo-
wano w zwojach ledzwiowych. Byly one rozmiesz-
czone gltdéwnie w centralnej czgsci zwoju (ryc. 14, 16).

Kolokalizacja NPY i VIP w neuronach SChG
byta obserwowana we wszystkich badanych zwojach.
W zwojach L, 1L, dotyczyta zarowno czg$ci komorek
tworzacych sf<uplska neuronalne (ryc. 11), jak i neu-
ronéw zlokalizowanych na obrzezach zwoju (ryc. 9).
Cze$¢ komorek VIP-IR, zaréwno tworzacych grupy
neuronalne, jak i lezacych samotnie, nie zawierala NPY
(ryc. 7, 8). Wzrost czgstotliwosci wspotwystepowania
badanych substancji odnotowano w zwoju S, , zwlasz-
cza w stosunku do matych, samotnie lezacych komo-
rek w doogonowej czgSci zwoju. Z kolei w zwoju S,
obserwowano juz tylko nieliczng populacj¢ komorek
NPY/VIP-IR (ryc. 15), podczas gdy w ZWOJu S3 tylko
pojedyncze komorki zawieraty rownoczesnie obie sub-
stancje (ryc. 16).

Do chwili obecnej brak byto doniesien wykazuja-
cych istnienie réznic we wzorze wspolwystgpowania
VIP i NPY w neuronach zwojow ledzwiowych i krzy-
zowych pnia wspotczulnego. Wigkszos¢ dostepnych
wynikow dotyczyla jedynie segmentdéw szyjnych i pier-
siowych SChG (2, 10, 13, 19). Uzyskane przez nas
wyniki potwierdzaja istnienie dwu populacji komoérek
VIP-IR w badanych odcinkach pnia wspétczulnego:
1) neurony tworzace kilkukomoérkowe grupy, skupio-
ne w centralnych czg$ciach zwoju oraz 2) pojedyncze,
lezace samotnie 1 rozproszone w obrgbie catego zwo-
ju, co zostato wczesniej opisane w odcinku piersio-
wym u $§wini (15), szczura (2, 10), $winki morskiej (6)
oraz kota (11, 12, 14).

Dostepne dane wskazuja na zdecydowanie noradre-
nergiczny charakter komoérek SChG (4, 6, 7, 13, 16)
u wielu gatunkdéw zwierzat, co po czesci thumaczy wy-
soki procent komorek NPY-IR opisanych w niniejsze;j
pracy. Istnieja doniesienia sugerujace, iz jedynie oko-
to 10% komorek noradrenergicznych SChG odcinka
piersiowego i ledzwiowego zawiera jednoczesnie NPY
(15), co potwierdza obserwowana w niniejszej pracy
tendencj¢ do zmniejszania si¢ liczby komorek NA/
/NPY -pozytywnych w zwojach potozonych coraz bar-
dziej doogonowo.

W SCG kota cz¢$¢ populacji nie-noradrenergicznych
neuron6w VIP-IR, lecz NPY-immunonegatywnych
byla jednoczesnie SP/CGRP-IR. Zaktada sig, ze ko-
morki te zaopatruja gruczoty potowe lub tez, przynaj-
mniej w cze$ci, naczynia krwionosne migsni szkiele-
towych (11). Czes¢ tych komoérek ma charakter choli-
nergiczny (i/lub nitrergiczny), jako ze w zwojach SChG
obserwowano niewielki procent VAChT/VIP-pozytyw-
nych neuronow, ktére jednoczesnie nie zawieraly TH
(6, 18, 19), a w czgsci byly NOS-IR (8). Podobnie jak
powyzej, strukturami docelowymi unerwianymi przez
tak kodowana populacj¢ neuronalng sa gruczoty poto-
we 1/lub naczynia mig$ni szkieletowych konczyn (18,
19).
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Doswiadczenia przeprowadzone z uzyciem znacz-
nikow retrogradywnych wykazaty, ze narzadami do-
celowymi neuronéw SChG odcinkéw ledzwiowego
1 krzyzowego sa takze jelita grube, uktad moczowy
oraz rozrodczy (4,21, 22). Neurony DGH/NPY-IR za-
opatruja najprawdopodobmej glownie naczynla jamy
brzusznej 1 miednicy (3, 4, 20) Wydaje sig, ze pozo-
state komorki badanych zwojow, droga nerwow trzew-
nych ledzwiowych 1/lub krzyzowych, zaopatruja tak-
ze migsnie gladkie $cian naczyn i narzadow jamy
brzusznej i miednicy oraz neurony uktadu jelitowego,
a takze zwoje miedniczne (9, 21).

Niewielka ilo$¢ wiokien NPY-IR, zaobserwowana
w neuropilu badanych zwojow, moze stanowi¢ akso-
ny i/lub dendryty gtéwnych komoérek zwojowych (po-
dobnie jak opisano to u $wini i kota; 12, 15) lub tez
by¢ wypustkami komorek SIF, pelniacych funkcje pa-
rakrynng w badanych SChG (6). W niniejszej pracy,
w neuropilu badanych zwojow obserwowano dwa ro-
dzaje widkien VIP-IR: pierwszy typ stanowity grube
peki wypustek nerwowych, uktadajacych si¢ rowno-
legle do diugiej osi zwoju, podobnie jak miato to miej-
sce u $winki morskiej (6), podczas gdy drugi typ wy-
pustek VIP-IR stanowity widkna nerwowe tworzace
struktury koszyczkopodobne woko6t neuronow zardw-
no VIP-IR, jak i — immunonegatywnych, podobnie jak
opisane w odcinku piersiowym pnia wspoétczulnego
$wini (7, 15) 1 innych gatunkow ssakow. Dos¢ czgsta
kolokalizacja pomigdzy VIP a NPY w komorkach zwo-
jOw ledzwiowych, a zwlaszcza w zwoju S, obserwo-
wana byla takze u §winki morskiej (6). Hill 1 wsp.
wykazali z kolei koegzystencj¢ VIP i DBH, jednakze
tylko w neuronach SChG odcinka piersiowego (7).
Wydaje si¢ prawdopodobne, ze podobnie jak przypad-
ku opisanych powyzej komorek zaopatrujacych okost-
na zeber 1 kregow (7), takze czg$¢ z obserwowanych
przez nas komoérek NPY/VIP-IR petni¢ moze podob-
na funkcje. Znaczny spadek liczby neuronow NPY-IR
w krzyzowych SChG moze sugerowac, ze w odcinku
tym zwigksza si¢ procentowy udzial nienoradrener-
gicznych komorek wspotczulnych, co moze odzwier-
ciedla¢ zmiang ich funkcji 1 tkanek docelowych. Po-
dobna tendencj¢ obserwowano rowniez w SChG kota,
jednak procentowy udziat neuronow NPY-IR byt
znacznie wyzszy niz w niniejszych badaniach: w zwoju
S, obserwowano 70%, w S, — 60%, aw S, —45% (4).

Reasumujac, nalezy stwierdzi¢, ze zarowno liczeb-
nos$¢ populacji komérek NPY- i/lub VIP-IR w bada-
nych zwojach, jak i wzory ich wspotwystepowania
roznia si¢ w zaleznos$ci od badanego segmentu. Zna-
czenie czynno$ciowe tej obserwacji pozostaje niejas-
ne 1 musi zosta¢ zbadane przy zastosowaniu potacze-
nia technik wstecznego znakowania neuronalnego oraz
immunochemii.
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