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IVADAS

Sirdies veiklos nerviné reguliacija yra hierarchiskai organizuota nerviniy
lasteliy sistema, kurioje centriniai, uzsirdiniai ir Sirdies vidusieniniai nervi-
niai dariniai veikia kaip funkciskai darnus neurony tinklas [1-6]. Ypac svar-
big vieta §iame tinkle uZima §irdies vidusieniné nervin¢ sistema (SVNS). Tai
yra Sirdyje lokalizuotas neurony kiiny ir nerviniy skaiduly rezginys, atliekan-
tis vietiniy nerviniy signaly priémimo, apdorojimo ir perdavimo aukstes-
niems neuronams funkcija, per kurig yra reguliuojami Sirdies ir kraujagysliy
sistemos atsakai | kintamus hemodinaminius ir metabolinius poreikius [1, 2,
4,5,7-10]. Nors SVNS neveikia izoliuotai ir yra susijusi su kriitinés bei kaklo
uzsirdiniais nerviniais mazgais ir centrine nervy sistema, taciau ji sudaro ir
vietinés $irdies nervinés kontrolés pagrinda. Zmogaus §irdyje i sistema pir-
miausia siejama su epikardiniu nerviniu rezginiu, o $irdj nervinémis skaidu-
lomis apriipinantys uzSirdiniai nervai yra susikoncentrave prie didziyjy
kraujagysliy anciy, taip vadinamuosiuose Sirdies vartuose [11-14].

Vidusieninj Sirdies nervinj rezginj sudaro ne tik jvairiy funkcijy nervinés
skaidulos, bet ir epikardiniai nerviniai mazgai, kuriy vieta, forma, dydis ir
skaicius jvairiy gyviiny Sirdyse yra nevienodi. Epikardiniai mazgai telkiasi
tik tam tikrose Sirdies sieny vietose, 0 juose neuronai sudaro rezginj, kuriame
yra parasimpatiniy, simpatiniy ir tikétina vidusieniniy juntamyjy (aferentiniy)
nerviniy skaiduly [12, 15-21]. Daugelio tyréjy nustatyta ir patvirtinta epikar-
dinio nervinio rezginio sandaros ir funkcinio fenotipo jvairové rodo, kad
vidusieninés Sirdies nervinés reguliacijos procese dalyvauja ir eferentinés, ir
aferentinés nervinés struktiiros [12, 22-24]. Norint Sirdies nerving reguliacija
gerai suprasti, svarbu zinoti vidusieniniy neurony sandara, jos jvairove, jy
gebéjima keistis dél amzéjimo, miokardo infarkto ir kity patologiniy bukliy.

Sirdies juntamieji (aferentiniai) neuronai yra esminé $io organo nervinés
reguliacijos dalis. Sirdyje kile aferentiniai signalai inicijuoja lokalius ir cent-
rinius nervinius refleksus, kurivose dalyvauja nervinés skaidulos, nervinés
galiinés ir neurony kiinai, i$sidéste skirtinguose Sirdies sienos vietose esan-
¢iuose nerviniuose mazguose [5, 25-31]. Tode¢l Sirdies refleksogeniniy zony
anatomija turi buti analizuojama tiriant uzsirdines ir vidusienines aferentines
struktiiras. Ypac svarbios yra §iuo metu vos keliose laboratorijose tiriamos
epikardiniuose nerviniuose mazguose tarp nerviniy lasteliy kiiny paplitusios
juntamosios nervinés galiinés, kurios Sirdyje tikétina tiesiogiai moduliuoja
vidusieniniy eferentiniy neurony funkcija [24, 32].

Neseniai itirta, kad epikarde ir endokarde yra paplitusios morfologiskai
savitos nervinés galiinés, kurios Sirdyje tikétina inicijuoja aferentinius signa-
lus, perduodamus antriesiems aferentiniams neuronams, esantiems tiek nuga-



ros smegenyse, tiek smegeny kamieno dangcio juntamuosiuose branduo-
liuose. Sios nervinés galiinés gali biiti nugariniy, klajoklio nervo ir vidusie-
niniy pirmyjy aferentiniy neurony periferiniy aksony galinés. Iki Siol zinomi
du jy morfologiniai tipai. Pirmojo, arba puoksciy, tipo nervinés galiinés aptin-
kamos endokarde ir epikarde, o antrojo, arba krepselio, tipo nervinés galiinés,
turincios tipiskus juntamyjy neurony neuropeptidus (medziaga P ir CGRP),
pasiskirsto aplink kai kuriuos Sirdies vidusieniniy nerviniy mazgy neuronus
[33]. Be paminéty nerviniy struktiiry Sirdies funkcijy nervinés reguliacijos
procese tikétina dalyvauja ir mazos intensyviai fluorescuojancios (MIF)
lastelés, kuriy morfologija, pasiskirstymas ir nerviniai rySiai yra taip pat
galbiit reikSmingi aiSkinant vietinius ir iSorinius Sirdies reguliacijos mecha-
nizmus [34]. Misy istirtas MIF lasteliy inervacijos pobidis rodo, kad junta-
moji ir autonominé Sirdies kontrolé gali biiti glaudZiai susijusi su iSoriniais ir
tikétina su vietiniais aferentiniais neuronais [34]. Jei ateityje biity patvirtintas
intrakardiniy aferentiniy neurony egzistavimas ir zmogaus Sirdyje, tai jy
anatomijos Zinios pirmiausia padéty patobulinti klinikines Sirdies transplan-
tacijos technologijas. Sios funkcinés grupés neurony gyvybingumas trans-
plantuotoje Sirdyje leisty iSsaugoti jos intrakardinius nervinius refleksus, nes
po Sirdies transplantacijos prarandamas organo rySys ir su simpatinémis, ir su
parasimpatinémis aferentinémis nervinémis skaidulomis. Dél Sios priezasties
Sirdies vidusieninis nervinis rezginys tikétina tampa deaferentinis [35-37].
Panasius struktiirinius padarinius gali ir tikriausiai sukelia ir kitos chirurginés
Sirdies intervencijos, miokardo infarktas, Sirdies nepakankamumas bei kitos
Sirdies patologinés biikles, galincios pazeisti Sirdies vidusieninius nervus ir
nervinius mazgus arba sukelti jy struktiirinius bei funkcinius pokycius, ypac
Sirdies aritmijas. Todél Sioje disertacijoje aprasyti ir analizuojami naujausi
misy ir kity tyréjy duomenys apie Sirdyje paplitusius nervinius receptorius,
aferentiniy nerviniy skaiduly plitimo kelius ir tikéting aferentiniy neurony
kiiny vieta. Pastarieji yra struktiiriniai Sirdies nerviniy refleksy komponentai,
lemiantys Sirdies veiklos nerving reguliacija esant normaliomis ir patologijos
salygomis.

Darbo tikslas ir uzdaviniai

Darbo tikslas

Nustatyti Sirdies vidusieniniy aferentiniy struktiiry anatomija ir apibu-
dinti jy pasiskirstyma, sandara, cheminj fenotipg ir galimg nervinj rysj su
Sirdies vidusieniniais neuronais bei mazomis intensyviai fluorescuojanciomis
lastelémis.
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UZdaviniai:

1. Nustatyti Sirdies nerviniy galiiniy morfologinius ir cheminius tipus
bei jy pasiskirstyma zmogaus ir skirtingy rusiy gyviiny Sirdyse
taikant jvairius nerviniy galiiniy vizualizavimo metodus.

2. Atlikti zmogaus ir skirtingy rasiy gyviny jvairiy Sirdies viety
nerviniy galiniy morfometring analiz¢ ir jvertinti tarprisinius
skirtumus.

3. IStirti nerviniy galiiniy ry$j su Sirdies mazomis intensyviai fluores-
cuojanciomis lgstelémis ir vidusieniniy nerviniy mazgy neurony
kiinais, jvertinti galimg jy reikSme vidusieniniams neuroregulia-
ciniams mechanizmams.

Mokslinis darbo naujumas ir reik§mé

Disertacijoje apraSyti tyrimy rezultatai, atskleidziantys zmogaus bei
penkiy rasiy gyviny Sirdziy nerviniy galiiniy pasiskirstyma ir morfologinius
modelius. Siame darbe pateikiame anatominius jrodymus, kad §irdyje yra
dviejy tipy nervinés galiinés. Be to, siiloma hipoteze, kad Sirdies reflekso-
geninés zonos, tikétina, apima ne tik epikardo ir endokardo sritis, kuriose
daug puoksciy tipo nerviniy galiiniy, bet ir vidusieninius mazgus, kuriuose
neurony kiinai yra tiesiogiai moduliuojami aferentiniy nerviniy skaiduly,
turin¢iy krepselio tipo nervines galtines.

Siame darbe pirma karta pateikiame anatominius duomenis, jrodanéius
mazy intensyviai fluorescuojanciy (MIF) Iasteliy inervacija ziurkiy Sirdyje, ir
apraSome ziurkiy Sirdies MIF lasteliy struktiiring jvairove bei nerviniy skai-
duly citocheminius tipus, sudarancius galimus sinapsinius ry$ius su $iomis
lastelémis. Taip pat aptariame galima Sirdies nervinés reguliacijos mechaniz-
ma, vykstant] per MIF lasteles. Pasitilyta nauja hipoteze apie Sirdies MIF
lasteliy nervinius rySius su simpatinémis, parasimpatinémis ir klajoklio nervo
juntamosiomis nervinémis skaidulomis suteikia naujy jzvalgy apie Sirdies
nerving reguliacijg ir praplecia supratima apie galima MIF Igsteliy jtaka
Sirdies veiklai.

Disertacijoje pateikti anatominiai duomenys iSplecia supratimg apie kla-
joklio nervo jtaka Sirdies nervinei reguliacijai ir suteikia galimybe paaiskinti
dar ne iki galo suprastg reiSkinj, kai elektriné ar kita klajoklio nervo skaiduly
stimuliacija sukelia paradoksinj simpatinj poveikj Sirdies veiklai. Miisy gauti
rezultatai atskleidzia galima klajoklio nervo juntamyjy neurony moduliacinj
poveikj stiprinant simpatinj Sirdies aktyvuma ir gali padéti geriau suprasti
Sirdies aritmijy bei kity Sirdies nepakankamumo ligy vystymasi, susijusj su
autonomingés Sirdies reguliacijos pusiausvyros sutrikimu.
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Apibendrinant galima teigti, kad pateikti anatominiai duomenys apie
Sirdies MIF lasteliy inervacija leidzia pagristi simpatinio Sirdies aktyvumo
stipréjimo mechanizma, susijusi su klajoklio nervo aferentiniy skaiduly jtaka,
ir prapleésti klinikiniy duomeny interpretavimo galimybes pasirenkant Sirdies
aritmijy gydymo metodus. Tai ypa¢ aktualu taikant Sirdies neuroabliacijos
metoda, kuris jprastai skiriamas padidéjusiam parasimpatiniam tonui norma-
lizuoti bei nereguliariam S§irdies ritmui koreguoti. Taciau tam tikrais atvejais
ji naudojant galima nepasiekti pageidaujamo rezultato arba negriztamai
sutrikdyti nerving Sirdies kontrole.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Sirdies ekstraorganiné nerviné sistema

Sirdies simpatiniai nervai nukreipia adrenergines uzmazgines nervines
skaidulas i3 kakliniy bei Zvaigzdinio simpatiniy mazgy j $irdj. Siuose simpa-
tiniuose mazguose esancius adrenerginius uzmazginius neuronus pasiekia
nervinés skaidulos ikimazginiy cholinerginiy neurony, esan¢iy nugaros sme-
geny krutininiy T1-T5 segmenty tarpiniame Soniniame branduolyje. Taciau
tiksli zmogaus ir kity zinduoliy Sirdies simpatiniy adrenerginiy nerviniy
skaiduly kilmé vis dar yra diskusijy objektas [38]. Pagrindinis uZmazginiy
simpatiniy neurony neuromediatorius yra noradrenalinas. Ta¢iau uzmazgi-
niai simpatiniai neuronai taip pat gali sintezuoti ir pernesti ] aksony termina-
les ir kitus neuromediatorius, pvz., neuropeptida Y (NPY), galaning (GAL),
adenozin-5"-trifosfatag (ATP), serotoning ir histaming [39—42]. Katecholami-
ny sintez¢ priklauso nuo keliy pagrindiniy fermenty aktyvumo. Tirozino hidro-
ksilazé katalizuoja tirozino virtimg L-3,4-dihidroksifenilalaninu (L-DOPA),
o dopamino B-hidroksilazé katalizuoja dopamino hidroksilinima susidarant
noradrenalinui. I§ simpatiniy nervy galiiniy iSsiskiriantys katecholaminai di-
dina Sirdies susitraukimy daznj ir susitraukimo jéga aktyvindami 1 adrener-
ginius receptorius priesirdinio skilveliy mazgo Iastelése ir kardiomiocituose
[43]. Sis poveikis susijes su ciklinio adenozin-5" monofosfato (cAMP) kon-
centracijos padidéjimu lgsteléje, kai noradrenalinas prisijungia prie Sirdies 1
adrenerginiy receptoriy. D¢l Sios prieZasties spartéja diastoliné depoliariza-
cija ir did¢ja ritmo vedlio kanaly katijony srove, kurig perduoda hiperpoliari-
zacijos aktyvinami cikliniy nukleotidy valdomi kanalai (angl. hyperpolari-
zation-activated cyclic nucleotide-gated channels, HCN) [44]. Sie poky¢iai
trumpina atsparumo pakartotiniam suzadinimui laikotarpj (angl. refractory
period) ir kartu, priklausomai nuo simpatinés uzmazginés iskrovos daznio,
reguliuoja skilveliy susitraukimo bei atsipalaidavimo greitj [45]. Be tiesiogi-
nio poveikio Sirdies susitraukimy dazniui ir jégai, NPY ir GAL taip pat slopi-
na acetilcholino i$siskyrimg i§ greta esanciy parasimpatiniy nervy galiiniy
[46—48]. Kita vertus, intensyvi simpatiné stimuliacija papildomai stiprina
Sirdies susitraukimo jéga, nes skatina kalcio jony antplidi i Sirdies raumens
lasteles [49]. Pernelyg didelis simpatinis aktyvumas gali i§sivystyti dél jvairiy
mechanizmy. PavyzdZziui, dél nusileidzian¢iy simpatiniy laidy aktyvacijos,
simpatiniy refleksy slopinimo sutrikimy, barorefleksinés kontrolés praradi-
mo, hipoksijos ar iSemijos sukeltos simpatinés aktyvacijos ir slopinancios
GABAerginés kontrolés netekimo tarpiniy smegeny, smegeny kamieno ar
nugaros smegeny lygmenyse [11, 50-52].
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Parasimpatiniai ikimazginiai neuronai, dalyvaujantys reguliuojant Sirdies
veikla, lokalizuojasi pailgosiose smegenyse: dvejiniame branduolyje, nugari-
niame klajoklio nervo branduolyje ir tarp Siy branduoliy esancioje srityje.
Nuo klajoklio nervo atsiskiria virSutinés ir apatinés kaklinés Sirdies Sakos ir
kriitininés Sirdies Sakos, kurios susipindamos su simpatinémis Sirdies Sakomis
sudaro sudétingg epikardinj nervinj rezginj. Sis rezginys pasizymi funkciniu
selektyvumu ir dalyvauja reguliuojant atsparumo pakartotiniam suzadinimui
laikotarpi, laidumo trukme, miokardo susitraukimg bei integruojant sinapsine
informacijg 1§ vietiniy juntamyjy neurony [53, 54]. D¢l Sios prieZasties para-
simpatin¢je nervy sistemoje ikimazginiai neuronai yra ilgesni nei uzZmazgi-
niai neuronai. Pagrindinis $ird]j inervuojanciy parasimpatiniy neurony neuro-
mediatorius yra acetilcholinas (ACh), taciau i§ parasimpatiniy nerviniy gali-
niy gali iSsiskirti ir vazoaktyvusis Zarnyno peptidas (angl. vasoactive intesti-
nal peptide, VIP), ir azoto monoksidas (angl. nitrogen oxide, NO) [45, 55].
Acetilcholinas jungiasi prie M2 muskarininiy acetilcholino receptoriy, todél
miokardo Igstelése mazéja ciklinio adenozino monofosfato koncentracija. Be
to, $iy receptoriy aktyvinimas atveria specifinius kalio kanalus, sukelian¢ius
hiperpoliarizuojancig srove, ypac esant rySkiam parasimpatiniam aktyvumui
[56]. Parasimpatinis poveikis mazina Sirdies susitraukimy daznj pirmiausia
hiperpoliarizuodamas sinusinio prieSirdzio mazgo ir prieSirdinio skilveliy
mazgo lasteles [40].

1.2. Sirdies vidusieniné nerviné sistema

Sirdies vidusieniné nerviné sistema (SVNS) — tai §irdyje esantis neurony
ir nerviniy skaiduly tinklas, atliekantis integracing funkcija autonominéje
eferentingje Sirdies veiklos reguliacijos procesuose [41]. Zinoma, kad §i vidu-
sieniné nervy sistema veikia kaip vietinis nervinés informacijos priémimo,
apdorojimo ir perdavimo centras tarp pacioje Sirdyje esanciy nerviniy mazgy,
uztikrinantis vadinamaja vieting nerving reguliacija. SVNS dalyvauja regu-
liuvodamas Sirdies ir kraujagysliy sistemos funkcinius atsakus j kintamus
organizmo hemodinaminius ir metabolinius poreikius. Taciau §i sistema
neveikia izoliuotai. Ji sudaro sudéting hierarchinés autonominés Sirdies
reguliacijos sistemos dalj, apimancia ne tik vidusieninius neuroninius tinklus,
bet ir simpatinius ir juntamuosius uZSirdinius nervinius mazgus bei centring
nervy sistema [8, 57].

Sirdies vidusieninés nervinés sistemos struktiiriné organizacija i$anali-
zuota daugelyje moksliniy straipsniy, pagristy ir eksperimentiniy gyviiny, ir
zmogaus tyrimy duomenimis [12, 58-60]. Nustatyta, kad Zzmogaus SVNS
gali biiti suskirstyta j septynias besijungiancias dalis, pavadintas nerviniais
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porezginiais: nugarinj desiniojo priesirdzio (angl. dorsal right atrial, DRA),
pilvinj deSiniojo priesirdzio (angl. ventral right atrial, VRA), nugarinj kairio-
jo priesirdzio (angl. left dorsal, LD), pilvinj kairiojo priesirdzio (angl. ventral
left atrial, VLA), vidurinj nugarinio pavirSiaus (angl. middle dorsal, MD),
desinjjj vainikinj (angl. right coronary, RC) ir kairjji vainikinj (angl. left
coronary, LC) [12]. Simpatiniai ir parasimpatiniai nervai Sirdj pasiekia Siais
pagrindiniais keliais: driekiasi Salia arterijy, aplink plauciy arterijas ir aortos
Saknj arba per vening Sirdies varty sritj — aplink plauc¢iy veny Saknis ir virSuti-
ne tusciaja vena [61].

Atskiry Sirdies sri¢iy inervacijg gali uztikrinti ir keli nerviniai porezgi-
niai, ir vienas konkretus porezginys. Remdamiesi nerviniy porezgniy strukti-
rine analize, nustatyta, kad selektyviai pazeidus ar sunaikinus tam tikrus
porezginius, galima sukelti specifiniy Sirdies sri¢iy arba net visos Sirdies
denervacija [12, 60].

Vidusieniniy mazgy vieta, forma, dydis ir skaicius labai skiriasi priklau-
somai nuo rusies. Manoma, kad jy skaicius gali biiti susijes su Sirdies funkci-
niu aktyvumu ir kiino dydziu, nors $i priklausomybé¢ néra tiesioginé [11, 12,
37]. Nustatyta, kad stambiy gyviiny ir Zmogaus $irdies epikarde yra apie 700—
1500 vidusieniniy mazgy, kurie daugiausia telkiasi funkciskai svarbiose Sir-
dies srityse: ties Sirdies pamatu, tarpprieSirdinéje, vainikinéje ir tarpskilveli-
néje vagose [11, 12]. Siy mazgy vieta i§ dalies sutampa su $irdies laidZiosios
sistemos sritimis. Manoma, kad vidusieniniy mazgy néra laisvojoje desiniojo
priesirdzio sieneléje, priesirdziy ausytése, didziyjy kraujagysliy kamienuose
ir didziojoje skilveliy miokardo dalyje [37, 62].

Vidusieninj nervinj mazgg sudaro heterogeniné neurony populiacija, api-
manti autonominius eferentinius neuronus (parasimpatinius ir simpatinius),
vietiniy grandiniy neuronus bei aferentinius neuronus [57, 63]. Sie neuronai
sudaro funkciskai integruota sistema, uZztikrinancig vieting nerving Sirdies
veiklos reguliacija. Vidusieniniy mazgy autonominiai eferentiniai neuronai
gali biiti aktyvuojami ir mechaniniy ar cheminiy vietiniy dirgikliy, ir aferen-
tinés informacijos, kuri per vietiniy grandiniy neuronus perduodama kitiems
autonominiams eferentiniams neuronams ir lemia atitinkama moduliacinj
atsaka. Taciau autonominiai eferentiniai neuronai taip pat yra veikiami sim-
patiniy ir parasimpatiniy ikimazginiy impulsy, gaunamy i§ aukStesniy auto-
nominés nervy sistemos hierarchiniy centry [2, 8]. Be to, Sirdies vidusienine
nerving sistemg gali tiesiogiai veikti ir kraujyje cirkuliuojantys katechola-
minai, darantys jtaka Sirdies motorinés veiklos reguliacijai [8].

Sirdies neurony hierarchinés organizacijos persitvarkymas gali lemti
Sirdies ligy atsiradimg arba pabloginti jau esamy ligy eigg. IStikus miokardo
infarktui, vidusieniniai neuronai apriipinami krauju i§ uzsikimSusios vaini-
kings arterijos baseino gali patirti patologiniy pokyc¢iy, del kuriy sutrinka jy
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funkcija [1]. Esant miokardo iSemijai, aferentiniy nervy aktyvumas paprastai
sumazeja, o vidusieniniai vietinés grandinés neuronai tampa hiperaktyviis,
nes perima aferentiniy ir eferentiniy signaly perdavima i$ likusio gyvybingo
miokardo [64]. Manoma, kad taip siekiama palaikyti eferentiniy Sirdies neu-
rony funkcinj stabilumg [4]. Taciau per didelis vidusieniniy vietinés grandi-
nés neurony, dalyvaujan¢iy perduodant aferentinius signalus j eferentines
grandis, aktyvumas yra siejamas su priesirdziy virpéjimu [65].

1.3. Vidusieniniy mazguy morfologija ir
vidusieniniy neurony neurocheminis fenotipas

Ir tarp rusiy, ir tarp individy yra nustatyta vidusieniniy mazgy strukttiros
didelé jvairove. Jie gali biiti ovalios, sferinés, pailgos arba spiralinés formos
[41]. Pauza su kolegomis [60] iStyré keliy zinduoliy riisiy Sirdies mazgus
taikydami imunohistocheminius metodus (acetilcholinesterazg). Nors tirty
vidusieniniy mazgy forma ir dydis buvo skirtingi, taciau, atsizvelgiant }
trimat¢ forma, jie buvo suskirstyti j du pagrindinius morfologinius mazgy
tipus: sferinius (rutulinius) ir tiesius (paprastus). Sferiniai mazgy neuronai
buvo tankiai susipakave i sluoksnius ne daugiau kaip po 100-200 neurony, o
jy uZimamas plotas sudaré nuo 0,01 mm? iki 0,17 mm?2. Tiesius mazgus
sudare keli neuronai, i§sidéste tiesiSkai vienas Salia kito ir turéjo ne daugiau
kaip 50 somatiniy neurony. Kaip nustatyta daugumoje autonominiy mazgy,
neurony kiinas buvo 15-30 um skersmens ir 20—45 pm dydzio, atitinkamai
trumpojoje ir ilgojoje aSyse [41, 60, 66,]. Vidusieniniy neurony branduoliai
paprastai yra jy periferijoje, kurioje matomas ryskus branduolys [11]. Taciau
Horackovos ir kolegy teigimu [67] vidusieniniai neuronai pasizymi jvairio-
mis morfologijomis: vienpoliai (aferentiniai), bipoliai ir daugiapoliai; daz-
niausiai randami bipoliai neuronai ir tik retais atvejais vienpoliai [61, 67].
Bipoliai neuronai yra sferinés formos arba tiests, i§ kiekvieno poliaus drie-
kiasi du neuritai, kurie Sakojasi tolyn i keleta papildomy neurity. Vienpoliai
neuronai paprastai yra sferinés formos ir jprastai turi vieng ilga neurita, kuris
nesiSakoja gan ilga atstuma.

Vidusieniniai neuronai morfologiskai pakinta dél Sirdies ligy ir amz¢ji-
mo. Vidusieniniy neurony ir jy branduoliy plotas padidéja amzéjant. Taciau
vidusieniniuose mazguose esanciy satelitiniy lasteliy kiekis, neurony tanku-
mas ir nerviniy lasteliy uzimamas plotas palaipsniui mazéja. Todél manoma,
kad su amz¢jimu susij¢ pokyc¢iai turi jtakos Sirdies veiklai. PavyzdZziui, vyres-
nio amziaus zmonéms sumazejes chronotropinis atsakas, kurj sukelia reiks-
mingas vidusieniniy neurony skaiciaus sumaz¢jimas [69, 70].
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Daug mety buvo manoma, kad Sirdies mazguose egzistuoja tik parasim-
patiniai uZmazginiai neuronai, taciau keli tyrimai nustate, kad Zinduoliy
Sirdies nervy sistemoje randamos skirtingos neurony populiacijos [71, 72].
Kai kurie autoriai tikina, kad Sirdies neurony chemin¢ jvairové gali atstovauti
jvairioms funkcinéms grupéms [40, 70], o Sirdies mazgy neuronai yra hetero-
geniniai ir apima du pagrindinius signaly perdavimo tipus: cholinerginius ir
adrenerginius [68, 73, 74]. Manoma, kad daugiausia vidusieniniy Sirdies
neurony yra cholinerginiai, i§skiriantys acetilcholing — kaip pagrindinj neuro-
mediatoriy — ir vaidinantys slopinamaji vaidmenj reguliuojant Sirdies veikla.
Sj fakta nustaté Horackova su kolegomis [68]. Jie jrodé cholinerginiy, adre-
nerginiy ir peptiderginiy (tariamyjy juntamyjy) nerviniy skaiduly ir neurony
kiiny egzistavima naudodami dviguba imunohistocheminj zyméjima. Sis
tyrimas parod¢, kad didzioji dauguma (~ 75—100 proc.) vidusieniniy neurony
buvo teigiami cholino acetiltransferazei ir tik apie 10 proc. jy buvo teigiami
tirozino hidroksilazei [40, 68 74]. Antra labiausiai paplitusi Sirdies neurony
grupé (14 proc.) yra bifenotipinio (cholinerginio-adrenerginio) pobiidZio
lastelés, i$skirian¢ios acetilcholing kaip neuromediatoriy [23]. Sie neuronai
taip pat turi galimybe ekspresuoti fermentus, reikalingus noradrenalino sinte-
zei, nors ir negali jo kaupti. Si neurony subpopuliacija grei¢iausiai vaidina
svarby vaidmenj patofiziologiniuose procesuose [40].

1.4. Sirdies neurony plasti{kumas

Nervy sistemos kompensacinio mechanizmo galimybés, vadinamos
homeostatiniu plastiSkumu, yra intensyviai tyrinéjama sritis. Pirmoje nervi-
nio plastiSkumo studijoje buvo naudojami prieSingi NE ir ACh miocitams
sukelti veiksmai siekiant nustatyti per¢jimg nuo noradrenerginio perdavimo
prie cholinerginio perdavimo simpatiniuose neuronuose, kultivuotuose kartu
su Sirdies miocitais [75]. Simpatiniai neuronai gali jgyti parasimpatiniy neu-
rony savybiy vykstant lgsteliy remodeliacijai (dediferenciacijai, transdiferen-
ciacijai arba abiem biidais) [76]. Pastaruoju metu $i savybé¢ aiSkinama neuro-
no vidinio jaudrumo plastiSkumu keiciantis jony laidumui arba dél cheminés
sinapsés stiprumo pokyc¢iy, susijusiy su keliomis Sirdies ir kraujagysliy
ligomis [77].

Simpatinis hiperaktyvumas ir d¢l Sios priezasties sumazéjusi parasimpa-
tiné veikla vis dazniau pripazjstami svarbiomis Sirdies ir kraujagysliy ligy
patogenezes grandimis [78, 79]. Pavyzdziui, 1étiné skilveliy iSemija gali su-
kelti patologinj neurony remodeliavimasi, nes periferinis tinklas labai desta-
bilizuojamas dél nepastoviy skilveliy aferentiniy signaly [57]. Tokius
duomenis patvirtino Cao su kolegomis [80], kai pasteb¢jo, kad iminis skilve-
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liy miokardo infarktas (MI) kiauléms gali sukelti infarktg patyrusio miokardo
simpating denervacijg ir infarkto ribinés zonos hiperinervacija.

1.5. Galimi Sirdies terapiniy intervencijy taikiniai

Tobul¢jant Zinioms apie autonoming nervy sistemg ir jos jtakg Sirdies
ligy patofiziologijai, autonominés reguliacijos moduliavimas tampa vis svar-
besniu jvairiy Sirdies ir kraujagysliy ligy gydymo aspektu [81, 82].

Atsizvelgiant i Sirdies vidusieninés nervinés sistemos reik§me reguliuo-
jant jvairias Sirdies funkcijas, vidusieniniai neuronai gali biiti laikomi poten-
cialiais Sirdies ir kraujagysliy ligy gydymo taikiniais. Naujausi tyrimai parodé
gerus rezultatus taikant nerviniy rezginiy abliacijg kairiajame prieSirdyje ir
aplink plauciy venas gydant prieSirdziy virpéjima [83].

Be to, gydant Sirdies ir kraujagysliy ligas, galimas ir uz§irdinis autono-
minés Sirdies inervacijos moduliavimas. Tarp naujy neinvaziniy ar mazai
invaziniy gydymo metody minétina: inksty denervacija, nugaros smegeny
stimuliacija ir tiesioginé klajoklio nervo stimuliacija. Sie metodai laikomi
galimais arterinés hipertenzijos ir Sirdies nepakankamumo gydymo btdais
bei perspektyviomis nefarmakologinémis antiaritminémis strategijomis prie-
Sirdziy ir skilveliy aritmijoms gydyti [81].

Eksperimentiniai duomenys rodo, kad ir klajoklio nervo, ir nugaros
smegeny stimuliacija gali mazinti skilveliniy aritmijy daznj. Be to, simpatinio
poveikio silpninimas abliuojant kaklinj kriitininj (Zvaigzdinj) mazgg taip pat
mazina skilveliniy aritmijy daznj ir gali biiti naudingas pacientams, sergan-
tiems paveldimais aritmijy sutrikimais, pvz., ilgojo QT sindromu ir katecho-
laminergine polimorfine skilveline tachikardija [84].

1.6. SVNS vaidmuo Sirdies ir kraujagysliy ligy patofiziologijai

Sirdies vidusieniné nerviné sistema yra labai svarbi jvairiy Sirdies ir
kraujagysliy sistemos patologiniy biikliy (iSeminés Sirdies ligos, aritmijy,
Sirdies nepakankamumo, hipertenzijos) patogenezei, bei tais atvejais, kai
dirbtinai nutraukiama Sirdies centrinés nervy sistemos inervacija i Sirdj (pvz.,
po §irdies transplantacijos). Sios sudétingos sistemos reguliaciniai sutrikimai
dazniausiai sukelia padidéjusi simpatinj aktyvumg ir sumazéjusj Sirdies
parasimpatin] atsaka ir prisideda prie neigiamos sergamumo bei mirtingumo
prognozes [85].

Keletas tyrimy parodé¢, kad jvairios Sirdies ligos sukelia patologinius
vidusieniniy neurony pokycius. ISemin¢ Sirdies liga neigiamai veikia mio-
karda dél deguonies triikumo, o nervy remodeliavimasis vyksta kritinés
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lastos bei centrinés nervy sistemos lygmenyse ir vidusieniniuose neuronuose
[57, 86]. Hopkins su kolegomis [86] irodé, kad esant Sirdies iSemijai, trec-
dalyje vidusieniniy neurony yra inkliuzy, nustatomas stiprus neurony padide-
jimas (66 x 54 pum; lyginant su 40 x 34 um normaliy neurony) ir degenera-
ciniai jy dendrity bei aksony poky¢iai. Be to, paskelbti pastaryjy mety tyrimai
parod¢, kad patyrusiy miokardo infarkta gyviiny vidusieniniai neuronai tur¢jo
padidéjusi neurony jaudruma, pakitusi sinapsiy efektyvuma ir adaptyvy
neurocheminiy fenotipy persitvarkyma bei Sirdies vidusieninés nervinés sis-
temos neuromoduliacija [87, 88]. Atrodo, kad SVNS per pirmas 7 miokardo
infarkto dienas i$ esmés pertvarkoma ir anatominiame, ir funkciniame lygme-
nyje. Po miokardo infarkto, infarkta supancioje srityje, uzdegiminés laste-
lés — jskaitant makrofagus ir miofibroblastus — vaidina pagrindinj vaidmenj
gaminant nervy augimo faktoriy (angl. nerve growth factor, NGF), todél
atsiranda nerviniy skaiduly Sakojimasis ir simpatin¢ hiperinervacija [87].
Ilgalaikeé nekontroliuojama simpatinés nervy sistemos veikla prisideda prie
miokardo pazeidimo, sistolinés disfunkcijos bei mirtiny aritmijy.

Irodyta, kad neurohormoniné¢ aktyvacija (simpatinés sistemos peraktyvi-
nimas ir renino-angiotenzino-aldosterono sistemos sutrikimai) vaidina pa-
grindinj vaidmen] Sirdies nepakankamumo patofiziologijoje. Sirdies nepa-
kankamumu serganciy pacienty tyrimai parod¢ teigiama koreliacijg tarp
mirtingumo ir epinefrino koncentracijos plazmoje. Jdomu tai, kad epinefrinas
iSsiskiria ne tik i§ simpatinés antinksciy sistemos [89], bet ir pacioje Sirdyje
yra katecholaminus sintetinan¢iy neurony populiacija, sudaranti viding adre-
nergine sistema [90]. Remiantis literatiira [92] galima teigti, jog ankstyvoje
Sirdies nepakankamumo stadijoje esminiy Sirdies vidusieninés nervinés siste-
mos funkcijos pokycCiy néra. Taciau Sios ligos progresavimas sukelia Sirdies
lasteliy ir neurony hipertrofija, neuronai zZymiai sunkiau sujaudinami, o
Sirdies lastelés tampa edemiskos [93]. Sie poky¢iai veikia neurony rysj, trikdo
mazgy funkcijg ir silpnina nervinio rezginio neurotransmisija. Naudojantis
tachikardijos sukelto Sirdies nepakankamumo modeliu buvo jrodyta, kad
vidusieniniy neurony atsakas i jy nikotino receptoriy aktyvavimga pakito [90],
o Sirdies nepakankamumu sergantiems pacientams Zymiai sumaz¢jo vidusie-
niniy neurony skaicius [94]. Be to, kai kurie tyrimai rodo, kad Sirdies nepa-
kankamumas sumazina Sirdies uzmazginiy parasimpatiniy neurony lasteliy
jaudruma, taciau padidina Igsteliy jaudrumg Sirdies uzmazginiuose simpati-
niuose neuronuose. Atrodo, kad Sie poky¢iai priklauso nuo N tipo Ca** kanalo
moduliacijos [95, 96].

Po Sirdies persodinimo prarandama iSoriniy Sirdies neurony kontrolé, o
Sirdies veikla moduliuoja vidusieninis nervinis tinklas. D¢l Sios priezasties
vietoje Sirdies denervacijos vartojamas terminas ,,decentralizacija po trans-
plantacijos“ [97, 98]. Si biiklé taip pat sukelia vidusieniniy neurony membra-
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ny pokycius, dél kuriy gali padidéti jaudrumas ir iSlikti sinapsiné neuro-
transmisija nerviniame rezginyje [99]. Toks vidusieniniy neurony prisitaiky-
mas atspindi jy pastangas kompensuoti prarasta centrinés nervy sistemos
moduliuojancia itaka. Be to, Sirdies chirurginés proceduros (pvz., voztuvy
procediiros, igimtos rekonstrukcijos, pertvaros defekty taisymas) gali pakeisti
ir Sirdies vidusieninés nervinés sistemos veiklg. Tai susije su pjuviais,
padarytais tose vietose, kurios tankiai iSraizgytos vidusieniniais mazgais [37].

Yra keletas kity Sirdies vidusieninés nervinés sistemos vaidmens Sirdies
ir kraujagysliy patologijoje pavyzdziy. Vienas jy — Chago liga, kai paste-
bimas didelis vidusieniniy neurony praradimas [100]. PanaSiai yra sergant
cukriniu diabetu, kai buvo pastebétas Nislio medziagos praradimas vidusie-
niuose neuronuose [101].
vidusieninei nervinei sistemai gali biiti taitkomas ne tik prieSirdziy virpéjimui
gydyti, bet ir simptominei klajoklio nervo kilmés bradikardijai koreguoti,
ypac¢ kada ji vyksta su paroksizminémis tachiaritmijomis. Meng ir kolegos
[102] istyre 110 pacienty, kuriems buvo nustatyti dazni prieslaikiniai skilve-
liy susitraukimai arba paroksizminé supraventrikuliné tachikardija kartu su
klajoklio nervo bradikardija. Tyrimas parod¢, kad deSiniojo priesirdzio virSu-
tinés tus¢iosios venos—aortos srities nervinio rezginio modifikacija, atlickama
kartu su jprastine tachiaritmijos kateterine abliacija, reikSmingai pagerino
elektrofiziologinius sinusinio prieSirdzio mazgo ir prieSirdinio skilveliy
laidumo rodiklius, padidino vidutinj ir minimaly Sirdies susitraukimy daznj,
sumazino Sirdies ritmo lét¢jimo rodiklius bei sinkopiy daznj ir dar labiau
pagerino pacienty gyvenimo kokybe negu vien tik izoliuota tachiaritmijos
abliacija. Sie rezultatai rodo, kad selektyvus ir anatomigkai kryptingas povei-
kis konkreciam Sirdies autonominés inervacijos taikiniui gali turéti aiskig
kliniking nauda [102].

Svarbu tai, kad autoriai pasirinko supaprastintg deSiniojo prieSirdzio
strategija, nukreipta 1 virSutineés tus¢iosios venos ir aortos srities nervinj rez-
ginj (Ao-SVC GP). Straipsnyje §i sritis apibiidinama kaip svarbus klajoklio
nervo skaiduly patekimo |} prieSirdziy nervinius rezginius taskas, per kurj
nemaza dalis ] prieSirdzius nukreipty klajoklio nervo skaiduly pasiekia kitus
priesirdziy nervinius mazgus [11, 102—104]. Ankstesni klinikiniai ir elektro-
fiziologiniai tyrimai taip pat rodo, kad priesirdzio rezginiy modifikacija gali
pagerinti sinusinio prieSirdzio mazgo funkcija, prieSirdinio skilvelio mazgo
laiduma ir §irdies susitraukimy daznj [105-108]. Sie duomenys papildo
disertacijoje akcentuojama sampratg, kad Sirdies vidusieniné nerviné sistema
yra topografiskai organizuota, o jos nerviniai mazgai ir rezginiai iSsidéste
nevienodai, daugiausia funkciSkai svarbiose Sirdies srityse. Todél Sis klini-
kinis tyrimas netiesiogiai sustiprina anatominj argumenta, jog tiksli nerviniy
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Sirdies struktiiry vieta yra reikSminga ne tik morfologiniu, bet ir terapiniu
pozitriu.

Taciau $io tyrimo rezultatus biitina vertinti kritiSkai. Patys autoriai nuro-
do, kad tyrimas buvo atliktas viename centre, imtis buvo palyginti nedidele,
o nei optimali pacienty atranka, nei galutiniai rezginio modifikacijos efekty-
vumo kriterijai dar néra galutinai standartizuoti. Nors Ao-SVC GP modifi-
kacija pagerino bradikardijos rodiklius ir klinikinius simptomus, taciau ji
netur¢jo reikSmingos jtakos prieslaikiniy skilveliy susitraukimy ar paroksiz-
minés supraventrikulinés tachikardijos pasikartojimui. Autoriai pabréZzia, kad
ilgesnéje perspektyvoje galimas autonominés inervacijos atsistatymas, todél
reikalingi ilgesnés trukmés stebéjimai. D¢l Siy priezas¢iy Meng ir kolegy
darbas [102] labiau patvirtina principing galimybe selektyviai moduliuoti
SVNS, negu galutinai jrodo vieno konkretaus abliacijos taikinio universalia
kliniking vertg.

1.7. Sirdies mazZos intensyviai fluorescuojancios Igstelés

Mazos intensyviai fluorescuojancios (MIF) Iastelés apibuidinamos kaip
katecholaminus sintetinancios Igstelés, esancios zinduoliy simpatiniuose
nerviniuose mazguose, Sirdyje ir kitose organizmo vietose. Jy pavadinimas
siejamas su rySkia fluorescencija, nustatoma specialiai apdorotuose audi-
niuose. Senesn¢je literattiroje Sios lastelés buvo vadinamos chromafininémis
lastelémis dél jy rySio su chromo turinciais dazais. Elektroninés mikrosko-
pijos tyrimuose jos apibiidinamos kaip granuliy turincios lastelés [109].
Imunohistochemiskai MIF lastelés dazniausiai identifikuojamos pagal didele
katecholaminy koncentracijg ir tirozino hidroksilazés ekspresija, todél Sis
fermentas laikomas vienu patikimiausiy jy Zymeny.

Literattiroje dazniausiai iSskiriami du MIF lasteliy tipai, besiskiriantys
tiek morfologija, tiek, tikétina, funkcine reikSme [109—110]. I tipo MIF laste-
lés dazniausiai aptinkamos pavienés, turincios ilgas ataugas ir sandara prime-
nancios tarpinius neuronus [111-113]. Dél to, kad jy ataugos tesiasi iki
gretimy pagrindiniy neurony kiiny, keli autoriai yra iskéle prielaida, jog Sios
lastelés gali tiesiogiai dalyvauti vietiniame nervinés reguliacijos procese
[114-120]. Sig sampratg papildo duomenys, rodantys triptofano hidroksilazés
ekspresija MIF lastelése, leidzianCig svarstyti ir galimg jy dalyvavima
serotonerginéje neuromoduliacijoje [121]. Kadangi serotoninas siejamas su
Sirdies susitraukimy daznio, susitraukimo jégos ir atsipalaidavimo reguliacija
bei su chemiskai jautriy nerviniy galiiniy aktyvinimu ir kraujagysliy tonuso
kaita, todél tikétina, kad MIF lasteliy funkcinis vaidmuo gali biti platesnis,
nei tik katecholaminy kaupimas ar i§skyrimas [122—125]. Be to, kai kurie
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autoriai, remdamiesi miego kiinelio pagrindiniy lasteliy citocheminémis,
morfologinémis ir inervacinémis savybémis, I tipo MIF lgsteléms priskiria
galimg juntamaja funkcija [106—107].

II tipo MIF lastelés prieSingai — dazniausiai sudaro kompaktiSkas apva-
lias sankaupas, neturi ilgy ataugy ir literatiiroje dazniau siejamos su endo-
krinine funkcija [128]. Tokia interpretacija grindziama keliomis nuosekliai
apraSytomis ypatybémis: tankiai susitelkusiomis katecholaminy granulémis
citoplazmoje [129], membrana apribotomis granulémis ultrastruktiiriniu lyg-
meniu [130], artimu rySiu su fenestruotais kapiliarais [109] ir panasumu |
chromafinines lgsteles pagal kilme, morfologija bei monoaminy sudeétj [131].
Todél literatiros duomenys leidzia teigti, kad II tipo MIF lastelés gali veikti
kaip lokaliai ar sistemiskai aktyvias medziagas iSskiriancios lastelés.

Nors abiejy tipy MIF lasteliy morfologiniai ir citocheminiai poZymiai
literatliroje apraSyti gana nuosekliai, taciau tikslus jy funkcinis vaidmuo
Sirdyje iSlieka diskutuotinas. Dabartiniai duomenys leidzia teigti, kad I tipo
MIF lastelés labiau sietinos su vietine neuromoduliacija ar net juntamaja
funkcija, o II tipo — su endokrinine ar parakrinine veikla. Taciau Sios prielai-
dos vis dar reikalauja iSsamesnio funkcinio pagrindimo.

1.8. Sirdies nervinés galiinés

Miller ir Kasahara [132] Sirdies juntamasias nervines galtines suskirste |
3 skirtingus tipus: tinklelio formos (angl. end-net), sudétingas neinkapsu-
liuotas galtines ir retas inkapsuliuotas galiines. Klasikingje Sirdies neuroana-
tomijos literatiiroje neinkapsuliuotos galiinés apibuidinamos kaip iSsiSakoju-
sios juntamyjy nervy skaidulos, kuriy iSsiSakojimas sudaro puoksciy tipo
(angl. flower-spray) strukturas. Jy sandara skiriasi nuo tinklelio formos ir
inkapsuliuoty galiiniy. Tinklelio formos galiinés buvo apibiidintos kaip keliy
tariamai skirtingy mielininiy skaiduly Sakoty ataugy junginiai, o sudétingos
neinkapsuliuotos galiinés — kaip atskiros, gausiai iSsiSakojusios vidutinio arba
didelio skersmens nerviniy skaiduly struktiiros, pasizymincios didele formos
ir dydzio jvairove [132]. Sirdyje $ios galiinés gausiausiai istirtos priesirdziy
endokarde, ypa¢ didziyjy kraujagysliy Sakny srityse ir tarppriesirdinéje per-
tvaroje, tod¢l jos buvo siejamos su baroreceptoriams arba tempimo recepto-
riams biidingomis struktiiromis [132].

Terminas puoks$¢iy tipo pirmiausia apibiidina Siy galtiniy morfologija:
viena aferentiné nerviné skaidula gale i$siSakoja j kelias smulkesnes Sakeles,
kurios jungiamajame audinyje iSsidésto kaip puoksté. Cheng ir bendraautoriai
[26], zymédami klajoklio nervo aferentines skaidulas Dil injekcijomis i
klajoklio nervo apatinj mazga po virSmazginés deaferentacijos ir tirdami
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ziurkés priesirdziy iSklotiniy preparatus konfokaline mikroskopija, nustate,
jog klajoklio nervo aferentinés skaidulos endokardo jungiamajame audinyje
sudaro ir puokséiy tipo, ir tinklelio formos galiines. Sie autoriai pabrézé, kad
Ju aprasytos puoksciy tipo galinés morfologiskai atitinka senesnéje literati-
roje aprasytas sudétingas neinkapsuliuotas nervines galiines [26].

Panasios struktiiros aprasytos ir kitose Sirdies bei kraujagysliy sistemos
refleksogeninése srityse. Cheng ir bendraautoriai [133] ziurkés aortos lanke
nustate klajoklio nervo aferentiniy skaiduly strukttiras, susijusias ir su chemo-
recepcinémis, ir su barorecepcinémis funkcijomis. Shenton ir bendraautoriai
[134] puoksciy tipo galiines ir tinklelio formos galiines iSskyré kaip dvi
morfologiSkai skirtingas juntamyjy galiiniy rusis ziurkés Sirdyje. Puoksciy
tipo nervinés galiinés buvo nustatytos pasitelkiant metileno mélynojo dazymo
technikg ir vizualizuotos dazniausiai kaip netaisyklingos, apie 100 pum skers-
mens struktiiros. Kazci ir bendraautoriai [135], taikydami transgeninj
Phox2b-Cre::tdTomato modelj, parodé, kad klajoklio nervo mazgo aferenti-
nés skaidulos pelés Sirdyje sudaro j puoksciy tipo ir tinklelio formos galiines
panasias struktiiras. Be to, Murakami ir bendraautoriai [136] pateiké trima-
Cius ultrastruktiirinius duomenis apie puoksciy tipo galtines ziurkés miego
kiinelyje, kuris yra klasikin¢ barorecepciné sritis.

Puoksciy tipo nerviniy galiiniy dazniausiai randama mechaniskai akty-
viose §irdies ir kraujagysliy sistemos vietose. Sirdyje jos tradiciskai siejamos
su priesirdziy epikardu, endokardu, po endokardu esanciu jungiamuoju audi-
niu, veninio anéio sritimis ir tarppriesirdine pertvara. Siuolaikiniai molekuli-
niai tyrimai taip pat rodo, kad klajoklio nervo juntamieji neuronai yra nevie-
nalyté sistema, kurioje interoceptiné informacija koduojama pagal organa,
audinio sluoksnj ir dirgiklio pobtdj. Dél Sios priezasties puoksc¢iy tipo nervi-
nés galiinés turéty biiti vertinamos kaip viena morfologiskai atpazjstama §ios
sudétingos aferentinés sistemos dalis, o ne kaip vienalyté receptoriy popu-
liacija [137].

1.9. Sirdies refleksogeninés zonos

Sirdies refleksogeninés zonos gali biti apibiidinamos kaip funkciskai
specializuotos Sirdies ir prie jos esan¢iy didziyjy kraujagysliy neuroanato-
mingés sritys, kuriose i$sidéste Sirdies receptoriai, juntamosios nervinés galii-
nés, vidusieniniai neuronai, o autonominiai nerviniai keliai registruoja Sirdies
ertmiy slégio, kraujo tiirio, miokardo tempimo, sienos deformacijos ir
vietinés cheminés terpés poky&ius [1, 25, 138—142]. Sios zonos néra grieztai
apribotos anatominés struktiiros; veikiau tai topografiSkai nevienodai i8si-
deéste recepciniai laukai, apimantys veny—priesirdziy jungtis, tus¢iyjy ir plau-
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tiniy veny ziotis, prieSirdziy ir skilveliy endokarda, skilveliy miokarda ir
epikarda, vainikiniy kraujagysliy sritis, aortos Saknj ir aortos lanka bei sritis,
susijusias su vidusieniniais nerviniais mazgais ir rezginiais [26, 133135,
138, 139, 143, 144 ]. Per siuos recepcinius laukus klajoklio nervo aferentinés
skaidulos, nugariniy nervy mazgy neurony periferinés ataugos ir vidusieninés
aferentinés struktiiros perduoda informacijg apie mechaning ir metaboline
Sirdies biiklg centriniams bei periferiniams autonominiams tinklams [1, 4, 25,
141, 145]. Klajoklio nervo Sirdinés aferentinés skaidulos, kuriy neurony
kiinai daugiausia yra apatiniame klajoklio nervo mazge, perduoda informa-
cijg | atskirojo laido branduolius ir dalyvauja refleksiskai reguliuojant Sirdies
susitraukimy daznj, miokardo susitraukimo jéga, vazomotorinj tonusa, inksty
simpatinj aktyvuma ir vazopresino iSsiskyrima [134, 141, 144—146]. Nugari-
niy nervy mazgy Sirdinés aferentinés skaidulos labiau siejamos su simpatiniy
refleksy aktyvacija ir nocicepciniy signaly perdavimu, todél yra ypac svar-
bios iSemijos, uzdegiminés stimuliacijos ir Sirdies skausmo mechanizmams
aiSkinti [1, 25, 35, 145]. Morfologiniu pozitriu Sirdies refleksogeninése srity-
se nustatomos jvairios terminalinés nervinés struktiros, tinklelio formos ir
puokstes tipo bei | intraraumeninius masyvus panasios galiinés, taciau jy
funkciné reikSmé néra vienoda ir ne visais atvejais galutinai jrodyta [26, 134,
135, 146]. Todel Sirdies refleksogenines zonas tikslinga laikyti integruotais
juntamaisiais autonominiais domenais, kuriuose uzsirdinés klajoklio nervo ir
nugariniy nervy aferentinés skaidulos, vidusieniniai nerviniai mazgai ir
vietiniai neuroniniai tinklai kartu palaiko Sirdies ir kraujagysliy homeostaze
bei moduliuoja Sirdies funkcija fiziologijos ir patologijos salygomis.

1.10. SVNS ir prieSirdZiy natriurezinj peptida
sintezuojantys kardiomiocitai

Sirdis yra polipeptidinius hormonus sintetinantis organas, todél ji taip pat
gali bti priskiriama endokrininiams organams. Sirdies gaminamy hormony
biologinis poveikis tiksliniams organams — dalyvaujantiems organizmo skys-
Ciy tirio, slégio ir cheminés sudéties reguliacijos procesuose — pagrindzia
Sirdies kaip endokrininio organo funkcinj rysj su kitomis homeostaze¢ palai-
kanc¢iomis sistemomis. Endokrininé Sirdies funkcija daugiausia siejama su
priesirdziy ausytémis, taiau endokrininiy savybiy turin¢iy lgsteliy aptinkama
ir kitose Sirdies struktiirose: priesirdziy, skilveliy ir tarpskilvelinés pertvaros
miokarde bei periferinés Sirdies laidZiosios sistemos dalyse. Tankiai iSsidés-
¢iusios mioendokrininés lastelés sudaro endokrining Sirdies dalj ir formuoja
funkcinius vienetus, atsakingus uz jvairiy polipeptidiniy hormony sinteze.
Svarbiausias 18 jy yra prieSirdziy natriurezinis peptidas (PNP), dar vadinamas
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priesirdziy natriureziniu faktoriumi, atliekanciu reikSmingg jtaka reguliuojant
vandens ir elektrolity pusiausvyrg bei arterinj kraujospiidj [147—149]. Kartu
su kitais natriureziniais peptidais — B tipo natriureziniu peptidu (BNP) ir C
tipo natriureziniu peptidu (CNP), gaminamu kraujagysliy endotelyje — PNP
sudaro polipeptidiniy signaliniy molekuliy Seima, dalyvaujancig palaikant
Sirdies ir kraujagysliy sistemos homeostazg. PNP ir BNP yra miokardo
lasteliy iSskiriami hormonai, kuriy sintez¢ lemia tiek fiziologiniai, tiek
patologiniai dirgikliai. Nors jy endokrininis poveikis, susijes su skysciy
homeostazés ir arterinio kraujospiidzio reguliavimu, yra placiai istirtas, taciau
vis daugiau duomeny rodo, kad $iy hormony funkcijos neapsiriboja vien
endokrininiu veikimu. PNP ir BNP taip pat pasizymi reik§Smingu autokrininiu
ir parakrininiu poveikiu Sirdies audiniui bei vainikinei kraujotakai. Sis po-
veikis apima miokardo lasteliy augimo reguliacija, fibroblasty dauginimosi ir
tarplastelinés medziagos kaupimosi slopinima, lasteliy apsaugini priesiSe-
minj — | prieSsalygojima panasy — (angl. preconditioning-like) poveiki, jtaka
vainikiniy kraujagysliy endotelio ir lygiyjy raumeny lasteliy dauginimuisi bei
ju susitraukimui [150, 151]. Be to, padidéjusi PNP koncentracija kraujo
plazmoje laikoma patikimu rodikliu, leidzian¢iu prognozuoti mirties bei
Sirdies ir kraujagysliy jvykiy rizika nepriklausomai nuo tradiciniy rizikos
veiksniy [152].

Remiantis morfologiniy ir fiziologiniy tyrimy duomenimis, tieck Zmogaus,
tiek laboratoriniy gyviiny Sirdyje mioendokrinines lasteles inervuoja gausios
eferentinés ir aferentinés nervinés skaidulos, nervai bei vidusieninés nervinés
lastelés, lemiancios $iy lgsteliy simpating, parasimpating ir juntamaja regu-
liacijg [153].

Kadangi Sirdies transplantacija sukelia persodintos Sirdies denervacija,
todé¢l sutrinka pagrindiniai nerviniai ir humoraliniai mechanizmai, palaikan-
tys normalig natrio ir skys¢iy iSskyrimo adaptacijg pagal jy suvartojima [154].
D¢l Sios priezasties gali padidéti plazmos tiiris ir biiti pazeista normali van-
dens bei mineraliniy medziagy pusiausvyros reguliacija [155]. Be to,
ortotopin¢ Sirdies transplantacija — kai donoro $irdis implantuojama j jprasta
recipiento Sirdies anatomine¢ vieta pasalinus visg ar didzigja dali recipiento
Sirdies — lemia Sirdies mechanoreceptoriuose generuojamos aferentinés infor-
macijos praradimg. Fizinio kriivio metu, kai neuroendokrinine sistemg akty-
vina osmoziniai ir nerviniai veiksniai, Sirdies mechanoreceptoriy aferentiniai
impulsai normaliomis salygomis slopina integracinius centrus pogumburyje
ir pailgosiose smegenyse taip ribodami suzadinimo mechanizmy aktyvacija
[156, 157]. Klinikiniai tyrimai parod¢, kad Sirdies transplantacijos recipienty
plazmoje prieSirdziy natriurezinio peptido koncentracija ramybés blisenoje
yra padidéjusi, o fizinio kriivio metu ji biina reikSmingai — mazdaug du—tris
kartus — didesné nei kontrolinés grupés [155]. Padidéjusi prieSirdziy natriure-
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zinio peptido koncentracija daznai siejama su hipertenzija ir skys¢iy susikau-
pimu, todé¢l po transplantacijos gali iSsivystyti komplikacijos, iSliekancios
kelis ménesius po operacijos [157, 158].

Sirdies transplantacija yra tinkamas eksperimentinis modelis, leidZiantis
vertinti alotransplanto denervacijos poveikj PNP sintezei ir sekrecijai. Siuo
pozitriu ypa¢ informatyvi yra Sirdies ir plauciy transplantacija, nes sudaro
galimybe tirti organo denervacijos jtaka PNP sistemai nesant reikSmingo
bendros priesirdziy audinio masés padidéjimo, budingo ortotopinei dviprie-
Sirdinei Sirdies transplantacijai (angl. orthotopic bi-atrial heart transplan-
tation), kai paliekama dalis recipiento prieSirdziy [159].

Nors gerai zinoma, kad miokardo Igstelés sintetina, kaupia ir iSskiria
PNP, taciau Sirdies autonominés inervacijos vaidmuo inicijuojant PNP sinte-
z¢ ir sekrecijg tebéra diskusijy objektas. Nustatyta, kad Sirdies transplanta-
cijos recipientai fizinio kriivio metu geba sintetinti ir i§skirti PNP j krauja,
tod¢l manoma, kad Sirdies inervacija néra biitina Sio peptido sekrecijai. Tai
leidzia teigti, kad PNP i8siskyrimg reguliuojantys mechanizmai bent i§ dalies
priklauso nuo kity veiksniy ir gali veikti nepriklausomai nuo Sirdies iner-
vacijos [158, 160, 161].

Daugelis tyréjy mano prieSingai. T.y. padidéjusi PNP koncentracija
plazmoje patvirtina hipotezg, jog Sirdies inervacija slopina PNP sekrecijg ir
ramybés biisenoje, ir po iminio kraujo tiirio padidéjimo [159, 162, 163].

Kai kuriy autoriy duomenimis padidéjusi PNP koncentracija plazmoje
Sirdies transplantacijos recipientams gali biiti siejama su po transplantacijos
iSliekancia létine Sirdies deaferentacija [156, 163, 164, 165].

Svarbu pazyméti, kad acetilcholinesterazei pozityviy nervy ir nerviniy
lasteliy bei bendriesiems neurony zymenims imunoreaktyviy nerviniy struk-
tury morfologiniai tyrimai parodé¢, jog Sios strukttiros alotransplantuotoje
Sirdyje iSlieka net iki 63 ménesiy po transplantacijos [166]. Be to, priesirdziy
natriurezinio peptido imunoreaktyvumas miokardo lastelése nustatytas tiek
donory, tiek recipienty Sirdyse. Donoro Sirdyje nustatyti nervai buvo retesni
negu recipiento Sirdyje ir tik retai pasiZyméjo imunoreaktyvumu tirozino
hidroksilazei, somatostatinui, vazoaktyviajam zarnyno peptidui, su kalcito-
nino genu susijusiam peptidui, medziaga P, neurokininams ar acetilcholi-
nesterazei. Nors po Sirdies transplantacijos dauguma uz Sirdie riby esanciy
nervy islieka funkciskai denervuoti, taciau alotransplante vis dar aptinkami
gyvybingi vidusieniniai nervai, o miokardo lastelés iSsaugo gebéjima sinte-
tinti prieSirdZiy natriurezinj peptida [166].

Apibendrinant pateiktus duomenis, biitina paminéti keleta svarbiy jzval-
gu. Nepriklausomai nuo taikomos Sirdies transplantacijos chirurginés techni-
kos — dviejy tusciyjy veny ar standartinés dviprieSirdinés — transplantuota
donoro $irdis patiria uzsirding denervacija, t. y. decentralizacija, nes operaci-
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jos metu Sirdis yra atskiriama nuo visy donoro uz Sirdies esanciy nervy. Kai
transplantacija atliekama standartine dviprieSirdine technika ir didzioji dalis
recipiento prieSirdziy iSlieka nepasalinta, jo organizme iSsaugomas nemazas
kiekis nuosavo priesirdziy audinio, kuris gali ir toliau buti veikiamas jprastos
nervinés reguliacijos. Taciau taikant abu transplantacijos metodus, donoro
Sirdies audiniuose iSlieka vidusieniné nervy sistema, kuri, tikétina, turi jtakos
donoro Sirdies endokrininei funkcijai. PNP sintezés, kaupimo ir sekrecijos
lygis Sirdies transplantacijos recipientams gali biiti labai jvairus ir sunkiai
prognozuojamas net pra¢jus daugeliui mety po transplantacijos. Tai priklauso
nuo keliy veiksniy: iSlikusio recipiento prieSirdziy audinio kiekio, transplan-
tuoto donoro Sirdies audinio, galincio sintetinti ir i§skirti prieSirdZiy natriure-
zinj peptida (PNP), nuo Sirdies vidusieninés nervy sistemos gyvybingumo ir
gausos tiek recipiento priesirdziy, tiek donoro alotransplanto audiniuose.
Siekiant palaikyti optimaliag PNP koncentracijg plazmoje Sirdies transplanta-
cijos recipientams, Sirdies chirurgams svarbu gerai iSmanyti mioendokrininiy
lasteliy pasiskirstymo ypatumus bei tikslia Zmogaus Sirdies vidusieninio
nervinio rezginio topografija. Tai leidzia maksimaliai apsaugoti Sias strukti-
ras ir prie§ transplantacija, ir operacijos metu. ISlikusi gyvybinga Sirdies
vidusieniniy nervy sistema donoro ir recipiento Sirdies audiniuose, tikétina,
yra vienas svarbiausiy veiksniy, padedanciy palaikyti optimaly PNP lygj
Sirdies transplantacijos recipienty organizme.

1.11. Sirdies reinervacija po organo transplantacijos

Neabejotina, kad Sirdies transplantacijos metu nutriiksta visi rySiai tarp
uzsirdings ir vidusieninés nerviniy Sirdies sistemos daliy [167, 168]. Ilga laika
nebuvo fiziologiniy duomeny, patvirtinan¢iy transplantuotos zmogaus Sirdies
reinervacijg. Todél fizinio kriivio metu nustatomas Sirdies minutinio tiirio pa-
did¢jimas pacientams po Sirdies transplantacijos buvo aiSkinamas tik dviem
mechanizmais: padidéjusiu veninio kraujo grizimu ir padidéjusia kraujyje
cirkuliuojanciy katecholaminy koncentracija [169—171]. 20-to a. astunto ir
penkerius metus po Sirdies transplantacijos funkciniu pozitriu reikSminga
Sirdies reinervacija nevyksta, nes net pra¢jus penkeriems metams, daugeliui
pacienty didziausias fizinio kriivio pajégumas ir Sirdies susitraukimy daznio
atsakas | kruivj i8§likdavo maZesni nei normalus [172].

Pirmi patikimi duomenys apie ribotg transplantuotos zZmogaus Sirdies
reinervacija veélyvuoju laikotarpiu po Sirdies transplantacijos (praéjus 3-9
metams) buvo gauti pradéjus Sirdies radionuklidinei vaizdinei diagnostikai
taikyti specifinius simpatiniy eferentiniy skaiduly Zymenis. Naudojant
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pozitrony emisijos tomografija su adrenerginiy nerviniy skaiduly zZymeniu
[11C] hidroksiefedrinu, daugumai pacienty po Sirdies transplantacijos buvo
nustatyta simpatin¢ reinervacija daugiausia priekinés tarpskilvelinés vagos
srityje. Nors ramybés biisenoje hemodinaminiy skirtumy tarp pacienty,
kuriems nustatyta reinervacija, ir pacienty, kuriems ji nenustatyta, nebuvo,
taciau pacienty su reinervacija Sirdies susitraukimy daznis ir kontraktilinis
atsakas ] fizinj kriivi buvo reikSmingai didesnis ir artimesnis sveiky kontro-
liniy asmeny rodikliams [173—176]. Radiologiniais tyrimais nustatyti simpa-
tinés skilveliy miokardo reinervacijos ir beta adrenerginiy receptoriy modu-
liacijos duomenys paneigeé hipotezg, kad pacientams po Sirdies transplanta-
cijos iSlieka nuolatiné Sirdies denervacija [176].

Nors transplantuotos Zzmogaus Sirdies simpatinés reinervacijos mastas
laikui bégant didéja, taciau jis gali labai skirtis tarp pacienty. Be to, jvairiais
laikotarpiais po transplantacijos gali biiti nustatomas ir visiskai nereiner-
vuotas miokardas. Nustatyta, kad Sirdies reinervacijai jtakos turi keli veiks-
niai: klinikiné eiga prie§ operacija, per operacijg ir po jos, donoro ypatybés
bei imunogenetiniai veiksniai [174]. Irodyta, kad reinervacijos mastas
koreliuoja su laiku po operacijos (r = 0,387), donoro amziumi (r = —0,309),
recipiento amziumi (r = —0,243) ir atmetimo epizody dazniu (r =—0,267). Be
to, perioperacinés aortos komplikacijos ir aortos uzspaudimo laikas buvo
atvirksciai susij¢ su transplantuotos Zmogaus Sirdies simpatings reinervacijos
mastu (r = —0,331). Remiantis pateiktais duomenimis, galima teigti, kad
simpatin¢ reinervacija po Sirdies transplantacijos nepriklauso tik nuo pra-
¢jusio laiko. Ji labiau tikétina jaunesnio amziaus donory ir recipienty atvejais,
kai operacija atlickama greitai ir be komplikacijy, o atmetimo epizodai biina
retesni [174, 177].

Pazymétina, kad kai kurie vidusieniniai nervai ilgg laikg po Sirdies trans-
plantacijos iSgyvenusiy pacienty Sirdyse histologiskai buvo nustatyti maz-
daug deSimtmeciu anksciau, negu transplantuoty Sirdziy reinervacija buvo
patvirtinta pozitrony emisijos tomografija naudojant katecholaminy analoga
[11C] hidroksiefedring [170]. Deja, Sie svarbiis anatominiai atradimai tuo
metu nebuvo tinkamai jvertinti nei gydytojy praktiky, nei paciy morfology,
nes vyravo nuomoné, kad normali miokardo inervacija transplantuotoje
zmogaus Sirdyje tikriausiai neatsistato net ir praé¢jus 12 mety po operacijos, o
transplantuotose Sirdyse nustatyti nervai ir nervinés skaidulos galéjo buti kile
tik 1§ iSlikusiy donoro uzmazginiy parasimpatiniy neurony [166, 170].
Ankstyva skilveliy audinio reinervacija taip pat buvo patvirtinta autotrans-
plantuotos Suns Sirdies modeliu pra¢jus vieneriems metams po transplanta-
cijos [178]. Svarbu pazymeéti, kad autotransplantuotoje Suns Sirdyje histolo-
giniais tyrimais buvo nustatyta: vidusieniniy nervy eiga per sitliy linijas,
pakartotinai atsiradusi neuroniné jeiga j miokardg ir Sirdies nerviniy mazgy
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lasteles 1§ uzSirdiniy simpatiniy eferentiniy neurony bei parasimpatiniy
eferentiniy ikimazginiy neurony. Taciau Sie struktiriniai pokyc¢iai neatsispin-
d¢jo nei Sirdies ritmo kintamume, nei skilveliy beta adrenerginiy receptoriy
funkcijoje, nes beta adrenerginiy receptoriy giminingumas ir tankis iSliko
normaliis [178]. Apibendrinant galima teigti, kad transplantuotos Sirdies
reinervacija gali jvykti skirtingu laiku po operacijos, taciau jos mastas ir
pobitdis priklauso nuo daugelio pries tai aptarty veiksniy.

1.12. Sirdies juntamoji inervacija ir transplantacija

Neuroniniai juntamieji mechanoreceptoriai (baroreceptoriai) ir chemore-
ceptoriai yra placiai pasiskirste Sirdies sienelése ir vainikinése kraujagyslése.
Jy suzadinimas lemia jvairias refleksines Sirdies ir kraujagysliy sistemos
reakcijas [179]. Sirdies chirurginés intervencijos gali i§ esmés pakeisti
aferentiniy neurony gebé¢jima priimti ir perduoti informacija apie Sirdies
mikroaplinka, nes pooperaciniu laikotarpiu pakinta visa Sirdies neuroninés
reguliacijos hierarchija, atsakinga uZz signaly i$ Sirdies audiniy integracijg ir
perdavima [180].

Po Sirdies transplantacijos atsirandanti Sirdies aferentiniy nervy dener-
vacija keicia fiziologinj organizmo atsaka i fizinj kraivj. Nustatyta, kad trans-
plantacijos recipientams fizinio kriivio metu noradrenalino koncentracija yra
reikSmingai didesné, nors ir pradiné Sio mediatoriaus koncentracija Sios
grupés veniniame kraujyje taip pat buvo didesné (p <0,05; dispersiné
analiz¢). Manoma, kad padidé¢jes simpatinis aktyvumas yra kompensacinis
atsakas ] pakitusig Sirdies funkcijg, atsirandancig dél toninio simpatinés
veiklos slopinimo netekimo, nulemto Sirdies receptoriy degeneracijos [181].

Po Sirdies transplantacijos baroreceptoriy, esanciy Sirdies skilveliy sieno-
se, aferentiné denervacija gali sutrikdyti refleksing vazodilatacijg ir paveikti
kraujo tiirio homeostazg ir arterinio kraujospiidzio reguliacija bei prisidéti
prie hipervolemijos ir arterinés hipertenzijos iSsivystymo [182, 183]. Nusta-
tyta, kad pacientams po Sirdies transplantacijos kraujosptuidZio pereinamieji
poky¢€iai pasizymi sistolinio kraujospiidzio sumaZzéjimu ir maZesne jo
atsikiirimo tendencija lyginant su sveikais asmenimis. Tafiau duomenys,
rodantys normalius kraujospiidZio pereinamuosius pokycius esant ryskiai
Sirdies aferentiniy nervy denervacijai po transplantacijos, vercia abejoti
vidusieniniy, ypac skilveliy sienoje esanciy, receptoriy reikSme refleksiniam
kraujospiidziui reguliuoti [184].

Taip pat sukaupta pakankamai duomeny, jrodanciy, kad po Sirdies
transplantacijos atsiradusi Sirdies aferentiniy nervy denervacija keicia orga-
nizmo atsakg | laipsniskai didinamg neigiamg apatinés kiino dalies slégj, t. y.
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ir 1 kardiopulmoniniy baroreceptoriy mechaninés apkrovos sumazéjima.
Taikant neigiamg apatinés ktno dalies slégj (—10, —20 ir 40 mm Hg),
pacienty po Sirdies transplantacijos vidutinio arterinio kraujospiidzio, dilbio
kraujagysliy pasiprieSinimo ir norepinefrino koncentracijos plazmoje atsakai
buvo gerokai silpnesni negu sveiky asmeny. Svarbu pazyméti, kad susilp-
néjes atsakas ] laipsniskai didinama neigiamg apatinés kiino dalies slégj néra
susijes su imunosupresiniais vaistais, vartojamais po Sirdies transplantacijos,
nes pacientams po inksty transplantacijos, gydytiems panaSiu rezimu, buvo
nustatytas sustipréjes dilbio kraujagysliy vazokonstrikcinis atsakas [185].

Ankstesni tyrimai parodé¢, kad Sirdies aferentiniy nervy aktyvinimas
zmogui sukelia itin specifiska refleksinj poveikj regioninio vazomotorinio
tonuso reguliacijai. Chemiskai jautriy skilveliniy aferentiniy nervy aktyvi-
nimas gali sukelti arba difuzine refleksing vazodilatacija, apimancia visy
galiiniy griauciy raumeny kraujotaka, arba labai specifiSka vazodilatacija,
apsiribojancig palyginti nedideliu dilbio kraujagysliy baseinu. PavyzdZziui,
pacientams, kuriy skilveliy inervacija buvo islikusi, ] vainikines arterijas
suleidus Renografino, buvo nustatytos priesingos krypties kraujagyslinés
reakcijos dilbyje ir blauzdoje: dilbio kraujagysliy pasiprieSinimas sumazg¢jo
(nuo 50+ 11 iki 31 + 8 vienety), o blauzdos kraujagysliy pasiprieSinimas
padidéjo (nuo 42 + 7 iki 59 £ 9 vienety; p < 0,05 lyginant blauzda su dilbiu).
Po Sirdies transplantacijos dilbio vazodilatacija paprastai iSnyksta, o tai rodo,
kad §i reakcija yra refleksiné ir jg sukelia skilveliy aferentiniai nervai. Jdomu
tai, kad blauzdos vazokonstrikcija gali islikti net ir po skilveliy deaferenta-
cijos. Tai leidzia teigti, kad Sig reakcija lemia kiti mechanizmai, o ne skilveliy
aferentiniy nervy aktyvinimas — galbiit sinoaortiniai baroreceptoriai [186].

Viena i§ klinikiniy Sirdies denervacijos pasekmiy yra Sirdies kilmés
skausmo jutimo i¥nykimas pacientams po $irdies transplantacijos. Sj reiskinj
daugiausia lemia transplantacijos metu nutraukiami skilveliy simpatiniai
aferentiniai nervai, kurie jprastai perduoda Sirdies skausmo signalus [187].

Taciau literatiiroje nuolat apraSomi pacientai, kuriems po Sirdies trans-
plantacijos pasireiSkia krutinés skausmo sindromas [187, 188]. Jeigu S$is
skausmas yra Sirdines kilmés, tai reiksty, kad juntamaja informacija i8 Sirdies
perduodantys aferentiniai nervai bent i§ dalies yra reinervave transplantuota
sirdj.

Eksperimentiniai tyrimai su Sunimis, kuriems kairiojo skilvelio junta-
mieji receptoriai, susij¢ su klajoklio nervo aferentinémis skaidulomis, buvo
chemiskai stimuliuojami kriptenaminu (lot. Vevatrum album, baltojo ¢emerio
alkaloido ekstraktu), parodé, kad per pirmus dvejus metus po transplantacijos
aferentiné reinervacija pasitaiko retai, taCiau ilgalaikéje perspektyvoje
(pragjus 8—12 mety) autotransplantuotoje Sirdyje iSsivysto plati aferentine
reinervacija. Dél Sios priezasties atsikuria palyginti normaliis kardiopulmo-
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niniai barorefleksiniai atsakai i kraujo ttrio padidéjimg [189]. Tyrimai su
zmoneémis, kai buvo registruojami refleksiniai atsakai, sukeliami stimuliuo-
jant skilveliy chemoreceptorines galtines selektyviai suleidZiant rentgeno-
kontrasting medziagg (meglumino diatrizoatg) i desiniaja ir kairigja vaini-
kines arterijas, leidzia teigti, kad klajoklio nervo Sirdies aferentiniy nervy
reinervacija po Sirdies transplantacijos gali jvykti ne anksciau kaip praéjus
6 metams po operacijos [190, 191]. Panasiis duomenys gauti ir tiriant skilve-
liy simpatinius aferentinius nervus, kurie gali biiti susij¢ su anginos pasireis-
kimu pacientams po Sirdies transplantacijos ir kurie ilgainiui, kartu su simpa-
tinémis nervinémis skaidulomis, reinervuoja donoro Sirdj. Svarbu pazyméti,
kad Sirdies transplantacijos recipientams, sergantiems vainikine Sirdies liga,
anginos pasireiSkimas yra tiesiogiai susij¢s su miokardo iSemija [187].

Po transplantacijos vélyvuoju laikotarpiu (49 + 18 mén.) pacientams
atsistojus pastebimas atsinaujings, nedidelis ir véluojantis padidéjes Sirdies
susitraukimy daznis (iki 12 + 8 k./min.) rodo atsiradusig aferenting reinerva-
cija, kurios visiskai néra ankstyvuoju laikotarpiu (2 = 2 mén.) po transplan-
tacijos. I[domu tai, kad Sirdies susitraukimy daznio padidéjimo amplitudziy
jvairové nustatyta tik vélyvuoju po transplantacijos laikotarpiu tirtiems
pacientams — jy Sirdies susitraukimy daznis galéjo padidéti nuo 6 + 3 k./min.
iki 28 + 5 k./min., t. y. kai kuriais atvejais Sis atsakas buvo panasus j sveiky
asmeny. Nors dauguma autoriy vélyvuoju po transplantacijos laikotarpiu
atsirandant] Sirdies susitraukimy daznio atsakg sieja su simpatine Sirdies
reinervacija, taciau neatmetama galimybe, kad ji gali lemti ir vidusieniniai
mechanizmai [184].

Duomenys apie Sirdies denervacijg ir jvairius refleksinius kardiopulmo-
ninius atsakus pacientams po Sirdies transplantacijos leidzia teigti, kad
daugeliu atvejy po transplantacijos islieka Sirdies vidusieniniai nerviniai
mazgai. Kadangi Sie mazgai, daugiausia iSsidéste abiejy priesirdziy pavirsiuje
ir apima jvairiy tipy nervines lasteles, taip pat juntamuosius ir vietinés
grandinés neuronus [31, 180, 192], galima daryti prielaida, kad jie yra svarbiis
palaikant vietinius Sirdies ir kraujagysliy refleksus donoro Sirdyje bent iki tol,
kol vélyvuoju po transplantacijos laikotarpiu recipiento aferentinés nervines
skaidulos reinervuoja transplantuotg Sirdj. Tuomet vidukritiniai refleksai,
apimantys neurony hierarchijg Sirdies nerviniuose mazguose ir vidukriitini-
niuose uzsirdiniuose nerviniuose mazguose, pradeda koordinuotai veikti
kartu su centriniais neuronais, esanciais nugaros smegenyse, smegeny kamie-
ne bei priekiniy smegeny centriniuose regionuose, ir taip uztikrina Sirdies
minutinio tiirio reguliacijg kiekvieno Sirdies susitraukimo metu. Todé¢l Aroros
su bendraautoriais [192] pasiiilymas denervuota donoro §irdj vadinti decen-
tralizuota, o ne aferentiskai denervuota, laikytinas pagristu.
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1.13. Sirdies skausmo kilmés ir plitimo mechanizmai

Sirdies skausmas yra sudétingas visceralinés jutimo sistemos reiskinys,
kurio negalima aiSkinti vien tik tiesioginiu rySiu tarp audinio pazaidos dydzio
ir skausmo intensyvumo. Nors $irdis yra gausiai inervuotas kriitinés lastos
organas, visgi ji pasizymi santykiniu nejautrumu létiniam mechaniniam
poveikiui. Nguyen [193] pabrézia paradoksa, kad progresuojanti miokardo
hipertrofija, skilveliy dilatacija ar fibroz¢ daznai ilgg laika nesukelia aiSkaus
skausmo, o nocicepcija iSryskéja daugiausia iimiy bukliy metu, ypa¢ esant
iSemijai ar uzdegimui. Sis neatitikimas tarp struktiirinio persitvarkymo ir
samoningo skausmo suvokimo leidzia teigti, kad Sirdies juntamieji signalai
yra ne tiesiog silpni, bet selektyviai moduliuojami periferiniuose ir centri-
niuose lygiuose [29, 193, 194].

Dabartiniai duomenys rodo, kad Sirdies juntamoji inervacija organizuota
bent dviem funkciskai skirtingais aferentiniais keliais. Vieng jy sudaro kla-
joklio nervo aferentinés nervinés skaidulos, kylancios i§ klajoklio nervo jun-
tamyjy mazgy ir daugiausia perduodancios zemo slenks¢io mechanosenso-
rin¢ informacijg apie Sirdies prisipildyma, sienelés tempimg ir homeostazing
bukle. Kita kelig sudaro kriitininiai nugariniai visceraliniai aferentai, kuriy
neurony kiinai yra nugariniy mazgy srityje ir kurie daugiausia dalyvauja per-
duodant iSemijos, uzdegimo bei metaboliniy pokyc¢iy sukeltus nocicepcinius
signalus. Biitent Sie didelio slenkscio aferentai yra siejami su tipiniu stenokar-
diniu skausmu ir jo plitimu j kriiting, kakla, petj bei virSuting galting [29, 193,
194]. Todel Sirdies skausmas yra ne vien periferinis reiskinys, bet ir specifinio
aferentiniy srauty atrankos rezultatas.

Svarbu tai, kad abu minéti aferentiniai keliai skiriasi ne tik topografija,
bet ir dirgikliy selektyvumu. Nguyen [193], remdamasis Foreman ir bendra-
autoriais [194], Pan ir bendraautoriais [195] bei Pan ir Chen [196], nurodo,
kad nugariniai Sirdies nociceptoriai dazniau aktyvinami metaboliniy ir che-
miniy veiksniy, negu létai progresuojancios mechaninés deformacijos. Tuo
tarpu klajoklio nervo mechanosensoriniai aferentai perduoda toning arba létai
kintan¢ig informacija, svarbig refleksinei Sirdies ir kraujagysliy sistemos
reguliacijai. Sis skirtumas padeda paaiskinti, kodél léting skilveliy hipertro-
fija ar dilatacija gali vykti beveik be skausmo, o imi miokardo iSemija greitai
perzengia nocicepcinj slenkstj ir sukelia klasikinj angininj skausma. Kitaip
tariant, esant létiniam mechaniniam stresui, Sirdies struktiiriniai pokyciai
daznai vyksta kliniskai tyliai, be nuolatinio skausmo [145, 193, 196].

Be aferentiniy keliy diferenciacijos, svarbis ir vietiniai skausmo slopi-
nimo mechanizmai. Nguyen [193] siiilo Sirdies mechanoaferentinio slopini-
mo modelj (angl. Cardiac Mechanoafferent Silencing Model, CMSM), pagal
kurj létinio mechaninio kriivio metu Sirdyje gali susidaryti slopinanti mikro-
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aplinka, mazinanti nociceptiniy C tipo nerviniy skaiduly jaudruma. Remiantis
tame straipsnyje aptariamais duomenimis, adenozinas gali hiperpoliarizuoti
C skaidulas, azoto monoksidas didinti ciklinio guanozino monofosfato kon-
centracija, 0 GABAerginiai mechanizmai papildomai mazinti aferentinj akty-
vumg. Be to, keliama prielaida, kad Piezo kanaly aktyvacija dél skilvelio
sienelés tempimo gali keisti baroreceptoriniy signaly apdorojima ir netiesio-
giai slopinti nocicepcinj aktyvumag [193, 197-200]. Taciau biitina pabrézti,
kad Sie mechanizmai kol kas daugiausia grindziami eksperimentiniais duo-
menimis ir teoriniais svarstymais, todé¢l jy tiesioginis pritaikymas zmogaus
Sirdies nocicepcijai reikalauja tolesniy tyrimy.

Sirdies skausmo pobidj lemia ir centrinis juntamyjy signaly apdoro-
jimas. Nguyen [193] pazymi, kad klajoklio nervo aferentai daugiausia baigia-
si atskirojo laido branduolyje, kuris dalyvauja kardiovaskuliniy refleksy
reguliacijos procesuose, o nugariniai Sirdies aferentai jsijungia i kylancius
nocicepcinius kelius per nugaros smegeny uzpakalinius ragus. Todél Sirdies
kilmes skausmas gali biiti juntamas kakle, petyje ar virSutinéje galiinéje, nes
centriniai neuronai gauna tiek visceralinius, tiek somatinius jutiminius
signalus ir ne visada tiksliai atskiria jy kilme. Be to, priepetinio branduolio ir
kity kamieno centry rySiai gali lemti ne tik vegetacinius, bet ir afektinius
atsakus ] Sirdies nocicepcija [193, 201-203]. Tai rodo, kad Sirdies skausmas
yra visos interocepcinés sistemos, o ne vien periferiniy receptoriy funkcijos
iSraiska.

Anatomin¢ Sirdies sandara taip pat gali prisidéti prie santykinai menko
skausmingumo létinio mechaninio streso metu. Nguyen [139] pazymi, kad
miokardas, nors ir tankiai inervuotas, neturi tokio stambaus centralizuoto
nervinio rezginio kaip, pavyzdziui, pilvinis rezginys, biidingas kai kuriems
kitiems vidaus organams. Be to, Sirdipléve gali ilgg laikg prisitaikyti prie
laipsniS$ko tempimo nesukeldama aStraus somatinio skausmo, o rySkesni
somatiniai skausmo pozymiai dazniau atsiranda tada, kai dirginama pasienine
Sirdipléve ar diafragminiai pavir$iai, pavyzdziui, sergant iminiu perikarditu.
Todél tamponada ar létiné Sirdies plétra dazniau pasireiskia spaudimo ar
diskomforto jausmu, o ne ryskiu vietiniu skausmu. Taciau iSeminis pazeidi-
mas aktyvina kita, chemiskai jautresng, nocicepcing sistema [193, 204, 205].
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2. TYRIMU MEDZIAGA IR METODAI

2.1. Tyrimo medZziaga

2.1.1. Laboratoriniai gyviinai

Tyrime buvo panaudotos 2—3 ménesiy amziaus 24 Wistar linijos Ziurkés
(12 patiny ir 12 pateliy), 68 savaiciy amziaus suaugusios BALB/c linijos
pelés (6 patinai ir 6 patelés) bei suaugusios miniatitirinés kiaulés (4 patinai ir
4 pateles). Laboratoriniai gyviinai buvo laikomi ir jiems atlikta eutanazija
Lietuvos sveikatos moksly universiteto Biologiniy tyrimy centre laikantis
vietiniy ir nacionaliniy laboratoriniy gyviny laikymo prieziiiros ir naudojimo
reikalavimy (leidimo Nr. LT-61-19-004). | tyrima taip pat buvo jtraukti
dviejy vietiniy raSiy suauge SikSnosparniai — Brandto peléausis (Myotis
brandtii) ir Vandeninis peléausis (Myotis daubentonii) (po 2 patinus ir po
2 pateles kiekvienos rtiSies). Subrendusiy miniatitiriniy kiauliy (4 patiny ir
4 pateliy) Sirdys gautos bendradarbiaujant su kitais tyréjais ir laikantis 3R
principy (angl. Replacement, Reduction, Refinement). Sik§nosparniy $irdziy
neuroanatominiai duomenys ir vaizdiné medziaga gauti i§ Lietuvos sveikatos
moksly universiteto Anatomijos instituto (Kaunas, Lietuva) archyvo, sudary-
to vykdant ankstesnius tyrimy projektus pagal Lietuvos aplinkos apsaugos
departamento 1995 metais ir 1997 metais iSduotus leidimus Nr. 16 ir 57.

2.1.2. Zmogaus medZiaga

Siame tyrime buvo naudoti anks¢iau paruoiti Zmogaus visos Sirdies
preparatai, dazyti histocheminiu acetilcholinesterazés metodu, kuris detaliai
apraSytas 2.2.4. Visos Sirdies preparatai skyriuje. Acetilcholinesteraze dazy-
ty zmogaus Sirdziy kolekcija saugoma Lietuvos sveikatos moksly universi-
teto Anatomijos institute 4 proc. buferiniame formalino tirpale. Kolekcija
sudaro saugomi archyviniai preparatai ir Zmogaus $irdys, iSimtos atliekant
autopsija Teismo medicinos instituto morge i$ atvejy, kai nebuvo nustatyta
Sirdies patologija, ne véliau kaip per 12-24 valandas po mirties. Medziaga
surinkta gavus Kauno bioetikos komiteto leidima Nr. BE-2-62 (2004—
2008 m.) ir buvo naudota ankstesniuose tyrimy projektuose. IS viso tyrimo
metu buvo istirtos 3 motery (26-33 mety), 3 paaugliy vyry ir 8 suaugusiy
vyry (18-36 mety) Sirdys.
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2.2. Morfologiniai tyrimai

2.2.1. Preparavimas ir audiniy paruosSimas

Po eutanazijos anglies dioksidu ir patvirtinus gyviino mirtj (Sirdies
veiklos, pédos bei ragenos refleksy nebuvimas), gyviinai buvo paguldomi ant
silikoninio chirurginio kilimélio nugarine padétimi. Kriitings srityje vidurio
linijoje chirurginémis zirklémis buvo atliktas pjiivis siekiant atverti kriitinés
lasta. Diafragma ir perikardas atsargiai atskirti sudarant operacing prieiga.
Atidengta Sirdis buvo kaniuliuojama | kairiojo skilvelio ertme, kad Sirdies
audiniai biity perfuzuojami 0,1 M fosfatu buferizuotu fiziologiniu tirpalu
(PBS). Sirdys in situ perfuzuotos PBS tirpalu esant 110120 mmHg slégiui.
Po perfuzijos atlikta chemin¢ prefiksacija 4 proc. paraformaldehido (PFA)
tirpalu 0,1 M PBS (pH 7,4). Véliau Sirdys pasalintos ir papildomai fiksuotos
40 minuciy ka tik pagamintame 4 proc. PFA tirpale. Po dviejy plovimy PBS
tirpalu prieSirdziai buvo kruopsciai atskirti nuo skilveliy ir tarppieSirdinés
pertvaros. Po to skilveliai ir prieSirdziai buvo i$skleisti ir pritvirtinti smeigtu-
kais prie silikoninio Petri le¢kStelés dugno, uzpildyto Saltu PBS tirpalu. Pa-
ruosti skilveliy ir prieSirdziy preparatai nuosekliai dehidratuoti didéjancios
koncentracijos etanolio tirpaluose (30 proc., 50 proc., 70 proc., 90 proc.,
96 proc. ir triskart 100 proc.) kiekviename tirpale laikant po 10 minuciy. Po
to jie buvo 2 valandas panardinti j Dento tirpala (dimetilsulfoksidas (DMSO)
ir 100 proc. etanolis, 1:4 v/v) siekiant pagerinti antikiiny prasiskverbima.
Fluorescenciniam kontrastui sustiprinti preparatai per naktj buvo balinti
panardinant j Dento tirpalg su 30 proc. vandenilio peroksidu (1:4 v/v). Po
balinimo atlikta rehidratacija nuosekliai mazinant etanolio koncentracija
atvirkStine tvarka. Véliau preparatai du kartus po 10 minuciy plauti 0,1 M
PBS tirpalu ir 30 minu¢iy inkubuoti 1 proc. Triton X-100 (Carl Roth, Karlsru-
he, Vokietija) tirpale 0,1 M PBS.

2.2.2. Imunohistochemija

ISskleisti visos Sirdies preparatai buvo inkubuoti kambario temperatiiroje
2 valandas 5 proc. normaliame asilo serume (angl. normal donkey serum,
NDS Chemicon International, Temekula, Kalifornija, JAV), praskiestame
antiktiny skiedimo reagentu (angl. antibody diluent reagent solution, ADRS;
Life Technologies™, Frederick, JAV). Sis etapas apsaugo preparata nuo
nespecifinio antikliny prisijungimo ir padidina vélesnio imunohistocheminio
zymejimo specifiSkuma. Po trijy nuosekliy plovimy 0,1 M PBS tirpalu (po
10 min.) méginiai 48 valandas buvo inkubuoti 4 °C temperaturoje drégnoje ir
tamsioje kameroje naudojant pirminiy antikiiny misinius, nurodytus 2.2.2.1
lentel¢je. Po inkubacijos preparatai dar tris kartus po 10 minuc¢iy buvo plauti
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0,1 M PBS tirpalu, o véliau 4 valandas inkubuoti kambario temperatiiroje
laboratoriniame kratytuve tamsoje su atitinkamais antriniais antikiinais
(2.2.2.1 lentele). Tiek pirminiai, tiek antriniai antikiinai buvo skiedZiami
naudojant ADRS reagenta (Life Technologies™, Frederick, JAV). Po inku-
bacijos méginiai buvo dar kartg plauti 0,1 M PBS tirpalu ir atsargiai uzdéti
ant mikroskopiniy stikleliy. ISskleisti skilveliy preparatai buvo dengti Vecta-
shield nefluorescuojancia terpe (Vector Laboratories, Kalifornija, JAV) ir
uzsandarinti bespalviu nagy laku siekiant i§vengti preparato pasislinkimo ir
iSlaikant audiniy skaidrumg. Komerciniy antikiiny specifiSkumas patikrintas
naudojant audinius, kuriuose atitinkami antigenai yra gausiai ekspresuojami
(2.2.2.1 lentel¢). Fluorescencijos nebuvimas neigiamose kontrolése, kuriose
pirminiai antikiinai nebuvo naudojami, patvirtino antikiiny specifiSkuma.
Sios validacijos procediiros patvirtino, kad kiekvienas antikiinas specifiskai
atpazjsta tikslinj antigeng ir taip uZtikrina imunohistocheminio Zymejimo
patikimuma.

2.2.2.1 lentelé. Tyrime naudoti pirminiai ir antriniai antikiinai

Seimi- | Skie- | Katalogo | Teigiamos kontrolés

Antigenas ninkas | dimas Nr. audiniai (nuoroda)

Pirminiai

nNOS Pelé 1:500 |sc-5302° Viduriniy smegeny
tarpkojytinio branduo-
lio (angl. Interpedun-
cular nucleus, IPN)
neuronai [206].

ChAT Ozka 1:100 | AB144pP® Nugaros smegeny
priekinio rago moto-
riniai neuronai [207].

CGRP Pele 1:500 |ab81887¢ |Ziurkés nugarinis
mazgas [208].
SP Jury 1:500 [ab10353¢ Nugarinis mazgas
kiaulyté [209].
PGP 9,5 Triusis |1:500 |38-1000¢ Periferinés nervinés

skaidulos ir neurony
kiinai ziurkés nugari-
niame mazge [210].

PGP 9,5 Triusis | 1:500 |7863-0504¢ |Periferinés nervinés
skaidulos ir neurony
kiinai ziurkés nugari-
niame mazge [210].
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2.2.2.1 lentelés tesinys

Seimi- | Skie- | Katalogo | Teigiamos kontrolés

Antigenas ninkas | dimas Nr. audiniai (nuoroda)

Pirminiai (tgsinys)

PGP 9,5 Pele 1:500 |7863-1004¢ | Periferinés nervinés
skaidulos ir neurony
kiinai ziurkés nugari-
niame mazge [210].

PGP 9,5 Pelé 1:500 |480012¢ Periferinés nervinés
skaidulos ir neurony
kiinai ziurkés nugari-
niame mazge [210].

TH Triusis 1:500 |AB152f Chromafininés lgstelés
ziurkés antinksciy
Serdyje [211].

TH Avis 1:500 |Abl113¢ Chromafininés lastelés
ziurkés antinksciy
Serdyje [211].

HuC/HuD Pelé 1:500 | A-212714 Mienteriniai neuronai
[212].

Antriniai antikinai pries:

Pele konjuguoti su Cy3 Asilas 1:500 |AP192C®

Ozka konjuguoti su Cy3 Asilas 1:500 | AP180C®

Triusj konjuguoti su Cy3 Asilas 1:500 |AP182C®

Jiry kiaulyte konjuguoti su Cy3 | Asilas 1:500 |AP193CP

Triusj konjuguoti su AF488 Asilas 1:500 |ab150065¢

Avj konjuguoti su AF488 Asilas 1:500 | AP184F®
Ozka konjuguoti su Cy5 Asilas 1:500 | AP180S®
Triusj konjuguoti su Cy5 Asilas 1:500 | AP182Sf

Gamintojai: ® Santa Cruz Biotechnology, Dalasas, Teksasas, JAV; ® Merck Millipore, Ber-
lingtonas, Masacusetsas, JAV; ¢ Abcam, KembridZas, Jungtiné Karalysté; ¢ Thermo Fisher
Scientific, Rokfordas, Ilinojus, JAV; ¢ AbD Serotec, Kidlingtonas, Jungtiné Karalysté;
fChemicon International, Temekula, Kalifornija, JAV.

2.2.3. Sirdies vidusieniniy kraujagysliy vizualizacija

Siekiant vizualizuoti Sirdies vidusienines kraujagysles MIF lasteliy san-
kaupy srityse, buvo naudojamas pomidory lektinas — LEL, DyLight™ 594
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA JAV), placiai taikomas
laboratoriniy gyviiny kraujagysliy endotelio 1gsteléms Zymeéti. Po prefiksaci-
jos abiejy vainikiniy arterijy Saknys buvo atsargiai perriStos plonu chirurginiu
sitilu. Pomidory lektino tirpalas (santykiu 1:1 su 0,1 M PBS) buvo suSvirkstas
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kiek toliau nuo perriSimo viety sudarant salygas jo anterogradiniam paskli-
dimui vainikinémis arterijomis.

2.2.4. Visos Sirdies preparatai

Miniatitiriniy kiauliy Sirdys buvo gautos iSkart po jy i§émimo i$ kriitinés
lastos ir panardintos i 0,1 M fosfatinj buferi (PB). Véliau jos buvo iSplautos
SvirkStu perfuzuojant Svieziu 0,1 M PB (pH 7,4) per kairigja ir deSinigja vai-
nikines arterijas. Per virSuting tus¢iaja vena ir kairigja plauciy veng j priesir-
dziy ertmes buvo jvesti balioniniai kateteriai siekiant iSplésti prieSirdziy
sieneles. Perikardas, plauciy arterijos ir tarpuplaucio riebalinis audinys atsar-
giai buvo pasalinti nuo Sirdies pagrindo, kad biity atidengtas nervinis rezginys
ir aksony galtinés. Véliau Sirdys 30 minuciy buvo fiksuojamos 4 proc. para-
formaldehido tirpale 0,1 M PB. Po fiksacijos Sirdys 1 valanda 4 °C tempe-
ratiiroje plautos izotoniniu tirpalu, kuriame buvo hialuronidazés (0,5 mg/
100 ml, Sigma) ir tetraisopropilfosforamido (Iso-OMPA, 0,5 mM, Sigma) —
selektyvaus pseudocholinesterazes inhibitoriaus.

Nerviniy skaiduly ir jy galiiniy vizualizacijai visos Sirdies preparatuose
buvo taikyta acetilcholinesterazés (AChE) histocheminé reakcija. Sirdys 30—
60 minuciy buvo inkubuotos 4 °C temperatiiroje dazymo terp¢je, paruostoje
pagal Karnovsky ir Roots [213] metodika, véliau modifikuota Pauzos ir
bendraautoriy [214]. D¢l Sirdies pamate esanciy riebalinio audinio sankaupy,
apsunkinusiy dazymo terpés jsiskverbima, inkubacijos metu papildomai buvo
atliekamas kruopstus Siy audiniy preparavimas siekiant pagerinti optimalia
terpés difuzijg i nervines struktiiras. Po dazymo preparatai fiksuoti 4 proc.
paraformaldehido tirpale, paruostame PB. Ilgalaikiam saugojimui preparatai
buvo laikyti 4 proc. PFA tirpale 0,1 M PB nenustatant jokiy morfologiniy
pokyc¢iy.

Smulkios, AChE reakcijai teigiamos nervinés skaidulos ir jy galiinés
buvo tiriamos naudojant 2x ir 6% didinimg Stemi 2000CS stereomikroskopu
(Zeiss, Gottingen, Vokietija), sukomplektuotu su KL 2500 LCD Sviesolai-
diniu $viesos Saltiniu (Schott AG, Maincas, Vokietija). Vaizdai fiksuoti skait-
menine kamera AxioCam MRc5 (Zeiss, Gottingen, Vokietija) ir apdoroti
naudojant AxioVision programing jrangg (Rel. 4.8.2, Zeiss, Jena, Vokietija).
Tais atvejais, kai dazyty nerviniy struktiiry nepavyko aiskiai identifikuoti
stereomikroskopu, audinio fragmentai su numanomomis nervinémis galiiné-
mis buvo iSpjauti i§ visos Sirdies preparaty naudojant smulky deimantinj
skalpelj, uzdéti ant mikroskopiniy stikleliy, uzdengti dengiamaisiais stikle-
liais ir analizuoti Imager M1 mikroskopu (Zeiss, Gottingen, Vokietija), turin-
Ciu skaitmening kamerg AxioCam MRC (Zeiss, Gottingen, Vokietija).
Vaizdai buvo analizuojami 10x ir 20x didinimu bei apdoroti AxioVision
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programine jranga (Rel. 4.8, Zeiss, Jena, Vokietija). [liustracijos sumontuotos
naudojant Adobe Photoshop 2020 programa (Adobe Systems Incorporated,
JAV).

2.3. Mikroskopavimas ir duomeny rinkimas

2.3.1. Konfokaliné lazeriné skenuojancioji mikroskopija

ISskleisti visos Sirdies preparatai buvo fotografuojami naudojant konfo-
kalinj lazerinj skenuojantj mikroskopg LSM 700 su ZEN 2010B SP1 (Carl
Zeiss, Jena, Vokietija) programings jrangos paketu. Panoraminiy vaizdy fik-
savimui taikytas 10x didinimas, o i§samesnei struktiiry analizei — 20x ir 63
didinimai. Kiekvieno vaizdo raiSka buvo 2024 x 2024 pikseliai. Siekiant uzti-
krinti maksimaly signalo ir triukSmo santykj bei iSvengti preparaty fotoba-
linimo rizikos, vaizdinimo nustatymai (apertiiros dydis, signalo stiprinimas ir
lazerio intensyvumas) buvo optimizuoti. Taip pat buvo atliktas Z kaladziy
skenavimas, leides sudaryti trimacius rekonstrukcinius vaizdus ir tiksliai
jvertinti tiriamy struktiiry vieta. Mikroskopo skenavimo nustatymai buvo
individualiai koreguojami kiekvienam su antriniais antikiinais naudotam
fluoroforui (zr. 2.2.2.1 lentelg). Galutinés iliustracijos parengtos naudojant
Adobe Photoshop 2020 (Adobe Systems Incorporated, JAV).

2.3.2. MIF lasteliy analizé

ISskleisti ziurkiy prieSirdziy preparatai buvo apzitiréti, o iSsamiai iSana-
lizuota 1230 MIF lasteliy sankaupy. Lasteliy skaiciavimai atlikti rankiniu
biidu analizuojant skaitmeninius prieSirdziy preparaty vaizdus. Kiekybiniai
duomenys pateikti 2.3.2.1 lentel¢je: matavimy skaicius (N), vidurkis (M) +
standartiné paklaida (SE) bei mediana su minimalia ir maksimalia (Min—Max)
reikSmémis.

2.3.2.1 lentelé. Kiekybiniai duomenys apie MIF lgsteliy sankaupas tirtuose
Ziurkiy priesirdziuose

Bendras istirty MIF lasteliy skaicius 11316
Vidutinis lasteliy skaiCius vienoje sankaupoje + standartiné paklaida 9,2+ 0,40
Mediana (Min—Max) lasteliy skaiciaus sankaupoje 4 (2-1406)
Bendras istirty MIF lasteliy sankaupy skai¢ius 1230
Vidutinis MIF Iasteliy sankaupy skaicius viename prieSirdyje + 410+ 143
standartiné paklaida

Mediana (Min—Max) MIF lasteliy sankaupy skaiciaus viename priesirdyje | 341 (204-685)
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2.3.3. MIF lasteliu sankaupy identifikavimas

MIF Iastelés buvo laikomos sudaran¢iomis sankaupa, jeigu jos tarpusa-
vyje buvo sujungtos ataugomis arba kai jy kiinai tiesiogiai kontaktavo. Nau-
dojant ImageJ programos (versija 1.54) daugtaski (angl. multi-point) jrank],
kiekviena MIF lastelé buvo skai¢iuojama rankiniu biidu Zymint jy branduo-
lius visame Z kaladés vaizdy rinkinyje.

2.3.4. Nerviniy galiiniuy kiekybinis jvertinimas ir schematizavimas

Dazytos puoksc€iy tipo nervinés galiings, pavadintos juntamosiomis ner-
vinémis galiinémis (JNG), buvo vertinamos matuojant jy uzimamg plotg ir
atsizvelgiant | tai, kad viena JNG kyla i§ vienos nervinés skaidulos (Zr.
3.2.1 pav. A’,B’, 3.2.2 pav. A’, 3.2.3 pav. A’, B’). Tiksliems JNG plotams
nustatyti buvo naudojami fluorescenciniai didelés raiSkos vaizdai (maksima-
laus intensyvumo projekcijos), gauti i$ iSskleisty ziurkiy prieSirdziy preparaty
arba i§ acetilcholinesteraze dazyty visos Sirdies preparaty. Matavimams buvo
atrinktos tik aiSkiai atskiriamo ploto JNG, naudojant ImagelJ programa
(versija 1.54), o vaizdai, kuriuose galiiniy plotai buvo neaiSkiis ar persiden-
giantys, buvo atmesti. Visi nerviniy galtiniy matavimai buvo atlikti kelis
kartus vieno tyr¢jo, kuris, matuodamas tas pacias nervines galines, gavo nuo-
seklius rezultatus, o nustatyti nuokrypiai buvo nereikSmingi.

Konfokaliniai Z kaladziy vaizdai (iSsaugoti kaip neapdoroti Z kaladziy
duomeny rinkiniai trimatéms vizualizacijoms) buvo gauti dideliu didinimu,
naudojant 63x objektyva, ir leido nustatyti krepSelio tipo nervines galiines
(angl. basket type nerve endings, K-NG) ant vidusieniniy cholinerginiy neu-
rony kiiny. Naudojant maksimalaus intensyvumo projekcijas, vaizdai ekspor-
tuoti | Adobe Photoshop 2020 programa, kurioje buvo koreguojamas jy skaid-
rumas siekiant aiSkiai nustatyti nervines galtines ir jas schematizuoti rankiniu
budu (zr. 3.2.6, 3.2.7 pav.). Tuo paciu metu trimatés Z kaladziy projekcijos
buvo analizuojamos naudojant ZEN 2010B SP1 programing jranga siekiant
uztikrinti visy struktiiriniy detaliy tiksly jvertinimg.
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2.3.5. Puoksc¢iy tipo (JNG) nerviniy galiiniy statistiné analizé

Tyrimo duomenys buvo apdoroti naudojant kompiutering programa IBM
SPSS Statistics (26 versija, IBM Corp., Armonk, NY, JAV). Buvo apskai-
¢iuoti rodikliy aritmetiniai vidurkiai (x) ir vidutiniai standartiniai nuokrypiai
(+SN). Duomeny pasiskirstymo normalumas tikrintas Kolmogorovo-Smirno-
vo testu. Kadangi ne visi skirstiniai atitiko buvo normaliis, duomenims anali-
zuoti buvo taikytas neparametrinis metodas — Kruskalio-Walliso H testas.
Nustacius statistiSkai reikSminga Kruskalio-Walliso testo rezultata, buvo
atlikti poriniai post hoc palyginimai taikant visy pory daugybiniy palyginimy
metoda ir siekiant nustatyti skirtumus tarp grupiy. Skirtumas laikytas statis-
tiSkai reikSmingu, jei patikimumo lygmuo buvo p < 0,05. Grafikai parengti
naudojant Origin 6.1 programa (OriginLab Corporation, Northampton, Masa-
Cusetsas, JAV).
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3. REZULTATAI

3.1. Visos Sirdies preparatuose histocheminiu acetilcholinesterazés
(AChE) metodu nustatytos nervinés galiinés

Tyrimo metu iStirtuose preparatuose nervines galiings, kurias remdamie-
si iki Siol sukauptomis Ziniomis pavadinome juntamosiomis nervinémis
galinémis (JNG), buvo nustatytos tik zmogaus ir miniatiiirinés kiaulés
Sirdyse. Nors Siuo metodu iSryskintos zmogaus ir kiaulés JNG buvo lokali-
zuotos skirtingose Sirdies vietose, visgi jy morfologiné struktiira buvo labai
panasi (3.1.1, 3.1.2 pav.). Zmogaus Sirdyje AChE pozityvios ING buvo nu-
statytos tik endokarde ties plautiniy veny Ziotimis. Sias gal@ines visada suda-
rydavo viena nerviné skaidula, atsiSakojanti nuo stambesnio nerviniy
skaiduly pluosto, kuri endokardo pavirSiuje suformuodavo gan kompaktisSka
struktiirg — literaturoje placiai ir daznai minimg puokste (3.1.1 pav.).

Miniatifirinés kiaulés Sirdyje analogiskos sandaros NG buvo nustatytos
tik tarp ir ant epikardo riebaliniy lasteliy, kuriy daugiausia buvo aplink vai-
niking vagg (3.1.2 pav. A—C). Nepaisant to, zmogaus endokarde nustatytos
JNG buvo vidutiniskai 133 kartus didesnés nei miniatitiriniy kiauliy panasios
strukttiros galiinés (3.1.1, 3.1.2 pav.). 45 zmogaus endokarde iSmatuoty NG
vidurkis sieké 6,7 &+ 1,3 mm?, o miniatitirinése kiaulése jy dydis buvo 0,03 +
0,003 mm? (3.1.1 lentelé). Atsizvelgiant j zymiai didesnj Zmogaus endokarde
nustatyty JNG dydj, $ios struktiiros nebuvo itrauktos i bendrg lyginamaja
nerviniy galtiniy morfometring analize. Tikétina, kad nustatytas epikardiniy
ir endokardiniy NG dydziy skirtumas priklauso nuo Sirdies sienos sluoksnio
ir reikalauja tolesniy tyrimy taikant imunohistocheminius metodus endokardo
nervinéms galinéms tirti.

Kity tyrinéty gyviny Sirdyse AChE reakcijai pozityvios puokstés nebuvo
nustatytos.
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3.1.2 pav. Nervai (permatomos rodyklés), nervinés skaidulos (juodos
rodykles) ir JNG tipo nervinés galuinés (juodos rodykliy galvutés),
nudazytos acetilcholinesterazes histocheminiu metodu miniatiiirinés
kiaulés epikarde

(A—C) — didesnio padidinimo epikardiniy nerviniy galiniy, nustatyty ties vainikiniu anciu,
vaizdai; Sios sritys atitinkamai pazymétos kaip A’—C’ mazesnio padidinimo vaizde (D).
Padidintuose vaizduose (A—C) matyti, kad tieck epikardinés, tiek endokardinés nervinés
gallinés pasizymi panaSia morfologija ir yra sudarytos i§ netaisyklingo tinklo bei jvairaus
tankio AChE-teigiamy nerviniy skaiduly ar aksony, lokalizuoty po endoteliniy arba mezo-
teliniy Iasteliy sluoksniu. Atkreipiame démes;j i akivaizdziai didesnj zmogaus endokardiniy
nerviniy galtiniy dyd;j lyginant su miniatitirinés kiaulés epikardinémis galtinémis (zr. 3.1.1,
3.1.2 pav.). Adaptuota pagal [33]. Panaudota pagal ,,Elsevier* autoriy pakartotinio naudoji-
mo politika.
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3.1.1 lentelé. Penkiy risiy zZinduoliy ir Zzmogaus Sirdyse nustatyty puokstes
tipo nerviniy galiniy (JNG) apskaiciuoty struktiry skaicius (n), vidutinis
dydis (* standartiné paklaida) ir mediana (minimumas—maksimumas) (um?)

Rasis n V‘d“rk;ltlitii‘;;dam“e Mediana (Min-Max) (um?)
Zmogus 45 | 6705103,6 = 1249103,6 | 2424299,6 (92859,2-30853574,3)
Miniatiarin kiaule | 100|  30035,8 + 2997, 18268,6 (3144,2-161888,7)
Ziurke 14| 46872+5272 4211,3 (1927,3-8583,8)
Brandto peléausis | 32 29478 + 367,6 2891,1 (64,4-8515.9)
Vandeninis peléausis | 13 2804,2 + 696,0 2124,5 (382,6-9075,1)

Pele 19 756,6 = 190,2 414.5 (718-2744,7)

3.2. Sirdies iSklotinés preparatuose imunohistochemiskai
nustatytos juntamosios nervinés galanés

Ziurkeés, pelés ir §ik§nosparnio $irdies isklotinés preparatuose identifika-
vome dviejy tipy nervines galtines. Pirmas nerviniy galtiniy tipas buvo morfo-
logiSkai identiSkas JNG, anksCiau nustatytoms visos Sirdies preparatuose,
histochemiskai nudazytose AChE (3.2.1-3.2.3 pav.). Kadangi JNG lokaliza-
vosi iSkart po mezoteliniu lgsteliy sluoksniu, jas pavadinome submezoteli-
némis. Dauguma nustatyty submezoteliniy JNG buvo pasiskirsciusios
pirmuose trijuose penktadaliuose skilveliy sienos ir kritinkauliniame, ir dia-
fragminiame pavirSiuose. NG taip pat buvo nustatytos kylanciosios aortos
stormenyje ziurkés preparate (3.2.4 pav.).

Peliy, ziurkiy ir tirty SikSnosparniy rasiy Sirdyse nervinés skaidulos, i$
kuriy formavosi JNG, atsiSakodavo i§ plony epikardiniy nervy ir pasizyméjo
biidingu puokstés tipo morfologiniu pavidalu (3.2.1-3.2.4 pav.). Taciau jy
dydis ir kompaktiSkumas tarp rasiy labai skyresi (zr. 3.1.1, 3.1.2, 3.2.1-
3.2.3 pav.; 3.1.1 lentel¢). Maziausios ir maziausiai varijuojan¢ios JNG buvo
nustatytos peliy, o didZiausios — miniatiiiriniy kiauliy Sirdyse (zr. 3.1.2, 3.2.2,
3.2.5pav.; 3.1.1 lentelé). Ziurkiy epikardinés NG pasizyméjo vidutiniu dydzio
variabilumu, tac¢iau buvo statistiskai reikSmingai didesnés nei peliy ir SikSno-
sparniy nustatytos struktiiros. Vidutinis ziurkiy JNG plotas buvo 2—6 kartus
didesnis nei mazesniy zinduoliy raiSiy (Zr. 3.2.5 pav.; 3.1.1 lentel¢). Lyginant
dvi SikSnosparniy riiSis, buvo nustatyta, kad submezotelinés JING Siek tiek
skyrési morfologija, o jy dydzio variabilumas buvo didesnis Vandeninio peléa-
usio Sirdies preparate nei Brandto peléausio (Zr. 3.2.3,3.2.5 pav.; 3.1.1 lentele).
Miniatitiriniy kiauliy Sirdies preparatuose epikardinés NG buvo akivaizdziai
didesnés ir labiau varijuojancio dydzio nei grauziky ir SikSnosparniy grupése
nustatytos galtinés (zr. 3.1.2, 3.2.5 pav.; 3.1.1 lentele).
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3.2.1 pav. Epikardiniai nerviniy skaiduly pluostai (baltos rodyklés) ir
Jy Sakos su nervinémis galinémis (permatomos rodykliy galvutés)
imunohistochemiskai vizualizuoti naudojant antikiinus pries bendrg

neuroninj zymenj PGP 9,5 Ziurkés visos Sirdies preparatuose

A — dvi puoksteés tipo ING, i$ kuriy viena (pazyméta punktyriniu kvadratu) padidinta A’
vaizde. B — viena puokstés tipo NG (padidinta B’ vaizde), prasidedanti i§ santykinai storos
aksono $akos (balta rodyklé). Salia $ios nervinés galiinés matomos pavienés neidentifikuotos
epikardinés lastelés arba jy branduoliai, taip pat pasizymintys PGP 9,5 imunopozityvumu
(baltos rodykliy galvutés). Zalia punktyriné linija A’ ir B’ vaizduose apibrézia plota, kuris
morfometriniy matavimy ir skai¢iavimy metu buvo laikomas viena puokstes tipo JNG.
Adaptuota pagal [33]. Panaudota pagal ,,Elsevier autoriy pakartotinio naudojimo politika.
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3.2.3 pav. Epikardiniai nervai (balta elipsé), nerviniy skaiduly
pluostai (baltos rodyklés) ir jy Sakos su nervinémis galiinémis
(rodykliy galvutés) imunohistochemiskai pazyméti bendru neuroniniu
zymeniu PGP 9,5 Brandto peléausio (A, A’) ir Vandeninio
peléausio (B, B’) sirdies isklotiniy preparatuose

Nervinés galtinés, pazymétos punktyriniais rémeliais A, B vaizduose, yra padidintos atitin-
kamai A’, B’ vaizduose. Zalia punktyriné linija A’ ir B’ vaizduose Zzymi riba, pagal kuria
buvo apibréztas ir kiekybiskai iSmatuotas vienos puokstés tipo JNG plotas.

Adaptuota pagal [33]. Panaudota pagal ,,Elsevier autoriy pakartotinio naudojimo politika.
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3.2.5 pav. Penkiy Zinduoliy riisiy puokstes tipo JNG vidutiniai plotai

IStirty nerviniy galtiniy skaicius (n) nurodytas po atitinkamy riiSiy pavadinimais. Y aSies luzis
leidzia vizualizuoti tiek mazas, tiek dideles reikSmes. Juostos, jungiancios stulpelius, Zymi
statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp raiSiy (p <0,05). Miniatidirinés kiaulés vidutinis
puokstés tipo ING plotas sieké 30035,8 +2997,5 pm, ziurkés — 4687,2 + 527,2 pm, Brandto
peléausio — 2947,8 £ 367,6 um, Vandeninio peléausio — 2804,2 + 696,0 um, pelés — 756,6 =
190,2 pm.

Adaptuota pagal [33]. Panaudota pagal ,,Elsevier autoriy pakartotinio naudojimo politika.

Imunohistocheminé Zziurkiy Sirdziy analizé, naudojant antikiinus pries
nNOS, cholino acetiltransferaze (ChAT) bei juntamiesiems neuronams speci-
finius neurozymenis — medziaga P (SP) ir su kalcitonino genu susijusj peptida
(CGRP) - leido identifikuoti antra morfologinj nerviniy galiniy tipa. Sis tipas
skyrési nuo puokstes tipo ING, nustatyty naudojant bendra neuroninj Zymenj
PGP 9,5. Kaip pavaizduota 3.2.6 pav., Sias nervines gallines daugiausia
sudar¢ CGRP ir SP imunopozityvis aksonai, kurie baigdavosi ant neurony
kiiny suformuodami krepselio tipo nervines galiines (K-NG). Be to, nNOS
imunopozityvios aksony galtinés taip pat formavo nervines galtines, kuriy
morfologija buvo tokia pati kaip K-NG, susidarancias ant vidusieniniy neuro-
ny kiiny (3.2.7 pav. A). Svarbu pabrézti, kad eferentinés ChAT pozityvios
aksony galiinés vidusieniniuose mazguose tur¢jo panasig struktiiring orga-
nizacijg, taciau cholinerginés galtinés nesuformuodavo krepselio tipo iSsi-
déstymo aplink neurony kiinus (3.2.7 pav. B).
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nNOS

B "

3.2.7 pav. Neurony kiinai (n), aksonai ir jy galinés, lydincios
epikardiniy mazgy lgsteles, imunohistochemiskai pazymétos
Ziurkés Sirdies isklotiniy preparatuose

Kairiame stulpelyje (A, B) viengubu arba dvigubu imunohistocheminiu zyméjimu pazymé-
tos nervinés strukttros atskleidzia rySius tarp specifiskai imunoreaktyviy aksony galtiniy ir
epikardiniy neurony kiiny, teigiamy cholino acetiltransferazei (ChAT) ir bendrajam neuro-
niniam zymeniui PGP 9,5.Vidurinio stulpelio vaizdai (A’, B’) parodo nerviniy galiiniy
struktliring jvairove, i$skirtg i§ dvigubai ir viengubai pazyméty vaizdy kairiame stulpelyje.
Tos pacios nervinés galiinés schematiskai pavaizduotos deSinio stulpelio vaizduose (A”, B”),
kur aiskiai matoma didelé krepSelio tipo galiiniy struktiiriné ir kompleksiné jvairove. B —
pazymeéta sritis pateikta didesniu padidinimu (B’). Pazymétina, kad tiek aksony galiinés,
imunoreaktyvios tipiniam eferentiniam (ikimazginiam) neurony Zymeniui — cholino aceti-
Itransferazei (B, B’, B”), tiek galtinés, imunopozityvios specifiniams aferentiniy neurony
zymenims — medziagai P ir su kalcitonino genu susijusiam peptidui (CGRP) (zr. 3.2.6 pav.)
bei nitrerginiai aksonai, teigiami nNOS. (A, A’, A”), sudaro stebétinai panaSias, taciau
kompleksinés sandaros poziliriu jvairias krepSelio tipo nervines galiines, susijusias su
epikardiniais neurony kiinais.

Adaptuota pagal [33]. Panaudota pagal ,,Elsevier autoriy pakartotinio naudojimo politika.
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3.3. MIF lasteliu morfologiniai tipai,
ju pasiskirstymas ir inervacija

[Sanalizuotos MIF lastelés ziurkiy priesirdziuose pasiZzyméjo intensyviu
tirozino hidroksilazés (TH) imunoreaktyvumu, o dauguma jy buvo issidésciu-
sios veningje Sirdies varty dalyje, ties plautiniy veny Saknimis bei kairiosios
galvinés venos $aknies uzpakalinéje dalyje (3.3.1 pav.). Sirdies varty nervinio
rezginio anatomija anksc¢iau buvo i§samiai apibiidinta, taciau verta paminéti,
kad MIF Iasteliy ir epikardiniy mazgy nebuvo rasta Salia ziurkiy sinusinio
priesirdzio ar priesirdinio skilvelio mazgy [15, 23, 215, 216]. MIF lasteliy
kiiny skersmuo svyruoja nuo 8 iki 15 pm, o jy forma yra verpstiné, ovali arba
netaisyklinga. IS viso buvo iSanalizuota 11316 MIF Iasteliy, kurios buvo
suskirstytos 1 1230 sankaupy, kuriy dydis labai jvairus — nuo keliy iki 146
MIF lasteliy (zr. 2.3.2.1 lentel¢). ISskyréme du MIF lasteliy morfologinius
tipus (3.3.2 pav.). I tipo MIF lastelés (3.3.3 pav. A, B) tur¢jo aiskiai matomas
ataugas, jy kiinai daZniausiai buvo verpstés formos arba netaisyklingos.
Paprastai $io tipo MIF lastelés buvo iSsidésciusios isilgai epikardiniy nervy
arba juose (3.3.3 pav. A, B). II tipo MIF lastelés buvo be ataugy, o jy ovaliis
kiinai visada sudarydavo glaudzias jvairaus dydzio sankaupas (3.3.3 pav. C,
D). Kiekybiné analizé parodé¢, kad 35,3 proc. sankaupy daugiausia sudare [
tipo MIF Iastelés, 17,8 proc. — 11 tipo, 0 46,9 proc. sankaupy buvo misrios,
t. y. sudarytos i§ abiejy morfologiniy tipy lasteliy (3.3.4 pav.). Kaip matoma
3.3.5 ir 3.3.6 pav., MIF lasteliy sankaupy vieta buvo jvairi ir nepastovi: jos
buvo lokalizuotos epikardiniuose nervuose arba jy aplinkoje (atitinkamai 43,5
proc. ir 21,5 proc.), epikardiniuose mazguose ir Salia jy (12,7 proc. ir 13,4
proc.) bei vietose, kuriose nebuvo nerviniy struktiiry (8,9 proc.). Dauguma
MIF lgsteliy sankaupy buvo i$sidésciusios salia kraujagysliy (3.3.7 pav.).
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TH+PGR 9,5 TH+PGP 9,5

Desiniosios ausytés
apatinis pavirsius

Desiniosios ausytés
virSutinis pavirSius

Desiniojo priesirdzio
Soninis pavirsius

deginés venos Saknis

Uodeginés venos anga

20 mm

3.3.1 pav. Ziurkés priesirdziy isklotinés preparatas, vaizduojantis MIF
lgsteliy sankaupy pasiskirstymgq ir jy sgsajas su neuroninés azoto oksido
sintazés (nNOS) teigiamomis nervinémis galiinémis

(A) MIF lasteliy sankaupy pasiskirstymas Sirdies varty nerviniame rezginyje (pazymétame
punktyrine balta linija), ant plautiniy veny anciy bei kairiosios galvinés venos ancio
uzpakalinés dalies. A vaizde punktyrine linija pazymétos sritys atitinkamai padidintos B-D
vaizduose, o Siuose vaizduose punktyru apibréztos vietos papildomai padidintos B!-D!
vaizduose. Pazymétina, kad MIF Iasteliy sankaupy sinusinio prieSirdzio mazgo srityje
nebuvo nustatyta. Stréliy antgaliai zymi ikimazginius nervus, pasiekiancius Sirdies vartus,
strélés —uzmazginius epikardinius nervus, o dvigubi antgaliai — vidusieniniy nerviniy mazgy
vietg dirdies varty ribose. Zvaigzdutémis (*) pazyméti atsitiktiniai oro burbulai, susidare po
visg preparata dengianciu dengiamuoju stikleliu. PGP 9,5 pozityvios struktiiros zZymétos
pilka spalva, nNOS — raudona, o TH — Zalia spalva.

Adaptuota pagal [34]. Panaudota pagal ,,Elsevier autoriy pakartotinio naudojimo politika.
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3.3.2 pav. MIF lgsteliy morfologiné jvairoveé Ziurkiy priesirdziy sienoje

(A) Dazniausiai nustatomos MIF lasteliy sankaupos sudarytos i$ dviejy tipy lasteliy. DidZiau-
sia sankaupa (apibrézta tamsiai rudos spalvos punktyrine linija) apima 87 abiejy tipy MIF
lasteles. I tipo MIF lasteliy kiinai yra verpstés formos, su aiskiomis, pailgomis ataugomis
(rodyklés), kurios gerai matomos rémelio srityje A’, padidintame virSutiniame vaizde A’. To
paties vaizdo A’ srityje rodykliy antgaliais pazymétos II tipo MIF Igstelés — jos yra ovalios
formos ir neturi ataugy. Rémeliu pazymeéta vieta B’ padidinta apatiniame vaizde B’ siekiant
parodyti placius tarplastelinius tarpus, dél kuriy MIF lastelés susiskirsto j atskiras sankaupas.
Baltai mélyna punktyriné linija apibrézia mazesnes sankaupas, sudarytas tik i§ II tipo MIF
lasteliy. Raidé n prie atitinkamos sankaupos nurodo nustatyta MIF lasteliy skaiciy.
Adaptuota pagal [34]. Panaudota pagal ,,Elsevier autoriy pakartotinio naudojimo politika.
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3.3.3 pav. 1 ir Il tipo MIF lgsteliy morfologija

(A) Sankaupa, sudaryta i$ I tipo MIF lasteliy (ju ryskios ataugos pazymétos rodyklémis),
lokalizuota epikardiniame nerve (apvesta punktyrine linija), kuriame taip pat aiskiai mato-
mos adrenerginés nervinés skaidulos. (B) Netaisyklingai i$sidésciusi I tipo MIF lasteliy
sankaupa nesusijusi su jokiu nervu, taciau gausios $iy lgsteliy ataugos (rodyklés) jas jungia
tarpusavyje. (C, D) II tipo MIF lasteliy sankaupos, pasizymincios ovaliais kiineliais ir netu-
rinios ataugy, suformuoja glaudziai iSsidésciusias sankaupas. Pazymeétina, kad II tipo MIF
lasteliy sankaupy kompaktiskumas gali skirtis. Be to, kai kurios Igstelés (zvaigzduté, D) pasi-
zymi intensyvesne TH ekspresija; tai leidzia teigti, kad Siose lastelése yra didesné katecho-
laminy koncentracija.

Adaptuota pagal [34]. Panaudota pagal ,,Elsevier autoriy pakartotinio naudojimo politika.
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3.3.4 pav. MIF lgsteliy morfotipy pasiskirstymas bendrame istirty
sankaupy skaiciuje (n = 1230, 100 proc.)

Misrios sankaupos, turin¢ios abiejy morfotipy MIF lasteles (I + II tipas), sudaré didziausia
dalj visy nustatyty sankaupy (n = 577, 46,9 proc.). Sankaupose, kuriose nustatytos tik I tipo
MIF lastelés (su aiskiai iSreikStomis ataugomis), sudaré 434 atvejus (35,3 proc.), o 219
sankaupy (17,8 proc.) sudare vien tik II tipo MIF lastelés (be ataugy).

Adaptuota pagal [34]. Panaudota pagal ,,Elsevier autoriy pakartotinio naudojimo politika.
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Epikardiniuose Salia Salia Epikardiniuose Atskirai nuo
nervuose epikardiniy  epikardiniy mazguose nerviniy
nervy mazgy struktary

3.3.5 pav. MIF lgsteliy sankaupy vieta Ziurkiy priesirdziuose

Sankaupos nustatytos epikardiniuose nervuose (n = 534, 43,4 proc.), Salia epikardiniy nervy
(n=265, 21,5 proc.), salia epikardiniy mazgy (n =165, 13,4 proc.), epikardiniuose mazguose
(n = 156, 12,7 proc.) bei srityse, kuriose néra greta esanciy nerviniy struktiiry (n = 110,
8,9 proc.).

Adaptuota pagal [34]. Panaudota pagal ,,Elsevier autoriy pakartotinio naudojimo politika.
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3.3.6 pav. MIF lgsteliy issidéstymas Ziurkiy prieSirdziuose juos
imunohistochemiskai pazyméjus tirozino hidroksilaze (TH, Zalia spalva),
cholino acetiltransferaze (ChAT, raudona spalva)

(A) MIF lasteliy sankaupa (balta rodykle¢), lokalizuota Salia epikardinio nervo (pazyméto
oranzine elipse) ir kraujagysliy (pazyméty raudonomis elipsémis). (B) MIF lasteliy sankau-
pos, esancios $alia (balta rodykle) ir viduje (balta rodyklés galvute) cholinerginiy epikardiniy
mazgy (m). (C) MIF lastelés, iSsibars¢iusios epikardiniame nerve. (D) Trys MIF lasteliy
sankaupos (apibréztos skirtingy spalvy punktyrinémis linijomis), i$sidés¢iusios priesirdzio
epikarde, toliau nuo mazgy, rezginiy ar nerviniy skaiduly, taciau Salia kraujagysliy (pazy-
mety raudonomis elipsémis), kurios apsuptos perivaskuliniy TH teigiamy nerviniy skaiduly.
Adaptuota pagal [34]. Panaudota pagal ,,Elsevier autoriy pakartotinio naudojimo politika.
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3.3.8 pav. Trys aksony morfologiniai tipai: imunopozityviis nNOS,
susije su MIF lgstelémis Ziurkiy priesirdZiuose

Pirmojo tipo nitrerginés terminalés (A—C) turi gausiy varikoziy ir sudaro krepselj aplink
kontaktuojancias MIF lasteles. Antrojo tipo aksonai (D-F) apgaubia tam tikras MIF lasteles
keliose vietose, taCiau neturi varikoziy. Trecio tipo nitrerginiai aksonai (G-I) taip pat neturi
varikoziy, tac¢iau yra nutole nuo MIF lasteliy (baltos rodyklés) lyginant su pirmy dviejy tipy
aksonais. Trecio tipo aksonai parodo aisky aksoniniy kontakty su MIF Igstelémis nebuvima.
Adaptuota pagal [34]. Panaudota pagal ,,Elsevier autoriy pakartotinio naudojimo politika.

Nepriklausomai nuo imunohistochemiskai taikyto neuroninio Zymens,
dauguma ziurkiy Sirdyse analizuoty MIF lgsteliy sankaupy (~80 proc.) netu-
réjo tiesiogiai su Siomis adrenerginémis lastelémis susijusiy nerviniy skaiduly
(NS). Taciau apie 20 proc. identifikuoty MIF lasteliy sankaupy turéjo nedi-
delj skai¢iy NS, glaudziai susijusiy su Siomis lgstelémis, ir jos NS buvo nitrer-
ginés, t. y. teigiamos tik neuroninei azoto oksido sintazei (nNOS) (3.3.8 pav.
A-F). Mes nustatéme du $iy NS tinklinés struktiiros modelius, apimancius
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MIF lasteliy sankaupas. Pirmas tipas (nustatytas ~2 proc. visy tirty sankaupy)
buvo retas — nitrerginés skaidulos glaudziai apsupo MIF lasteles, jy aksonuo-
se buvo gausu varikoziy, rodan¢iy galimg tiesioginj jy dalyvavimg NO
kontaktuose (3.3.8 pav. A—C, 3.3.9 pav.). Antras tipas buvo Zymiai daznesnis
(~18 proc. visy tirty sankaupy) — nitrerginiy aksony galuose varikoziy buvo
maziau arba visai nebuvo (3.3.8 pav. D-F, 3.3.9 pav.). Siy aksony tinklinis
iSsidéstymas konkreciy MIF Iasteliy sankaupose leidzia teigti, kad jie gali
buti funkciskai susije su tomis MIF lgstelémis, kurias pasiekia. Dauguma
MIF lasteliy sankaupy (81,3 proc.) Siame tyrime neturéjo jokiy NS, jskaitant
nNOS teigiamas (3.3.8 pav. G-I, 3.3.9 pav.). Svarbu paminéti, kad visy tirty
ziurkiy prieSirdZiy preparatuose neradome né vienos MIF lasteliy sankaupos,
prie kurios bty priartéjusios cholinerginés skaidulos ar aksonai (3.3.10 pav.).
Be to, mums pavyko identifikuoti kelis vidinius $irdies nitrerginius neuronus
ziurkiy priesirdziuose, kuriy ataugos tesési nuo neurony kiiny iki MIF Igsteliy
sankaupy (3.3.11 pav.).

1200
81,3 proc.

1000
800
600

400

18,7 proc.
20041 NN B 2,2 proc. — apsuptos varikoziy

16,5 proc - be varikoziy

MIF Iasteliy sankaupy kiekis (n)

Néra kontakto  Kontaktas
su aksonais su aksonais

3.3.9 pav. MIF lgsteliy sankaupy inervacija nitrerginiais aksonais

Dauguma sankaupy (n = 1000) nebuvo susijusios su nervinémis skaidulomis. Nedidel¢ dalis
(n =230) turéjo tiesioginius kontaktus su nNOS teigiamais aksonais, i§ kuriy 27 sankaupos
buvo apsuptos varikoziy turin¢iy aksony, o 203 sankaupos kontaktavo su aksonais be
varikoziy. Skaiciai vir§ diagramy stulpeliy rodo reik§mes procentais.

Adaptuota pagal [34]. Panaudota pagal ,,Elsevier autoriy pakartotinio naudojimo politika.
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3.3.10 pav. Mikrofotografija, iliustruojanti, kad cholinerginés nervinés
skaidulos yra nesusijusios su MIF lgsteléemis Ziurkiy priesirdZziy preparate,
imunohistochemiskai pazymétame tirozino hidroksilaze (TH), cholinio
acetiltransferaze (ChAT) ir neuronine azoto oksido sintaze (nNOS)

Rémeliais pazymétos vietos (A’, B’) padidintos atskiruose vaizduose rodo, jog Salia MIF
lasteliy néra ChAT teigiamy nerviniy skaiduly su varikozémis. m — Zymi epikardinius
mazgus, oranziné elipsé — epikardinj nerva.

Adaptuota pagal [34]. Panaudota pagal ,,Elsevier autoriy pakartotinio naudojimo politika.
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3.3.11 pav. Nitrerginé inervacija mazy intensyviai fluorescuojanciy (MIF)
lgsteliy sankaupoje, esancioje vidusieninéje Sirdies varty dalyje

(A) Mikrovaizdy isklotiné, vaizduojanti imunohistochemiskai pazyméta Sirdies varty nervinj
rezginj: MIF lastelés, pazymétos tirozino hidroksilaze (TH zalia, Zvaigzdutémis), ir du
gretimi neuronai, pazyméti neuronine azoto oksido sintaze (nNOS, raudona). Pazymétas
nitrerginis aksonas (rodyklés), kiles i§ vieno nitrerginio neurono (Al), tesiasi link apatinés
MIF lIgsteliy sankaupos (A*-AS) ir ,,apgaubia® ja. Rémeliais paZymétos (A) vietos padidintos
A'-AS intarpuose siekiant parodyti skirtingas nitrerginio neurono vietas ir MIF lIgsteles,
apriipinamas nitrerginémis terminalémis.

Adaptuota pagal [34]. Panaudota pagal ,,Elsevier autoriy pakartotinio naudojimo politika.
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4. REZULTATU APTARIMAS

4.1. Sirdies nerviniy galiiniy morfologiniai tipai, jy sandara,
pasiskirstymas ir galima funkciné reik§mé

Per kelis desimtmecius sukaupti duomenys apie vidusienines nervines
gallines ir ankstesni steb¢jimai, atlikti taikant metileno mélio dazyma, sidabro
impregnavimg ir imunohistochemijg [26, 132, 133, 138, 217], leidzia teigti,
kad puokstés tipo JNG Sirdyje yra gana retos ir iSsidésciusios lokaliai. Dél
Sios priezasties jas dazniausiai pavyksta nustatyti tik tiriant visos Sirdies
preparatus arba Sirdies iSklotines. Iki Siol nerviniy galiiniy nepavyko nustatyti
nei skersiniuose, nei iSilginiuose Sirdies pjliviuose, nes jy savita (plona ir
plati) struktiira sunkina atpazinimg ir interpretavimg audiniy pjuviuose.
Dauguma nerviniy galtiniy buvo nustatytos skilveliy epikarde, ypa¢ vainiki-
nés vagos srityje ir Zemiau jos bei prieSirdziy endokarde ties didziyjy veny
anciais.

Iki Siol dar truksta patikimy anatominiy duomeny, leidZian¢iy apibiidinti
misy iSryskinty ir analizuoty nerviniy galiiniy kilme ir jvertinti jy funkcing
reik§me¢. Taciau naudojant palyginamajj metoda, galima daryti prielaida, kad
miisy identifikuotos epikardinés puokstés tipo galiinés tikétina yra labai pana-
Sios arba net identiSkos toms nervinéms galtinéms, kurios buvo isryskintos
aortos lanko sienoje ir prieSirdziy endokarde, taikant Dil dazo griztamosios
(retrogradinés) ir anterogradinés pernasos pelés klajoklio nervo apatinio maz-
go juntamyjy neurony aksonais metoda ir konfokaline iSskleistos Sirdies bei
aortos lanko sienos mikroskopija [26, 133]. Pastaryjy darby autoriai teigia,
kad puoksteés tipo i$siSakojancios galiinés atlieka barorecepting funkcija, t. y.
reaguoja ] kraujagysliy ir Sirdies sieneliy mechaninj tempima. Perduodamos
tiesioginius juntamuosius impulsus j smegeny kamieno atskirojo laido bran-
duolj per klajoklio nervo apatinio mazgo lgsteles, puokstés tipo aferentinés
skaidulos, tikétina, dalyvauja barorefleksinés arterinio kraujospiidzio ir Sirdies
susitraukimy daznio reguliacijos procesuose [219].

Prielaida, kad puokstés tipo nervinés galtinés yra klajoklio nervo pirmi-
niy juntamyjy neurony periferiniy aksony galiinés taip pat pateiké Kazci ir
bendraautoriai [135], kurie panaudojo transgenines peles, ekspresuojancias
Phox2b-Cre-tomato fluorescencinj nesiklj, specifiSkai biidinga klajoklio ner-
Vo apatinio mazgo visceraliniams juntamiesiems neuronams. Kazci su bendra-
autoriais, mikroskopuodami priesirdziy isklotiniy preparatus didelés skiria-
mosios gebos konfokaliniu mikroskopu, pateiké klajoklio nervo aferenty
lokalizacijos Sirdilapj. Nustatyta, kad rastos puoksciy tipo nervinés galtinés
visada buvo susijusios su Phox2b ekspresuojanciomis nervinémis skaidulo-
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mis ir taip patvirtino jy klajoklio nervo juntamajg kilme¢. Be to, Hirakawa ir
bendraautoriai [220] pateiké patikimy morfologiniy ir funkciniy jrodymy
apie atskirg ziurkés skrandzio prievarcio urvo serozinio dangalo klajoklio
nervo aferentiniy nerviniy galiiniy klase . Sios struktiiros, pasizyminéios stip-
riu P2X3 imunoreaktyvumu, yra akivaizdziai panasios ] musy tirty gyviny
rusiy Sirdyse nustatytas puokstés tipo nervines galiines. Taciau Shenton ir
bendraautoriai [134], sudarydami Ziurkés endokardinio nervinio rezginio
Sirdilapj ties tusCiyjy veny ir priesirdzio sritimi, pateiké gana kritisky jzvalgy
del 8iy nerviniy galiiniy klajoklio nervo kilmés. Svarbu pazyméti, kad Mura-
kami ir bendraautoriai. [136], taikydami didelés skiriamosios gebos nuosek-
liy pjuviy atgalinés sklaidos (angl. backscatter) elektrony skenuojamaja
mikroskopija ir trimate¢ rekonstrukcija, pateiké Siy nerviniy galiiniy ultra-
strukttiring charakteristika. Pasak autoriy, elektroninés mikroskopijos krite-
rijai, leidZiantys identifikuoti puoksciy tipo galiines, yra Sie: 1) suplokstéju-
sios, netaisyklingy kontiiry, vienasluoksnés aksony nervinés galiinés; 2) dali-
nis jy apgaubimas Svano lasteliy ataugomis; 3) gausios skaidrios sekrecinés
pislelés, susitelkusios Svano lastelémis nepadengtose srityse; 4) gausus
mitochondrijy ir | glikogena panaSiy granuliy kiekis; 5) aplink esanti daugia-
sluoksné pamatiné membrana ir fibroblasty turintis tarplastelinis uzpildas.
Nerviniy galiiniy dalys paprastai yra plonesnés nei 1 um ir glaudziai susiju-
sios su nemielinizuojanéiy Svano lasteliy citoplazminémis ataugomis, kurios
tik i§ dalies apgaubia aksolemg. Toks dalinis apgaubimas yra svarbus morfo-
loginis pozymis, nes sudaro salygas tiesioginei aksono membranos sgveikai
su tarplasteliniu uZpildu, ypa¢ srityse, kuriose kaupiasi sekrecinés pislelés.
Apskritai Sie pozymiai pagrindzia puoksciy tipo nerviniy galtiniy priskyrimg
mechanosensoriniams baroreceptoriams, kurie dalyvauja autokrininés gluta-
materginés moduliacijos procesuose ir gali biiti veikiami simpatiniy neuro-
efektoriniy signaly. Funkciniu poziiiriu Sios galiines galbiit yra mechaniniams
dirgikliams jautrios strukttiros, galinCios reaguoti j prieSirdzio sienelés jsi-
tempima ar deformacija. Jy topografinis susitelkimas ties veny ir priesirdzio
jungtimis — vietose, patirianc¢iose dinaminj tempima Sirdies ciklo metu — dar
labiau pagrindzia jy galimg jtaka reaguojant j Sirdies kamery turio pokycius
ir sukeliant autonominius refleksus [136].

Taikydami imunohistocheminius nerviniy struktiiry Zyméjimo metodus,
skirtus specifiniams juntamyjy neurony zZymenims identifikuoti, nustatéme,
kad nerviniy galiiniy randama ir Sirdies vidusieniniuose nerviniuose mazguo-
se. Juose nervinés galiinés apraizgo pavienes lasteles, i kurias ir per kurias,
tikétina, gali buti veikiama Sirdies eferentiné nerviné reguliacija. Be to, Sir-
dies nerviniy galiiniy morfotipai pasizymi rigiai bidingais skirtumais. Siy
skirtumy reikSmei paaiskinti reikalingi tolesni tyrimai, nes net vienodo
dydzio skirtingy riisiy Sirdys turi aiskiai besiskirian¢ias nervines galiines.
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Tirtose ziurkiy Sirdyse aksony galtinés, ekspresuojancios tipinius nuga-
riniy mazgy juntamyjy neurony zZymenis — medziaga P (SP) ir su kalcitonino
genu susijusj peptidag (CGRP) — aplink Sirdies nerviniy mazgy neurony kiinus
suformuoja krepselio tipo struktiiras. Pazymétina, kad nNOS-teigiami akso-
nai taip pat formuoja identiskas ar labai panaSias krepSelio tipo galiiniy
strukttiras aplink Sirdies vidusieniniy mazgy cholinerginiy neurony kiinus.
Ankstesniy tyrimy rezultatai [221] parod¢, kad ziurkés klajoklio nervo junta-
mieji mazgai daugiausia yra nitrerginiai. D¢l Sios priezasties galima teigti,
jog krepselio tipo struktiiras ant Sirdies vidusieniniy neurony formuojantys
nitrerginiai aksonai yra Sios ruiSies klajoklio nervo juntamyjy neurony perife-
riniy aksony galiinés. Sirdies vidusieniniai juntamieji neuronai, turintys tipinj
pirminiy juntamyjy neurony fenotipa (imunopozityviis SP ir CGRP), iki Siol
néra nustatyti ar patvirtinti. Todel keliame hipoteze, kad ir nugariniy mazgy,
ir klajoklio nervo juntamyjy mazgy kilmés visceraliniai juntamieji neuronai
gali tiesiogiai moduliuoti uzmazginius parasimpatinius cholinerginius neuro-
nus Sirdies vidusieniniuose nerviniuose mazguose per savo krepselio tipo
galiines. Siose struktiirose nustatomos su SP, CGRP ir nNOS susijusios sig-
nalinés (transdukcinés) molekulés. Norint iSsamiau suprasti, kaip Sios krepse-
lio tipo galiinés, imunoreaktyvios antikiinams prie§ SP, CGRP ir nNOS,
sgveikauja su neapgaubtais Sirdies vidiniais cholinerginiais neuronais, biitini
tolesni tyrimai. Ypac reikalingi imunoelektroninés mikroskopijos tyrimai,
kurie leisty nustatyti Siy galtiniy ultrastrukttirinius pozymius ir atskirti jas nuo
gausiy klajoklio nervo ikimazginiy cholinerginiy aksony, kontaktuojanciy su
Sirdies mazgy neurony kinais. Siuo metu vis dar neaisku, ar patys Sirdies
vidusieniniai nitrerginiai neuronai gali formuoti krepSelio tipo galtines aplink
tipiniy cholinerginiy uzmazginiy klajoklio nervo neurony kiinus. Jeigu véles-
niais tyrimais biity patvirtinta, kad Sirdies vidusieniniy nitrerginiy neurony
aksonai formuoja krepSelio tipo galtines, tai patvirtinty ir miisy hipotez¢ apie
galima vieting (vidusiening) vidiniy Sirdies neurony cheminio fenotipo junta-
maja funkcija.

4.2. Sirdies MIF lasteliy inervacija

Masy atlikty tyrimy duomenys patvirtina ankstesnius steb¢jimus, rodan-
Cius, kad vidusieniniy MIF lgsteliy sankaupose nerviniy skaiduly dazniausiai
néra. Absoliuti dauguma Siame tyrime analizuoty TH labai imunoreaktyviy
MIF lasteliy nebuvo tiesiogiai apsuptos nervy. Ankstesniuose tyrimuose
cholinerginé (parasimpatiné) Sirdies MIF lasteliy inervacija, tikétina, buvo
interpretuota klaidingai, nes Sios lastelés gausiai iSsidésciusios vidusieni-
niuose Sirdies nervuose ir mazguose, kuriuose cholinerginio bei kity chemi-
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niy fenotipy nervinés skaidulos pasiskirs¢iusios tam tikru atstumu nuo paciy
MIF lasteliy kiiny [222, 223]. Taciau §is tyrimas pirmg kartg pateikia anato-
miniy jrodymy, kad beveik penktadalis (18,7 proc.) visy identifikuoty MIF
lasteliy buvo glaudziai ir jvairiai apsuptos smulkiy nerviniy skaiduly, imuno-
pozityviy i§imtinai nNOS. Be to, buvo nustatyta, kad tik nedidel¢ dalis Ziur-
kes Sirdies (2,2 proc.) tirty MIF lIgsteliy buvo tankiai apipintos nNOS teigia-
maisiais, varikoziy turin€iais aksonais. Tai leidzia teigti, kad gali egzistuoti
nerviniai kontaktai su tam tikra MIF lasteliy populiacija, galin¢ia dalyvauti
katecholaminy endokrininio i§skyrimo procese. Atsizvelgiant j ankstesnius
duomenis apie vyraujancius ziurkés klajoklio nervo juntamuosiuose mazguo-
se nitrerginius neurony kiinus ir gausias nitrerginiy neurony populiacijas
vidusieniniuose $irdies mazguose [221], galima teigti — MIF lasteles apipi-
nantys nitrerginiai aksonai gali biti klajoklio nervo juntamyjy neurony
projekcijos. Siai prielaidai patvirtinti batini tolesni kity gyviiny risiy, turinéiy
didesn; Sirdies MIF lasteliy skai¢iy, neuroanatominiai tyrimai ir Zmogaus
Sirdies tyrimai. Be to, Siame tyrime nustatyta, kad vidusieniniai nitrerginiai
neuronai ziurkeés Sirdyje siuncia aksonus j gretimas MIF lasteliy sankaupas.
Tai leidzia teigti, kad MIF Igsteliy nitrerginé nerviné¢ moduliacija gali buti
palaikoma ne tik uz Sirdies riby esanCiomis, bet ir vidusieninémis Sirdies
nitrerginémis neuroninémis grandimis.

Prielaida, kad ziurkés vidusienines MIF lgsteles glaudziai apipinantys
nitrerginiai aksonai yra juntamosios kilmes, i§ dalies patvirtina Cheng ir
bendraautoriy [26] tyrimas. Tame tyrime, taikant intrakranijing klajoklio
nervo judinamyjy Sakneliy rizotomija eferentinéms klajoklio nervo skaidu-
loms pasalinti ir didelés skiriamosios gebos konfokaling lazering skenuoja-
maja mikroskopija, buvo nustatyti juntamieji klajoklio nervo aksonai. Jie
buvo pazyméti Dil atsekamuoju Zymeniu, suleistu j klajoklio nervo apatinj
mazgg ties MIF Igstelémis aortos lanko, bendryjy miego arterijy ir poraktiniy
arterijy sienelése. Cheng ir bendraautoriai [26] Siuos pazymétus periferinius
klajoklio nervo aksonus, kurie baigesi ties MIF lastelémis, laiké chemorecep-
toriais. Anatomiskai jie buvo tapatis Siame tyrime Ziurkés vidusieninése MIF
lastelése nustatytiems lasteles supantiems nitrerginiy aksony krepSeliams.
Taikydama tuos pacius tyrimo metodus, Cheng grupé [133] taip pat nustaté
klajoklio nervo aferentines lasteles supancias galiines aplink MIF lasteles
ziurkés priesirdziy sienelése. Siy autoriy apra$ytos klajoklio nervo aferen-
tinés galtinés MIF lasteliy aplinkoje atitiko antrg Siame tyrime nustatyty
nitrerginiy aksony tipa. Be to, naujausi Ma ir bendraautoriy [32] tyrimy duo-
menys jrodo, kad aprasytos lasteles supancios nitrerginés nervinés skaidulos
prie vidusieniniy Sirdies MIF Igsteliy grei¢iausiai néra nugariniy juntamyjy
neurony periferiniai aksonai, nes jie ziurkés priesirdziuose pasiZymi savitais
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morfologiniais ir neurocheminiais pozymiais bei i$sidésto toliau nuo MIF
lasteliy.

Jeigu buty patvirtinta, kad specifines Sirdies MIF lasteles apipinantys
nitrerginiai aksonai yra juntamosios kilmés, tai galéty suteikti naujy jzvalgy
aiSkinant paradoksinj Sirdies susitraukimo daznio padidéjima po klajoklio
nervo stimuliacijos, suzadinancios adrenerginj atsaka Sirdyje [224, 225]. Kal-
bant apie Sirdies MIF lasteles, miisy duomenys leidzia teigti, kad funkcinis jy
vaidmuo yra dvejopas: daugelis jy apskritai neturi nervinés reguliacijos, o
nedidelé jy populiacija yra tiesiogiai reguliuojama klajoklio nervo arba net
vidusieniniy nitrerginiy neurony, kuriy jtaka nervinei Sirdies veiklos kontrolei
iki Siol néra iSaiskinta. Tolesni tyrimai butini siekiant atskleisti anatoming
inervuoty ir neinervuoty MIF Igsteliy jvairove bei galimg jy funkcinj poveiki
Sirdies veiklai.

Nitrergings Sirdies MIF lagsteliy inervacijos nustatymas gali padéti geriau
suprasti Sirdies susitraukimo daznio padid¢jimo mechanizma, pasireiskiantj
po elektrinés klajoklio nervo stimuliacijos [224, 225]. Tikétina, kad klajoklio
nervo stimuliacijos sukelta tachikardija néra susijusi su tiesioginiu klajoklio
nervo eferentiniy skaiduly suzadinimu ir dél Sios priezasties vykstanc¢iu kate-
cholaminy i$siskyrimu i§ MIF lasteliy, kaip buvo manoma seniau [226-228].
Labiau tikétina, kad minétas simpatinés kilmes Sirdies aktyvacijos mechaniz-
mas apima klajoklio nervo aferentines skaidulas, kadangi tipiné parasimpa-
tiné uzmazgine cholinerginé vidusieniniy MIF lasteliy inervacija iki $iol néra
jrodyta. Remdamiesi §iuo anatominiu faktu, keliame hipoteze, kad elektrine
klajoklio nervo aferenty stimuliacija suzadina neurony signalus i§ atskirojo
laido branduolio, o i§ jo nerviniai impulsai per nusileidziancias tinklinio
darinio skaidulas aktyvina simpatinius ikimazginius neuronus. Taciau lieka
neaiskus galimas periferiniy klajoklio nervo aferenty, pasizyminciy nitrergi-
niu cheminiu fenotipu ir inervuojanciy tyrime nustatytas negausias vidusie-
nines MIF lgsteles, vaidmuo. Viena i§ galimy $iy nitrerginiy aksony funkcijy
galéty buti chemorecepcija MIF lasteliy sankaupose, per kurig biity reguliuo-
jama vidusieniné MIF lasteliy endokrininé funkcija. Tac¢iau minétas padidéjes
Sirdies susitraukimy daznis, sukeltas klajoklio nervo stimuliacijos, gali biiti
aiSkinamas ir remiantis neseniai nustatytu anatominiu faktu, kad klajoklio
nervo kaklinés ir kriitininés Sakos kartu su nervais, iSeinanciais i§ simpatinio
kamieno kakliniy ir kritininiy mazgy, apriipina zmogaus Sirdi gausybe
uzmazginiy simpatiniy skaiduly [229-231].
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4.3. Galima audiniy paruosimo jtaka tyrimo
rezultatams ir jy vertinimui

Remdamiesi miisy sukauptais duomenimis, manome, kad Sirdies nervi-
niy galiiniy vizualizacija tikétina priklauso ne tik nuo taikomo nervinio rezgi-
nio dazymo metodo ir prie§ dazymg atliktos audiniy cheminés fiksacijos, bet
ir nuo laiko, praéjusio po organizmo mirties (lot. post-mortem). Juo §is laikas
trumpesnis, juo didesné tikimybé kontrastingai iSryskinti Sias struktiiras.

Masy atliktame prieSirdziy iSklotiniy preparaty tyrime buvo iSsamiai
analizuota ne tik Sirdies inervacija, bet ir kity Sirdies lasteliy, pvz., MIF,
morfologiniai fenotipai ir jy pasiskirstymas. Manome, kad taikytas audiniy
paruosimo protokolas, apémes chemine fiksacija, dehidratacijg ir rehidrata-
cija, netur¢jo reikSmingos jtakos nei analizuotoms nervinéms strukttiroms,
nei su jomis susijusioms kitoms lgsteléms (jy dydziui ir pasiskirstymui Sirdies
sienose) arba §i jtaka buvo minimali. Yra tikimybe¢, kad ir pradiné prefiksacija
4 proc. paraformaldehido tirpalu, ir vélesné dehidratacija etanoliu bei Dento
tirpalu galéjo sukelti nerySky audiniy ir lasteliy susitraukimg. TeoriSkai
dehidratacijos etapas gal¢jo sukelti nedidel] MIF lasteliy tankio padidé¢jima.
Taciau véliau atlikta audiniy rehidratacija tur¢jo atkurti pradini MIF lasteliy
pasiskirstymo tankj, jeigu audiniai j visus taikytus paruoSimo etapus reagavo
vienodai. Didesng jtakg rezultaty interpretacijai galéjo turéti pats priesirdziy
isklotiniy preparaty paruo§imas. Sig procediira sudaré: tiksliy pjaviy atliki-
mas, audiniy karpymas, priesirdziy sieneliy iStempimas ir jy iSlyginimas ant
silikoninio pagrindo pries atliekant nerviniy struktiiry ir MIF Igsteliy imuno-
histocheminj Zyméjima. Si procedira gali biti vienas i3 §io tyrimo metodiniy
trikumy. PrieSirdziy iSklotiniy preparaty iSskleidimas natiiraliai sukeéle
mechaninj prieSirdziy sieneliy tempima, dél kurio MIF lasteliy sankaupos
gal¢jo biiti matomos kaip labiau viena nuo kitos nutolusios. D¢l Sios priezas-
ties galbiit tikrasis MIF lasteliy sankaupy skai¢ius buvo maZesnis nei tas,
kuris buvo iSanalizuotas Siame tyrime.
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ISVADOS

Taikant visos Sirdies ir iSskleistos Sirdies preparaty gamybos technikas ir
histocheminj AChE dazyma bei specifinius aferentiniy nerviniy strukti-
ry imunohistocheminius vizualizavimo metodus, zmogaus ir tirty penkiy
rusiy zinduoliy (miniatitirinés kiaulés, ziurkés, dviejy SikSnosparniy ir
pelés) Sirdies sienose yra nustatytos dviejy morfologiniy tipy nervinés
galiinés — puokstes ir krepselio.

1.1. Endokardinés puokstés tipo galiinés yra biidingos tik Zmogui, nes
kity tirty gyviiny endokarde nei puokstés, nei krepsSelio tipo nervi-
niy galliniy nenustatyta.

1.2. Misy tirty gyvuny rusiy epikarde yra paplitusios abiejy tipy galt-
nés, kuriy zmogaus epikarde nebuvo nustatyta.

1.3. Puokstés tipo nervinés galiinés lokalizuojasi po mezotelio Iasteliy
sluoksniu, todél tikslinga jas vadinti submezotelinémis. DidZioji
dauguma submezoteliniy galiiniy pasiskirsto Sirdies skilveliy epi-
karde — tiek krutinkauliniame, tiek diafragminiame, tiek ir Soni-
niuose skilveliy pavirSiuose.

1.4. Krepselio tipo nervinés galiinés nustatomos ir tikétina yra susiju-
sios su Sirdies vidusieniniy mazgy neurony kiinais.

1.5. Puokstes tipo nervinés galiinés yra imunoreaktyvios tik bendrajam
neuroniniam baltymui PGP 9,5. KrepSelio tipo nervinés galiinés
yra imunoreaktyvios PGP 9,5 bei SP, CGRP ir nNOS neuroni-
niams zZymenims.

Puokstés tipo nervinés galiinés pasizymi rySkiais risiniais morfometri-
niais skirtumais. Didziausios §io tipo nervinés galiinés nustatytos zmo-
gaus Sirdies endokarde ir miniatiiirinés kiaulés epikarde. Ziurkés epikar-
dinés puokstés tipo nervinés galtinés yra didesnés, negu Sio tipo galiinés
SikSnosparniy ir pelés epikarde. Pastarosios rusies epikardinés puokstés
tipo galtinés yra pacios smulkiausios.

Absoliuti dauguma Sirdies mazy intensyviai fluorescuojanciy lasteliy
savo aplinkoje neturi jokiy nerviniy skaiduly ir pasizymi netolygiu
topografiniu pasiskirstymu, taciau jos yra dviejy morfologiniy tipy (I tipo
lastelés — su ataugomis, o II tipo Iastelés — be ataugy); nedidelis jy kiekis
(iki 19 proc.) ziurkes Sirdyje yra apgaubtos plonomis nitrerginémis skai-
dulomis. Specifiniams aferentiniy neurony Zymenims (SP, CGRP ir
nNOS) imunoreaktyvios nervinés skaidulos ir nervinés galtinés sudaro
krepselius apie vidusieniniy mazgy neurony kiinus, kuriy egzistavimas
yra jrodytas tik Zziurkés Sirdyje. Ateityje reikia istirti, ar kity rusiy gyviny
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Sirdyje yra tipiSky aferentiniy neurozymeny turin¢iy nerviniy skaiduly
bei galiiniy. Jas patvirtinus yra prielaida manyti, kad ir nugariniai, ir
klajoklio nervo aferentiniai neuronai per savo periferinius aksonus, bet
ne per vidusieninius aferentinius neuronus (kuriy egzistavimas iki $iol
anatomiskai nejrodytas), galbiit tiesiogiai moduliuoja Sirdies vidusie-
niniy nerviniy mazgy eferentinius neuronus.
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SUMMARY

ABBREVIATIONS

AChE —  acetylcholinesterase
ADRS —  antibody diluent reagent solution
AF488 —  alexa fluor 488 green-fluorescent dye
B-NEs —  basket type nerve endings
CGRP —  calcitonin gene-related peptide
ChAT —  choline acetyltransferase
Cy3 —  cyanine3 orange-fluorescent dye
Cy5 —  cyanine5 far-red-fluorescent dye
DMSO —  dimethylsulfoxide
FS-NEs —  flower-spray-type nerve endings
HuC/HuD -  HuC and HuD neuronal RNA-binding proteins
IPN —  interpeduncular nucleus
LEL —  tomato lectin
NDS —  normal donkey serum
NF —  nerve fibres
NO —  nitric oxide
PB —  phosphate buffer
PBS —  phosphate-buffered saline
PFA —  paraformaldehyde
PGP 9.5 —  protein gene product 9.5
SIF cells —  small intensely fluorescent cells
SP —  substance P
TH —  tyrosine hydroxylase
nNOS —  neuronal nitric oxide synthase

1. INTRODUCTION

The neural regulation of cardiac function is mediated by a hierarchically
organised system of neurons, in which central, extracardiac, and intrinsic
cardiac neural structures operate as a functionally integrated neuronal
network [1-6]. A particularly important component of this network is the
intrinsic cardiac nervous system (ICNS), a plexus of neuronal cell bodies and
nerve fibres located within the heart. This system participates in the reception,
processing, and transmission of local neural signals to higher-order neurons
and thereby contributes to the regulation of cardiovascular responses to
changing haemodynamic and metabolic demands [1, 2, 4, 5, 7-10]. Although
the ICNS does not function in isolation and is anatomically and functionally
connected with thoracic and cervical extracardiac ganglia as well as with the
central nervous system, it also constitutes the principal substrate of local
cardiac neural control. In the human heart, this system is primarily associated
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with the epicardial neural plexus, whereas the extracardiac nerves supplying
the heart converge near the sinuses of the great vessels, in the so-called heart
hilum [11-14].

The intrinsic cardiac neural plexus is composed not only of nerve fibres
with different functional properties, but also of epicardial ganglia, whose
localisation, shape, size, and number vary among the hearts of different
animal species. Epicardial ganglia are concentrated only in specific regions
of the cardiac walls, and the neurons contained within them form a network
that includes parasympathetic, sympathetic, and possibly intrinsic sensory
(afferent) nerve fibres [12, 15-21]. The structural and functional phenotypic
diversity of the epicardial neural plexus, which has been demonstrated and
confirmed by numerous investigators, indicates that both efferent and afferent
neural structures participate in intracardiac neural regulation [12, 22-24].
Therefore, a comprehensive understanding of cardiac neural regulation requi-
res in-depth knowledge of the structural organisation and heterogeneity of
intrinsic cardiac neurons, as well as of their capacity for remodelling during
ageing, myocardial infarction, and other pathological conditions.

Cardiac sensory (afferent) neurons constitute an essential component of
the neural regulation of the heart. Afferent signals arising within the heart
initiate local and central neural reflexes that involve nerve fibres, nerve
endings, and neuronal cell bodies located in ganglia situated in different
regions of the cardiac wall [5, 25-31]. Therefore, the anatomy of cardiac
reflexogenic zones should be analysed by examining both extracardiac and
intracardiac, or intrinsic afferent structures. Of particular importance are
sensory nerve endings distributed among neuronal cell bodies in epicardial
ganglia, which are currently being investigated in only a few laboratories and
may directly modulate the function of intrinsic efferent neurons in the heart
[24, 32].

Recent studies have shown that morphologically distinct nerve endings
are distributed in the epicardium and endocardium. These structures may
initiate afferent signals in the heart, which are subsequently transmitted to
second-order afferent neurons located both in the spinal cord and in the
sensory nuclei of the brainstem tegmentum. These nerve endings may repre-
sent peripheral axon terminals of dorsal root ganglion neurons, vagal sensory
neurons, or intrinsic first-order afferent neurons. To date, two morphological
types of such nerve endings have been described. The first type, referred to
as flower-spray nerve endings, is found in the endocardium and epicardium,
whereas the second type, referred to as basket-type nerve endings, contains
typical sensory neuropeptides, including substance P and calcitonin gene-
related peptide (CGRP), and is distributed around selected neurons within
intrinsic cardiac ganglia [33].
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It should also be emphasised that, in addition to the neural structures
mentioned above, small intensely fluorescent cells may also participate in the
neural regulation of cardiac function. Their morphology, distribution, and
neural relationships may be important for understanding both local and
extrinsic mechanisms of cardiac regulation [34]. The pattern of SIF cell
innervation observed in our studies suggests that cardiac sensory and autono-
mic control may be closely associated not only with extrinsic, but also poten-
tially with local afferent neurons [34].

If the existence of intracardiac afferent neurons is confirmed in the
human heart in the future, knowledge of their anatomy would primarily
enable substantial improvements in clinical heart transplantation approaches.
The preservation of viable neurons belonging to this functional group in the
transplanted heart could help maintain intracardiac neural reflexes in implan-
ted hearts, because heart transplantation disrupts the connection of the organ
with both sympathetic and parasympathetic afferent nerve fibres, potentially
resulting in deafferentation of the intrinsic cardiac neural plexus [35-37].
Similar structural consequences may also be caused, and most likely are
caused, by other cardiac surgical interventions, myocardial infarction, heart
failure, and other pathological conditions, which can damage intrinsic cardiac
nerves and ganglia or induce their structural and functional remodelling,
particularly contributing to the development of cardiac arrhythmias.

Therefore, this dissertation presents and analyses the most recent data
obtained by our group and other investigators on cardiac neural receptors, the
pathways of afferent nerve fibre distribution, and the localization of putative
cardiac afferent neuronal cell bodies. These structures represent anatomical
components of cardiac neural reflexes that underlie the neural regulation of
cardiac function under both normal and pathological conditions.

Aim of the study

To determine the anatomy of intrinsic cardiac afferent structures by
characterising their distribution, organisation, chemical phenotype, and
possible neural relationship with intrinsic cardiac neurons and small intensely
fluorescent cells.

Objectives:

1. To determine the morphological and chemical types of cardiac nerve
endings and their distribution in the hearts of humans and different
animal species using various methods for visualising nerve endings.
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2. To perform a morphometric analysis of nerve endings distributed in
different cardiac regions in humans and various animal species, with
emphasis on their interspecies differences.

3. To investigate the relationship of nerve endings with cardiac small
intensely fluorescent cells and with neuronal cell bodies of intrinsic
cardiac ganglia, highlighting their possible significance for intrinsic
neuroregulatory mechanisms.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Research material

2.1.1. Laboratory animals

The study included 24 Wistar rats aged 2—3 months (12 males and 12
females), adult BALB/c mice aged 6—8 weeks (6 males and 6 females), and
adult mini pigs (4 males and 4 females). All laboratory animals were main-
tained and euthanised at the Laboratory Animal Centre of the Lithuanian
University of Health Sciences in compliance with national and institutional
regulations governing the care and use of laboratory animals (Permission No.
LT-61-19-004). In addition, adult bats from two native species — Brandt’s bat
(Myotis brandtii) and Daubenton’s bat (Myotis daubentonii) — were included
in the study (2 males and 2 females per species). Hearts from mature mini
pigs (4 males and 4 females) were obtained through collaboration with other
investigators, in accordance with the 3R principles (Replacement, Reduction,
and Refinement). Neuroanatomical data and imaging material from bat hearts
were retrieved from the archive of the Institute of Anatomy, Lithuanian
University of Health Sciences (Kaunas, Lithuania). This archive was estab-
lished during previous research projects conducted under permits No. 16 and
57 issued by the Lithuanian Department of Environmental Protection in 1995
and 1997.

2.1.2. Human material

This study was conducted using previously prepared whole human heart
specimens processed with the histochemical acetylcholinesterase staining
technique (section 2.2.4 Whole-heart preparations). The collection of acetyl-
cholinesterase-stained human hearts is preserved in 4% buffered formalin at
the Institute of Anatomy, Lithuanian University of Health Sciences. The
specimens originate from the institute's collection and autopsy cases without
diagnosed cardiac pathology and were collected at the morgue of the Institute
of Forensic Medicine within 12-24 hours post-mortem. The material was
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obtained under approval No. BE-2-62 issued by the Kaunas Bioethics
Committee and was collected between 2004 and 2008 as part of previous
research projects. In total, hearts from 3 women (2633 years), 3 adolescent
males, and 8 adult males (18-36 years) were examined.

2.2. Morphological analysis

2.2.1. Dissection and tissue processing

Following carbon dioxide euthanasia and confirmation of death (absence
of cardiac activity as well as pedal and corneal reflexes), animals were
positioned supine on a silicone surgical pad. A midline thoracic incision was
performed with surgical scissors to open the chest cavity. The diaphragm and
pericardium were carefully separated to provide adequate access to the heart.
The exposed heart was cannulated through the left ventricular cavity to allow
perfusion of the cardiac tissues with 0.1 M phosphate-buffered saline (PBS).
In situ perfusion was carried out at a controlled pressure of 110—-120 mmHg.
Subsequently, tissues were chemically prefixed using 4% paraformaldehyde
(PFA) prepared in 0.1 M PBS (pH 7.4). The hearts were then excised and
immersed in freshly prepared 4% PFA for an additional 40 minutes of
postfixation. After two rinses in PBS, the atria were meticulously separated
from the ventricles and the interatrial septum. Both atrial and ventricular
tissues were then flattened and secured with pins onto the silicone base of a
Petri dish containing chilled PBS. The mounted preparations underwent
graded dehydration in ascending ethanol concentrations (30%, 50%, 70%,
90%, 96%, and three changes of 100%), with each step lasting 10 minutes.
This was followed by a 2-hour incubation in Dent’s solution (dimethyl
sulfoxide (DMSO) and 100% ethanol, 1:4 v/v) to enhance antibody penetra-
tion. To improve fluorescence contrast, specimens were bleached overnight
in Dent’s solution supplemented with 30% hydrogen peroxide (1:4 v/v).
Rehydration was subsequently performed by reversing the ethanol gradient.
Finally, samples were rinsed twice for 10 minutes each in 0.1 M PBS and
incubated for 30 minutes in 1% Triton X-100 (Carl Roth, Karlsruhe, Germa-
ny) prepared in 0.1 M PBS.

2.2.2. Immunohistochemistry

Flattened whole-mount heart preparations were incubated for 2 hours at
room temperature in a blocking solution consisting of 5% normal donkey
serum (NDS; Chemicon International, Temecula, California, USA) diluted in
Antibody Diluent Reagent Solution (ADRS; Life Technologies™, Frederick,
USA). This blocking step was performed to minimise non-specific antibody
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binding and thereby increase the specificity of subsequent immunohistoche-
mical labelling. Following three washes in 0.1 M PBS (10 minutes each), the
samples were incubated for 48 hours at 4 °C in a humidified, light-protected
chamber with primary antibody mixtures listed in Table 2.2.2.1. After
incubation, tissues were washed three additional times (10 minutes each) in
0.1 M PBS and then exposed to the appropriate secondary antibodies
(Table 2.2.2.1) for 4 hours at room temperature on a laboratory shaker in the
dark. Both primary and secondary antibodies were diluted in ADRS (Life
Technologies™, Frederick, USA). Subsequently, samples were rinsed again
in 0.1 M PBS and carefully mounted onto microscope slides. Flattened ventri-
cular preparations were coverslipped using non-fluorescent Vectashield
mounting medium (Vector Laboratories, California, USA) and sealed with
clear nail polish to prevent movement and preserve tissue transparency.
Antibody specificity was validated using control tissues known to exhibit
strong expression of the target antigens (Table 2.2.2.1). Negative controls, in
which primary antibodies were omitted, showed no detectable fluorescence,
confirming the specificity of the staining. These validation steps verified that
each antibody selectively recognised its intended antigen, ensuring the
reliability of the immunohistochemical analysis.

Table 2.2.2.1. Primary and secondary antisera used in the study

Antigen Host | Dilution Catal. Positive control tissues
number (reference)

Primary

nNOS Mouse 1:500 |sc-5302? Midbrain neurons in the inter-
peduncular nucleus (IPN) [206]

ChAT Goat 1:100 |AB144P° Motor neurons in the ventral
horn of the spinal cord [207]

CGRP Mouse 1:500 |ab81887° Neurons of rat dorsal root
ganglia [208]

SP Guinea 1:500 |ab10353¢ Dorsal root ganglion [209]

pig

PGP 9.5 Rabbit 1:500 |38-1000¢ Peripheral nerve fibres and
neuronal cell bodies in the rat’s
dorsal root ganglia (DRG)
[210]

PGP 9.5 Rabbit 1:500 |7863-0504° |Peripheral nerve fibres and
neuronal cell bodies in the rat’s
dorsal root ganglia (DRG)
[210]
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Table 2.2.2.1. Continued

Catal. Positive control tissues

Antigen Host | Dilution number (reference)

Primary (continued)

PGP 9.5 Mouse 1:500 |7863-1004° |Peripheral nerve fibres and
neuronal cell bodies in the rat’s
dorsal root ganglia (DRG)
[210]

PGP 9.5 Mouse 1:500 |480012¢ Peripheral nerve fibres and
neuronal cell bodies in the rat’s
dorsal root ganglia (DRG)

[210]

TH Rabbit 1:500 |ABI152f Chromaffin cells in the medulla
of the rat suprarenal gland [211]

TH Sheep 1:500 |Abl113°¢ Chromaffin cells in the medulla
of the rat suprarenal gland [211]

HuC/HuD Mouse 1:500 |A-21271¢ Myenteric neurones [212]

Secondary

Cy3 anti Mouse Donkey 1:500 |AP192C®

Cy3 anti Goat Donkey 1:500 |AP180CP

Cy3 anti Rabbit Donkey 1:500 |AP182CP

Cy3 anti Guinea Pig | Donkey 1:500 |AP193CP
AF488 anti Rabbit | Donkey 1:500 |ab150065¢
AF488 anti Sheep Donkey 1:500 |API184F°
Cy5 anti Goat Donkey 1:500 |AP180S®
Cys5 anti Rabbit Donkey 1:500 |AP182Sf

Manufacturers: “*Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA; ®Merck Milipore, Burling-
ton, Massachusetts, USA; ‘Abcam, Cambridge, UK; “Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL;
°AbD Serotec, Kidlington, UK; {Chemicon International, Temecula, California, USA.

2.2.3. Visualisation of intrinsic cardiac blood vessels

To visualise intrinsic cardiac vasculature within SIF cell clusters,
Tomato Lectin — LEL, DyLight™ 594 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA USA) was applied, as it is commonly used as an endothelial
marker of blood vessels in laboratory animals. After prefixation, the roots of
both coronary arteries were carefully tied with fine surgical suture material.
The Tomato Lectin solution (mixed 1:1 with 0.1 M PBS) was then injected
slightly distal to the ligation points, enabling its anterograde distribution
throughout the coronary arterial system.
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2.2.4. Whole-heart preparations

Whole hearts from mini pigs were collected immediately after removal
from the thoracic cavity and immersed in 0.1 M phosphate buffer (PB). The
specimens were subsequently rinsed and perfused through both the left and
right coronary arteries using a syringe filled with fresh 0.1 M PB (pH 7.4).
Balloon-tip catheters were inserted into the atrial chambers via the superior
vena cava and the left pulmonary vein to expand the atrial walls. The peri-
carpdium, pulmonary arteries, and mediastinal adipose tissue were carefully
removed from the cardiac base to expose the neural plexus and axonal
terminals. The hearts were then fixed for 30 minutes in 4% paraformaldehyde
prepared in 0.1 M PB. Following fixation, the specimens were rinsed for
1 hour at 4 °C in an isotonic solution containing hyaluronidase (0.5 mg/
100 mL, Sigma) and tetraisopropylphosphoramide (Iso-OMPA, 0.5 mM,
Sigma), a selective pseudocholinesterase inhibitor.

Acetylcholinesterase (AChE) histochemistry was applied to visualise
nerve fibres and their terminals in whole-heart preparations. Hearts were
incubated for 30—60 minutes at 4 °C in staining medium prepared according
to Karnovsky and Roots [213] and later modified by Pauza et al. [214].
Because adipose tissue accumulations at the heart base hindered penetration
of the staining solution, additional careful dissection of these fat pads was
performed during incubation to improve reagent diffusion into neural
structures. After staining, preparations were refixed in 4% paraformaldehyde
in PB and subsequently stored long term in 4% PFA in 0.1 M PB without
detectable morphological alterations.

Fine AChE-positive nerve fibres and their endings were examined under
2x and 6x magnification using a Stemi 2000CS stereomicroscope (Zeiss,
Gottingen, Germany) equipped with a KL 2500 LCD fibre-optic illumination
system (Schott AG, Mainz, Germany). Images were acquired with an
AxioCam MRc5 digital camera (Zeiss, Gottingen, Germany) and processed
using AxioVision software (Rel. 4.8.2, Zeiss, Jena, Germany). In cases where
neural structures could not be confidently identified under stereomicroscopy,
tissue fragments containing presumed nerve endings were excised from
whole-heart preparations with a fine diamond scalpel, mounted on microsco-
pe slides, coverslipped, and analysed using an Imager M1 microscope (Zeiss,
Gottingen, Germany) equipped with an AxioCam MRC digital camera.
Images were captured at 10x and 20% magnifications and processed using
AxioVision software (Rel. 4.8; Zeiss, Jena, Germany). Final figure panels
were assembled using Adobe Photoshop 2020 (Adobe Systems Incorporated,
USA).
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2.3. Microscopy and data collection

2.3.1. Confocal laser scanning microscopy

All whole-mount preparations were imaged using a confocal laser
scanning microscope (LSM 700) equipped with the ZEN 2010B SP1 software
package (Carl Zeiss, Jena, Germany). Panoramic images were acquired at
10x magnification, whereas detailed structural observations were performed
at 20x and 63x magnifications. Each image was captured at a resolution of
2024 x 2024 pixels. Imaging parameters, including pinhole aperture, detector
gain, and laser power, were carefully optimised to maximise the signal-to-
noise ratio while minimising photobleaching of the specimens. Z-stack
acquisition was performed when appropriate to generate three-dimensional
reconstructions and enable precise assessment of antigen localisation. Scan-
ning settings were individually adjusted for each fluorophore used with
secondary antibodies (see Table 2.2.2.1). Final figure layouts were assembled
using Adobe Photoshop 2020 (Adobe Systems Incorporated, USA).

2.3.2. Analysis of SIF cells

Flattened whole-mount preparations of rat atria were examined, and a
total of 1,230 SIF cell clusters were subjected to detailed analysis. Cell counts
were performed manually using digital images obtained from the atrial
preparations. Quantitative results presented in Table 2.3.2.1 include the
number of observations (N), mean values (M) + standard error (SE), as well
as median values accompanied by minimum and maximum (Min—-Max)
ranges.

Table 2.3.2.1. Quantitative data on SIF cells clustered in the examined rat
atria

Overall number of analysed SIF cells 11316
Mean number of cells per cluster + standard error 9.2+0.40
Median, (min-max) number of cells per cluster 4 (2-1406)
Overall number of analysed SIF cells’ clusters 1230
Mean number of SIF cells’ clusters per atria + standard error 410+ 143
Median, (min-max) number of SIF cells' clusters per atria 341 (204-685)

2.3.3. Identification of SIF cells’ cluster

SIF cells were defined as forming a cluster when individual cells were
interconnected by cellular processes or when their somata were in direct phy-
sical contact. Each SIF cell was manually counted using the multi-point tool
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in ImagelJ software (version 1.54), with nuclei marked throughout the entire
Z-stack image series.

2.3.4. Quantitative assessment and schematisation of nerve endings

Flower-spray type nerve endings (FS-NEs) were quantitatively evaluated
by measuring the surface area occupied by individual endings, assuming that
each FS-NE originates from a single nerve fibre (see Figs. 3.2.1 A’, B’,
322 A’ 323 A’,B’). Area measurements were carried out using high-
resolution fluorescent images presented as maximum-intensity projections
derived either from whole-mount atrial preparations or from
acetylcholinesterase-stained whole-heart specimens. Only FS-NEs with
clearly distinguishable boundaries were included in the analysis using ImageJ
software (version 1.54), whereas images containing indistinct or overlapping
nerve endings were excluded from measurements. All measurements of NEs
were performed several times by a single observer, who obtained consistent
results, with only insignificant deviances when measuring the same NEs
repeatedly.

Confocal Z-stack image series, preserved as raw datasets for three-
dimensional visualisation, were acquired at high magnification with a 63x
objective to identify basket-type nerve endings (B-NEs) located on intrinsic
cardiac cholinergic neuronal somata. Maximum-intensity projection images
were exported to Adobe Photoshop 2020, where image transparency was
adjusted to facilitate tracing and manual schematisation of nerve endings (see
Figs. 3.2.6, 3.2.7). During this procedure, three-dimensional Z-stack datasets
were simultaneously examined using ZEN 2010B SP1 software to ensure
accurate interpretation of all structural features.

2.3.5. FS-NEs statistical analysis

All statistical analyses were conducted using IBM SPSS Statistics
(version 26; IBM Corp., Armonk, NY, USA). Descriptive data are presented
as arithmetic means (X) with corresponding standard errors (SE). The norma-
lity of data distributions was evaluated using the Kolmogorov—Smirnov test.
As normal distribution was not confirmed for all variables, nonparametric
methods were applied, specifically the Kruskal-Wallis H test. In cases where
the Kruskal-Wallis test indicated statistically significant differences, post hoc
pairwise comparisons were performed using an all-pairs multiple comparison
approach to determine intergroup differences. A significance threshold of p <
0.05 was adopted. Graphical representations were generated using Origin 6.1
(OriginLab Corporation, Northampton, Massachusetts, USA).
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3. RESULTS

3.1. Nerve endings revealed in whole heart preparations applying
the histochemical acetylcholinesterase (AChE) approach

Among the examined preparations, nerve endings classified as flower
spray-type nerve endings (FS-NEs), according to current concepts of sensory
nerve terminal morphology, were identified exclusively in human and mini
pig hearts. Although FS-NEs visualised with this staining method were
located in different cardiac regions in these two species, their overall
morphological organisation was highly comparable (Figs. 3.1.1, 3.1.2). In the
human heart, AChE-positive FS-NEs were observed solely within the
endocardium at the orifice of the pulmonary veins. Each ending originated
from a single nerve fibre branching off a larger nerve bundle and formed a
compact network of fine fibres within the superficial endocardial layer,
producing a characteristic flower-spray configuration (Fig. 3.1.1).

In mini pig hearts, morphologically similar FS-NEs were detected within
and on the surface of epicardial adipose tissue, most prominently in the region
of the coronary groove (Fig. 3.1.2 A—C). Despite their structural similarity,
FS-NEs identified in the human endocardium were markedly larger,
averaging approximately 133 times the size of those found in mini pigs
(Figs. 3.1.1, 3.1.2). The mean area of 45 human endocardial FS-NEs was
6.7 = 1.3 mm?, whereas corresponding structures in mini pigs measured
0.03 £ 0.003 mm? on average (Table 3.1.1). Due to this substantial size dispa-
rity, human endocardial FS-NEs were excluded from the overall comparative
morphometric analysis of nerve endings. The pronounced difference between
epicardial and endocardial FS-NE dimensions likely reflects variations
related to cardiac wall layers and warrants further investigation using immu-
nohistochemical approaches specifically targeting endocardial nerve endings.

No AChE-positive FS-NEs were detected in the hearts of the other
examined animal species, despite extensive efforts to identify such structures.
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Fig. 3.1.2. Nerves (clear arrows), nerve fibres (black arrows),
and FS-NEs (black arrowheads) visualised by the acetylcholinesterase
(AChE) histochemical method in the mini pig epicardium

(A—C) Higher-magnification views of epicardial nerve endings identified at the coronary
sinus; these correspond to the boxed regions A’, B’, and C’ in the low-magnification image
(D). The enlarged panels (A—C) demonstrate that both epicardial and endocardial nerve
endings share a similar morphological organisation, consisting of an irregular meshwork with
variable density of AChE-positive nerve fibres or axons situated beneath the endothelial or
mesothelial layers. Note the larger size of the human endocardial nerve endings compared
with the epicardial NEs in the mini pig, as shown in Figs. 3.1.1, 3.1.2.

Adapted from [33]. Reused under Elsevier’s author reuse policy.
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Table 3.1.1. Mean (+ standard error, SE), median (minimum—maximum) size
(um?), and number of measured flower spray-type nerve endings (n) in five
mammalian species and human hearts

Species n Mean =+ SE (um?) Median (Min—Max) (um?)
Human 45 | 6705103.6 £1249103.6 | 2424299.6 (92859.2-30853574.3)
Mini pig 100 30035.8 +2997.5 18268.6 (3144.2-161888.7)
Rat 14 4687.2 +£527.2 4211.3 (1927.3-8583.8)
Brandt’s bat 32 2947.8 £367.6 2891.1 (64.4-8515.9)
Daubenton’s bat 13 2804.2 £ 696.0 2124.5 (382.6-9075.1)
Mouse 19 756.6 = 190.2 414.5 (718-2744.7)

3.2. Immunohistochemically identified nerve endings
in whole-mount heart preparations

In flattened cardiac preparations from rats, mice, and bats, two distinct
types of nerve endings were identified. The first type corresponded morpho-
logically to the FS-NEs previously described in whole-heart preparations
stained histochemically for AChE (Figs. 3.2.1-3.2.3). Because these endings
were situated immediately beneath the mesothelial layer, they were designated
as submesothelial FS-NEs. Most of these submesothelial endings were distri-
buted within the proximal three-fifths of the ventricular wall on both the
sternocostal and diaphragmatic surfaces. In addition, FS-NEs were detected
at the bulb of the ascending aorta in the rat preparation (Fig. 3.2.4).

In mice, rats, and both bat species, the nerve fibres forming FS-NEs
originated from thinner epicardial nerves and displayed the characteristic
flower-spray morphology (Figs. 3.2.1-3.2.4). Nevertheless, clear interspecies
differences were evident in both size and structural compactness (see
Figs. 3.1.1, 3.1.2, 3.2.1-3.2.3; Table 3.1.1). The smallest and least variable
FS-NEs were recorded in mice, whereas the largest structures were observed
in mini pigs (see Figs. 3.1.2,3.2.2,3.2.5; Table 3.1.1). In rat hearts, epicardial
FS-NEs demonstrated moderate size variability but were significantly larger
than those found in mice and bats. On average, the FS-NE area in rats
exceeded that of smaller mammalian species by approximately two- to six-
fold (see Fig. 3.2.5; Table 3.1.1). Comparison between the two bat species
revealed subtle morphological differences in submesothelial FS-NEs, with
greater dimensional variability observed in Daubenton’s bat compared with
Brandt’s bat (see Figs. 3.2.3, 3.2.5; Table 3.1.1). In mini pigs, epicardial FS-
NEs were distinctly larger and exhibited greater variability than those
identified in rodents and bats (see Figs. 3.1.2, 3.2.5; Table 3.1.1).
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Fig. 3.2.1. Epicardial nerve fibre bundles (white arrows) and
their branching nerve endings (clear arrowheads) visualised
immunohistochemically using antibodies against the pan-neuronal
marker PGP 9.5 in rat whole-mount heart preparations

A —two FS-NEs are shown; one (outlined with a dashed square) is enlarged in panel A’. B —
single FS-NE (enlarged in panel B’) originating from a relatively thick axon (white arrow).
In proximity to this ending, individual unidentified epicardial cells or their nuclei also exhibit
PGP 9.5 immunopositivity (white arrowheads). In panels A’, B’, the green dashed line
delineates the area defined as a single FS-NE for morphometric measurements and quanti-
tative analysis.

Adapted from [33]. Reused under Elsevier’s author reuse policy.
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Fig. 3.2.3. Epicardial nerves (white ellipse), bundles of nerve fibres
(white arrows), and their branching nerve endings (arrowheads)
immunohistochemically labelled with the pan-neuronal marker
PGP 9.5 in whole-mount heart preparations of Brandt’s (A, A’),
and Daubenton’s bat (B, B’)

Nerve endings outlined with dashed boxes in panels A, B are shown at higher magnification
in the corresponding panels A’, B’. The green dashed lines in panels A’, B’ delineate the
boundary used to define and quantitatively measure the area of a single FS-NEs.

Adapted from [33]. Reused under Elsevier’s author reuse policy.
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Fig. 3.2.5. Mean areas of F'S-NE in five mammalian species

The number of analysed nerve endings (n) is indicated below each species name. A break in
the Y-axis enables simultaneous visualisation of both small and large values. Connecting
lines between bars represent statistically significant differences between species (p < 0.05).
In mini-pig, the mean area of FS-NE was 30035.8 + 2997.5 pm, rat — 4687.2 + 527.2 pm,
Brandt’s bat — 2947.8 + 367.6 pm, Daubenton’s bat — 2804.2 + 696.0 um, mouse — 756.6 +
190.2 pm.

Adapted from [33]. Reused under Elsevier’s author reuse policy.

Immunohistochemical analysis of rat hearts using antibodies against
nNOS, ChAT, and the sensory neuron—associated markers substance P (SP)
and calcitonin gene-related peptide (CGRP) revealed a second morphological
category of nerve endings. This type was clearly distinguishable from
submesothelial FS-NEs identified with the pan-neuronal marker PGP 9.5. As
illustrated in Fig. 3.2.6, these endings were predominantly composed of
CGRP- and SP-immunopositive axons terminating on neuronal somata and
forming B-NEs. Furthermore, nNOS-immunoreactive axonal terminals were
also observed to form endings morphologically identical to B-NEs on intrin-
sic cardiac neuronal cell bodies (Fig. 3.2.7 A). Although efferent ChAT-posi-
tive terminals within intrinsic cardiac ganglia exhibited a comparable structu-
ral organisation, cholinergic terminals did not arrange themselves in basket-
like configurations around ganglionic neuronal somata (Fig. 3.2.7 B).
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Fig. 3.2.7. Neuronal cell bodies (n), axons, and their terminals
associated with epicardial ganglionic neurons immunohistochemically
labelled in whole-mount preparations of rat hearts

In the left column (panels A and B), single- or double-immunolabelled neural structures
illustrate the relationships between specifically immunoreactive axonal terminals and
epicardial neuronal somata positive for choline acetyltransferase (ChAT), the pan-neuronal
marker PGP 9.5. The middle column (panels A’, B’) presents enlarged views of selected
nerve terminals extracted from the single- and double-labelled images in the left column,
highlighting the structural diversity of these terminals. The same neural terminals are sche-
matically represented in the right column (panels A”, B”), where the pronounced morpho-
logical variability of the B-NEs can be clearly appreciated. In panel B, the boxed region is
enlarged in panel B’. Notably, axonal terminals immunoreactive for the classical efferent
(preganglionic) marker ChAT (panels B, B’, B”), as well as terminals positive for sensory
neuronal markers — substance SP and calcitonin gene-related peptide (CGRP) (see
Fig. 3.2.6) — and nitrergic axons expressing neuronal nitric oxide synthase (nNOS) (panels
A, A’, A”) form structurally comparable yet variably complex B-NEs surrounding epicardial
neuronal somata.

Adapted from [33]. Reused under Elsevier’s author reuse policy
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3.3. Morphological patterns, distribution
and innervation of SIF cells

SIF cells identified in the rat atria exhibited strong tyrosine hydroxylase
(TH) immunoreactivity. The majority were localised within the venous pole
of the heart hilum, particularly around the roots of the pulmonary veins and
along the posterior aspect of the left cranial vein root (Fig. 3.3.1). Although
the neural plexus of the heart hilum has previously been described in detail,
it is noteworthy that neither SIF cells nor epicardiac ganglia were detected in
the vicinity of the sinoatrial or atrioventricular nodes in rats [15, 23, 215,
216]. The diameter of SIF cell bodies ranged between 8 and 15 pum, and their
morphology varied from spindle-shaped and oval to irregular forms. A total
of 11,316 SIF cells were analysed and grouped into 1,230 clusters containing
from only a few cells up to 146 cells (see Table 2.3.2.1). Two distinct
morphotypes of SIF cells were identified (Fig.3.3.2). Type I SIF cells
(Fig. 3.3.3 A, B) possessed clearly visible processes and typically displayed
spindle-shaped or irregular somata. These cells were commonly arranged
linearly within epicardial nerves or distributed in close association with them
(Fig. 3.3.3 A, B). In contrast, type II SIF cells lacked processes and exhibited
oval-shaped cell bodies that consistently formed densely packed clusters of
varying size (Fig. 3.3.3 C, D). Quantitative evaluation showed that 35.3% of
clusters were predominantly composed of type I SIF cells, 17.8% mainly
contained type II cells, and 46.9% represented mixed clusters comprising
both morphotypes (Fig. 3.3.4). As illustrated in Figs. 3.3.5 and 3.3.6, the
spatial distribution of SIF cell clusters was heterogeneous rather than fixed.
Clusters were identified within epicardial nerves (43.5%) or adjacent to them
(21.5%), within epicardial ganglia (12.7%) or in their proximity (13.4%), as
well as in regions lacking nearby neural structures (8.9%). The majority of
SIF cell clusters were located adjacent to blood vessels (Fig. 3.3.7).
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Fig. 3.3.1. Whole-mount preparation of rat atria demonstrating
the distribution of SIF cell clusters and their relationship with neuronal
nitric oxide synthase (nNOS)-positive nerve terminals

(A) SIF cell clusters are shown within the neural plexus of the heart hilum (outlined by a
dotted white line), particularly at the roots of the pulmonary veins and along the posterior
aspect of the left cranial vein root. The boxed regions in panel A are magnified in panels B,
C, and D, and the boxed areas within these panels are further enlarged in B!, C!, and D!,
respectively. Notably, SIF cells are absent in the vicinity of the sinoatrial node. Arrowheads
indicate preganglionic nerves entering the heart hilum; arrows denote postganglionic
epicardial nerves; double arrowheads mark the locations of intrinsic ganglia within the
boundaries of the heart hilum. Asterisks (*) represent incidental air bubbles trapped beneath
the whole-mount preparation during coverslipping. PGP 9.5 immunoreactivity is shown in
grey, nNOS in red, and tyrosine hydroxylase (TH) in green.

Adapted from [34]. Reused under Elsevier’s author reuse policy.
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Fig. 3.3.2. Morphological diversity of SIF cell clusters in the rat atrial wall

(A) Typical SIF cell clusters consist of two morphologically distinct cell types. The largest
cluster (outlined with a dark brown dashed line) contains 87 SIF cells of both types. Type I
SIF cells display spindle-shaped somata and prominent elongated processes (arrows), clearly
visible in the boxed region A’, shown at higher magnification in the upper inset. In the same
inset (A’), arrowheads indicate type I SIF cells, characterised by oval cell bodies and
absence of processes. The boxed region B’ is enlarged in the lower inset to illustrate the wide
intercellular spaces that separate SIF cells into distinct clusters. Smaller clusters composed
exclusively of type II SIF cells are outlined by white-to-blue dashed lines. The letter n
adjacent to each outlined cluster denotes the counted number of SIF cells.

Adapted from [34]. Reused under Elsevier’s author reuse policy.

95



Fig. 3.3.3. Type I and type Il SIF cell morphology

(A) A cluster composed of type I SIF cells (arrows indicate their well-developed processes)
located within a circled epicardial nerve containing clearly identifiable adrenergic nerve
fibres. (B) An irregularly arranged cluster of type I SIF cells not directly associated with a
nerve; however, numerous cellular processes (arrows) interconnect the cells. Boxed areas in
panels A and B are shown at higher magnification in the corresponding upper insets. (C, D)
Clusters consisting of type I SIF cells with oval-shaped somata, lacking processes and
arranged in compact, globular formations. The density of type II cell aggregation varies
between clusters. Additionally, certain SIF cells (asterisk in D) exhibit stronger tyrosine
hydroxylase (TH) immunoreactivity, suggesting a relatively higher intracellular catechola-
mine content.

Adapted from [34]. Reused under Elsevier’s author reuse policy.
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Fig. 3.3.4. Proportional distribution of SIF cell morphotypes
among all analysed clusters (n = 1230, 100%)

Mixed clusters containing both morphotypes (type I + type II) were the most frequent (n =
577, 46.9%). Clusters composed exclusively of type I SIF cells (with evident processes)
accounted for 434 cases (35.3%), whereas 219 clusters (17.8%) consisted solely of type 11
SIF cells (without processes).

Adapted from [34]. Reused under Elsevier’s author reuse policy.
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Fig. 3.3.5. Topographical distribution of SIF cell clusters
within the rat atria
Clusters were identified within epicardiac nerves (n = 534, 43.3%) or in proximity to them
(n =265, 21.5%), within epicardial ganglia (n = 156, 12.7%) or in their proximity (n = 165,
13.4%), as well as in regions lacking nearby neural structures (n = 110, 8.9%).
Adapted from [34]. Reused under Elsevier’s author reuse policy.
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Fig. 3.3.6. Distribution of SIF cells in the rat atria following
immunohistochemical staining for tyrosine hydroxylase (TH, green),
choline acetyltransferase (ChAT, red)

(A) A cluster of SIF cells (white arrow) near an epicardial nerve (outlined by an orange
ellipse) and nearby blood vessels (indicated by red ellipses). (B) SIF cell clusters located
either in proximity (white arrow) or within (white arrowhead) cholinergic epicardial ganglia
(g). (C) SIF cells are dispersed along the course of an epicardial nerve. (D) Three distinct
SIF cell clusters (each outlined with differently coloured dashed lines) are situated within the
atrial epicardium, spatially separated from ganglionated plexuses and nerve fibres, yet posi-
tioned near blood vessels (red ellipses) surrounded by perivascular TH-positive nerve fibres.
Adapted from [34]. Reused under Elsevier’s author reuse policy.
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Fig. 3.3.8. Three morphological types of nNOS-immunopositive axons
associated with SIF cells in the rat atria

The first morphotype of nitrergic terminals (A—C) is characterised by numerous varicosities
and forms basket-like structures enveloping the contacted SIF cells. The second morphotype
(D—F) partially surrounds selected SIF cells at multiple contact points but lacks varicosities.
The third morphotype (G-I) also shows no varicosities and is positioned at a greater distance
from SIF cells (white arrows) compared with the first two types. This third axonal pattern
clearly demonstrates the absence of direct axonal contacts with SIF cells.

Adapted from [34]. Reused under Elsevier’s author reuse policy.

Regardless of the neuronal marker applied for immunohistochemical
labelling, the majority of SIF cell clusters identified in rat hearts (approxi-
mately 80%) showed no direct association with nerve fibres (NFs). In
contrast, roughly 20% of clusters were accompanied by a limited number of
closely linked NFs, which displayed a nitrergic phenotype, being positive
exclusively for neuronal nitric oxide synthase (nNOS) (Fig. 3.3.8 A—F). Two
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distinct structural patterns of nitrergic innervation were observed in relation
to SIF cell clusters. The first pattern, detected in approximately 2% of all
analysed clusters, was relatively rare and characterised by tightly enveloping
nitrergic fibres whose axons exhibited numerous varicosities, suggesting
potential direct involvement in nitric oxide (NO) signalling (Figs. 3.3.8 A—C,
3.3.9). The second, more prevalent pattern (approximately 18% of clusters)
consisted of nitrergic axons with sparse or absent varicosities at their
terminals (Figs. 3.3.8 D—F; 3.3.9). The mesh-like arrangement of these axons
around specific SIF cells within clusters suggests a possible functional
association with their target cells. Overall, 81.3% of SIF cell clusters
examined in this study lacked any associated nerve fibres, including nNOS-
positive fibres (Figs. 3.3.8 G-I, 3.3.9). Importantly, no cholinergic nerve
fibres or axons were observed in proximity to SIF cell clusters throughout the
analysed whole-mount atrial preparations (Fig. 3.3.10). Additionally, several
intrinsic cardiac nitrergic neurons were identified in the rat atria, with
processes extending from their somata toward SIF cell clusters (Fig. 3.3.11).
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Free of any axon With axons

Fig. 3.3.9. Nitrergic innervation of SIF cell clusters

The majority of clusters (n = 1000) showed no association with nerve fibres. However, 230
clusters exhibited direct contacts with nNOS-positive axons; among these, 27 clusters were
surrounded by varicose axons, while 203 were contacted by axons lacking varicosities.
Percent values are indicated above the bars in each chart.

Adapted from [34]. Reused under Elsevier’s author reuse policy.
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Fig. 3.3.10. Representative micrograph demonstrating the absence of
cholinergic nerve fibres associated with SIF cells in rat atrial preparations
immunostained for tyrosine hydroxylase (TH), choline acetyltransferase
(ChAT), and neuronal nitric oxide synthase (nNOS)

The boxed regions (A’, B’) are shown at higher magnification in the corresponding insets
and confirm the lack of ChAT-positive varicose nerve fibres near SIF cells. g — indicates
epicardial ganglia, orange ellipse — epicardial nerve.

Adapted from [34]. Reused under Elsevier’s author reuse policy.
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Fig. 3.3.11. Nitrergic innervation of a small intensely
Sfluorescent (SIF) cell cluster situated within the neural plexus
at the venous pole of the rat heart hilum

(A) Mosaic micrograph illustrating the immunohistochemically labelled neural plexus of the
heart hilum. SIF cells are identified by tyrosine hydroxylase (TH) immunoreactivity in green
(marked by asterisks), while two neighbouring intrinsic neurons are labelled for neuronal
nitric oxide synthase (nNOS) in red. A nitrergic axon (indicated by arrows), arising from one
of the nNOS-positive neurons (A!'), extends toward the lower SIF cell cluster (A*-A%) and
forms basket-like contacts around these cells. The boxed regions in panel A are shown at
higher magnification in panels A!'-AS, highlighting different portions of the indicated
nitrergic neuron and the SIF cells receiving nitrergic terminal input.

Adapted from [34]. Reused under Elsevier’s author reuse policy.
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CONCLUSIONS

Using whole-heart and flattened whole-mount preparation techniques,
histochemical acetylcholinesterase (AChE) staining, and specific
immunohistochemical methods for visualizing afferent neural structures,
two morphological types of nerve endings can be identified in the cardiac
walls of humans and five investigated mammalian species (mini pig, rat,
two bats and mice): flower-spray and basket-type nerve endings.

1.1. Endocardial flower-spray nerve endings are characteristic only of
humans, as neither flower-spray nor basket-type nerve endings were
detected in the endocardium of the other investigated animal species.

1.2. Both types of nerve endings are distributed in the epicardium of our
investigated animal species, whereas they have not been detected in
the human epicardium.

1.3. Flower-spray nerve endings are located immediately beneath the
mesothelial cell layer; therefore, it is appropriate to refer to them as
submesothelial nerve endings. The vast majority of submesothelial
nerve endings are distributed in the ventricular epicardium, on the
sternocostal, diaphragmatic, and lateral ventricular surfaces.

1.4. Basket-type nerve endings are detected and may be associated with
the neuronal cell bodies of intracardiac ganglia.

1.5. Flower-spray nerve endings are immunoreactive only for the general
neuronal marker PGP 9.5. Basket-type nerve endings are also immu-
noreactive for PGP 9.5 and for the neuronal markers substance P
(SP), calcitonin gene-related peptide (CGRP), and neuronal nitric
oxide synthase (nNOS).

Flower-spray nerve endings exhibit pronounced interspecies morpho-
metric differences. The largest nerve endings of this type were detected
in the human cardiac endocardium and in the epicardium of the mini pig.
Rat epicardial flower-spray nerve endings are larger than those found in
the epicardium of bats and mice. The epicardial flower-spray nerve
endings in mice are the smallest among the investigated species.

Although the absolute majority of cardiac small intensely fluorescent
cells have no nerve fibres in their immediate surroundings and show an
uneven topographical distribution, they comprise two morphological
types: type I cells, which possess processes, and type I cells, which lack
processes. A small proportion of these cells in the rat heart, up to 19%,
are surrounded by thin nitrergic fibres. Nerve fibres and nerve endings
immunoreactive for specific markers of afferent neurons, including SP,
CGRP, and nNOS, form basket-like arrangements around neuronal cell
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bodies in intracardiac ganglia; such structures have so far been demon-
strated only in the rat heart. If nerve fibres and endings containing typical
afferent neuromarkers are confirmed in the hearts of other animal species
in the future, it may be assumed that dorsal root ganglion and vagal
afferent neurons, through their peripheral axons, rather than intracardiac
afferent neurons whose existence still remains anatomically unproven,
may directly modulate efferent neurons of the intracardiac ganglia.
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju visiems, kurie vienaip ar kitaip prisidéjo prie Sios
disertacijos rengimo ir mane palaiké viso $io kelio metu.

Labiausiai noriu padékoti savo darbo vadovui prof. dr. Dainiui Haroldui
Pauzai ne tik uz pagalba vykdant tyrimus, rengiant straipsnius ir raSant
disertacija, bet ir uz visuomet skirtg laika atsakant j man iskilusius klausimus,
uz moralinj palaikyma bei perduotas gyvenimiskas ir mokslines Zinias.

Nuosirdziai dékoju Lietuvos sveikatos moksly universiteto Medicinos
akademijos, Medicinos fakulteto Anatomijos instituto profesorei Neringai
Pauzienei uz nejkainojama konsultacijy gausa, palaikymga ir pagalba vykdant
tyrimus.

Taip pat dékoju Lietuvos sveikatos moksly universiteto Medicinos
akademijos, Medicinos fakulteto Anatomijos instituto lektorei, laboratorijos
vedé¢jai dr. Kristinai Rysevaitei Kyguolienei uz nuolatinj motyvavimg ir
pagalba ruoSiant preparatus.

Nuosirdziai dékoju savo Zzmonai Deimantei Sabeckienei uz jos kantrybe,
stiprybe ir nuolatinj palaikyma, kurie buvo ypac svarbiis §io darbo rengimo
metu, taip pat uz riipinimagsi misy stinumi, kai man tekdavo vakarus praleisti
institute.

Dékoju visiems Lietuvos sveikatos moksly universiteto Medicinos aka-
demijos Medicinos fakulteto Anatomijos instituto kolegoms uz visokeriopa
pagalba tyrimy metu ir visg palaikyma jy eigoje.

Taip pat dékoju savo tévams, sesei bei draugams uz palaikyma, tikéjima
manimi, riipestj ir motyvacija siekti mokslo.
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