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SANTRUMPOS 
 

AChE  – acetilcholinesterazė 
AV  – prieširdinis skilvelio 
AVN  – prieširdinis skilvelio mazgas 
AVK  – prieširdinis skilvelio kanalas 
ChAT  – cholino acetiltransferazė 
DGV  – dešinioji galvinė vena 
DP  – dešinysis prieširdis 
DPV  – dešinioji plautinė vena 
EkNS  – ekstrakardinė nervų sistema 
HCN4  – kalio natrio hiperpoliarizacija aktyvinamas, ciklinio nukleotido  
    valdomas kanalo proteinas 4 
INS  – intrakardinė nervų sistema 
IR  – imunoreaktyvumas 
MA  – sinusinio prieširdžio mazgo arterija 
MIF  – mažos intensyviai florescuojančios ląstelės 
NDS  – normalus asilo serumas 
nNOS – neuroninė azoto oksido sintazė 
Ns  – nervinės skaidulos 
NS  – nervų sistema 
PBS  – fosfatinis fiziologinis tirpalas 
PGP 9.5 –  proteininis genų produktas 9.5 
SP  – substancija P 
SAN  – sinusinis prieširdžio mazgas 
ŠLS  – širdies laidžioji sistema 
ŠNS  – širdies nervų sistema 
TH  – tirozino hidroksilazė 
UV  – uodeginė vena 
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ĮVADAS 
 

Autonominė nervų sistema chromotropiškai, dromotropiškai ir inotropiš-
kai reguliuoja širdies laidžiosios sistemos (ŠLS) veiklą [1, 2]. ŠLS laidumo 
ar inervacijos nepakankamumas ir/arba disbalansas sąlygoja įvairių aritmijų 
atsiradimą ir neretais atvejais staigią mirtį [3]. Priklausomai nuo sutrikimo 
pobūdžio ir sunkumo, jie gali būti koreguojami farmakologiniais prepa-
ratais, įvairiomis chirurginėmis intervencijomis, širdies stimuliatoriumi, o 
sunkiais atvejais ir pačios širdies transplantacija [4, 5]. Dėl įvairių taikomų 
gydymo būdų ir jų komplikacijų yra reikalingi detalūs morfologiniai ir 
neuromorfologiniai ŠLS ir jos atskirų dalių tyrimai [1, 2, 6–8].  

 Žinios apie ŠLS ir jos inervaciją yra ribotos dėl tyrimų sudėtingumo ir 
paprastai apsiriboja šios sistemos mazgų sandara ir topografija [9–12], bei 
jos imunohistocheminėmis savybėmis. Ankstesniuose tyrimuose didelis 
dėmesys buvo skiriamas bendrai širdies ir ŠLS inervacijai [13–19]. Šiuose 
tyrimuose buvo taikomas histocheminis acetilcholintrasferazės (AChE) me-
todas, kaip cholinerginis neuroninis žymuo, jį derinant su imunohisto-
cheminiais metodais, pažymėti adrenerginius bei juntamuosius neuronus 
[15–19]. Tačiau AChE nėra tiesioginis ir selektyvus cholinerginės sistemos 
žymuo [20–23], todėl iki šių dienų nėra aiškus dominuojančios nervų sis-
temos tipas visoje ŠLS.  

Ieškant naujų ar tobulinant jau esamus širdies veiklos sutrikimų gydymo 
būdus yra naudojami gyvūniniai modeliai. Šių tyrimų efektyvumui didelę 
reikšmę turi žinios apie tarprūšinius širdies anatominius ir neuroanatominius 
skirtumus. 

 
Darbo naujumas ir aktualumas 

 
Šiame tyrime buvo ištirta trijų dažnai naudojamų elektrofiziologiniuose 

tyrimuose gyvūnų SAN sandara ir jos inervacija. Tai yra pirmas detalus 
pelės, triušio ir kiaulės SAN struktūros ir jos inervacijos ištyrimas ir paly-
ginimas simultaniškai taikant imunohistocheminius laidžiųjų miocitų ir 
nervinius žymenis viso prieširdžio bei pjūvių preparatuose.  

Gauti rezultatai atskleidžia, jog ŠLS inervacija yra kur kas sudėtingesnė 
negu buvo manoma iki šiol. Šiuo darbu pirmą kartą aprašytos SAN srityje 
esančių nervinių mazgų neurocheminės ypatybės ir naujas atradimas – 
nitrerginiai neuronai, kurie pozityvūs vien tik  neuroninei azoto oksido 
sintazei (nNOS). 
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Darbo tikslas ir uždaviniai 
 

Darbo tikslas: nustatyti sinusinio prieširdžio mazgo ribas ir inervaciją 
pelės, triušio ir kiaulės širdyse. 
 

Darbo uždaviniai: 
1. Nustatyti ritmą generuojančių ląstelių išsidėstymą dešiniajame priešir-

dyje. 
2. Ištirti sinusinio prieširdžio mazgo inervacijos gausumą. 
3. Ištirti neuronų kūnų paplitimą sinusiniame prieširdžio mazge. 
4. Ištirti prieširdžio sinusinio mazgo neuronų neurochemines ypatybes.  
5. Ištirti sinusinio prieširdžio mazgo neuronų morfologines ypatybes.  
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1. LITERATŪROS APŽVALGA 
 

1.1. Širdies laidžiosios sistemos tyrimų istorija 
 
Širdies tyrimų istorija siekia Elijo Klaudijaus Galeno laikus II a. [24]. Šis 

graikų gydytojas – filosofas pastebėjo, jog abu skilveliai pulsuoja net tada, 
kai širdis yra išimta iš krūtinės ląstos. Dėl šios priežasties širdies automa-
tinio susitraukimo kilmė buvo siejama su vidinėmis širdies savybėmis. 
Galenas savo mokymuose savitai aiškino širdies darbą. Jo raštuose teigiama, 
jog širdis veikė kaip kalvio dumplės ar kempinė, įsiurbdama kraują į prie-
širdžius išsiplėsdavo ir pilnai prisipildžiusi trenkdavosi į krūtinės sieną [24]. 
Šia teorija buvo vadovaujamasi 15 šimtmečių iki 1628 m., kuomet Viljamas  
Harvey išleido 72 puslapių knygą „On the Motion of the Heart and Blood in 
Animals“, kuria iš esmės buvo pakeista kardiovaskulinės sistemos funkcijos 
samprata ir pasiūlyta uždaros kraujotakos teorija, t. y. tiek venomis, tiek 
arterijomis tas pats kraujas tekėjo ratu [24].  

 „Aukso amžius“ širdies veiklos tyrimams – tai XIX a. antra pusė ir 
XX a. pradžia. Šiuo laikotarpiu iškeltos 2 pagrindinės teorijos – nervinė ir 
miogeninė. Jų pagrindu yra aiškinama širdies veikla iki šių dienų. Šiuo lai-
kotarpiu buvo ištirtos ir aprašytos atskiros ŠLS dalys, kurios vėliau buvo 
apjungtos į vieną bendrą sistemą [25–32]. 

Pirmasis ŠLS atradimas – tai 1839 m. čekų fiziologo – anatomo Jano 
Evangelisto Purkinje (1787–1869) atrastas pilkų „želatininių“ ląstelių tink-
las (vėliau pavadintas atradėjo vardu) avies skilveliuose iškart po endo-
kardu. Nors iš pradžių šias ląsteles klaidingai priskyrė kremzliniam audiniui, 
tačiau po 6 metų jau aprašė kaip raumeninės kilmės ląsteles [30]. Ilgą laiką 
šios ŠLS dalies funkcija buvo nežinoma ir prireikė beveik šimtmečio jai 
išsiaiškinti [28, 30]. 

Didelis indelis tolimesniuose ŠLS tyrimuose yra Valter Gaskel (1847–
1914) darbai. Jo tyrimuose aprašyta širdies peristaltinės veiklos samprata  
yra nepakitusi iki mūsų dienų. Nors V. Gaskel buvo miogeninės širdies 
veiklos teorijos šalininkas, jis apjungė abi sistemas (raumeninę ir nervinę),  
priskirdamas joms atskiras – ritmo vedlio ir reguliacijos funkcijas. Jo dar-
buose aprašoma, jog impulso plitimas prasideda veniniame antyje ir išplinta 
prieširdžiuose, o vėliau skilveliuose. Prieširdinėje skilvelių jungtyje impul-
sas prieš išplisdamas į skilvelius yra užlaikomas. Jo nuomone, tokią funkci-
ją atliko diferencijuotas raumeninis audinys. Taip pat savo eksperimentais 
V. Gaskel įrodė, jog suardžius tam tikras tarpprieširdinės pertvaros zonas 
ištinka prieširdinė skilvelių blokada [25–27, 29, 31]. 
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Įkvėptas Gaskel darbų Vilhelmas Hisas (1863–1934) pradėjo tyrimus, 
siekdamas nustatyti impulso plitimą iš prieširdžių į skilvelius. Stebėdamas 
skirtingas embriogenezės stadijas 1893 m. aprašė raumeninio audinio pluoš-
tą, kuris vėliau buvo pavadintas jo vardu, jungiantį apatines ir viršutines 
širdies kameras. Jo nuomone, šis pluoštelis tiesiogiai jungė skilvelius su 
prieširdžiais, bet funkciškai nereguliavo impulso plitimo greičio. Po šių 
tyrimų fiziologiniais eksperimentais buvo įrodyta, jog skilvelių susitrauki-
mas prasideda sužadinus jų pamatą [27–29].  

Viena garsiausių asmenybių, tyrusių ŠLS, yra japonų kilmės gydytojas – 
anatomas Suano Tavara (1873–1952). Gavęs finansinę paramą, jaunas gy-
dytojas atvyko tęsti studijas į Vokietiją ir vadovaujamas profesoriaus Lud-
viko Aschoff pradėjo širdies histologinius tyrimus. Savo darbuose Tavara 
pirmasis suprato, jog Purkinje skaidulos jungiasi su Hiso pluoštu, o im-
pulsas prasidėjęs prieširdžiuose yra užlaikomas prieširdžių skilveliniame 
mazge. Tokiomis savo įžvalgomis Tavara aprašė prieširdžių skilvelinę lai-
džiąją sistemą, kuri apjungė visas anksčiau aprašytas dalis į vieną bendrą 
visumą  [27–29].  

1906 m. medicinos studentas Martinas Fliakas (1882–1931), vasaros 
praktikos metu, vadovaujamas Artūro Keito (1866–1955) aptiko unikalią 
struktūrą, esančią kurmio širdies viršutinės tuščiosios venos ir dešiniojo 
prieširdžio ausytės jungties srityje. Ši struktūra turėjo ryšį su klajokliu nervu 
ir simpatiniu kamienu bei atskirą arterinę kraujotaką. Kurį laiką ši struktūra 
buvo vadinama Keito ir Fliako sinusiniu ausytės mazgu, o vėliau pervadinta 
sinusiniu prieširdžio mazgu. Po Tomo Luiso fiziologinių eksperimentų 1909 
m. sinusinis prieširdžio mazgas buvo pripažintas pagrindiniu ritmo vedliu. Iš 
esmės atradus SAN, buvo aprašytos visos pagrindinės širdies elektrinės 
sistemos dalys [3, 9, 12, 23, 25–29, 31, 33]. 

1910 m. Erlange Vokietijos patologų draugijos susirinkime, remiantis 
ankstesniais tyrimais, buvo patvirtinti histologiniai kriterijai, kuriuos turi 
atitikti ŠLS ir jos atskiros dalys: 

1. Ląstelės histologiškai skiriasi nuo darbinio miokardo; 
2. Jas galima atpažinti skirtinguose serijiniuose pjūviuose; 
3. Ląstelės atskirtos nuo aplinkinio darbinio miokardo jungiamuoju au-

diniu [34].  
Nors ne visais atvejais ŠLS ląstelės atitinka visus šiuos kriterijus [35, 36], 

tačiau jais dažnai yra naudojamasi tiriant ŠLS klasikiniais histologiniais 
dažymo metodais ir šiuolaikiniuose tyrimuose [37, 38].  
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1.2. Klasikinė širdies laidžiosios sistemos samprata 
 
ŠLS generuoja elektrinius impulsus, kurie sukelia ritmiškus ir sinchro-

nizuotus miokardo skaidulų susitraukimus prieširdžiuose ir skilveliuose [3, 
29, 39, 40]. Laidžiąją sistemą sudaro specializuotas miokardas. Hipotezė, 
jog ŠLS yra neurogeninės kilmės, nepasitvirtino [3, 41–44]. Aukštesniųjų 
stuburinių gyvūnų ŠLS yra sudaryta iš sinusinio prieširdžio (SAN) ir prie-
širdinio skilvelio mazgų (AVN) bei skilvelių „laidų“, kuriems priklauso 
prieširdinis skilvelio (Hiso) pluoštas, kairioji ir dešinioji Hiso pluošto 
kojytės ir periferinė skilvelių laidžioji sistema [3, 45]. Nors visų žinduolių 
ŠLS išlaiko tą pačią struktūrą ir jos komponentai yra gerai išreikšti, tačiau 
yra aprašomi tarprūšiniai skirtumai. Kanopinių gyvūnų ŠLS yra gerai 
išsivysčiusi, o graužikų silpnai. Tuo tarpu žmogaus ŠLS yra išsivysčiusi vi-
dutiniškai [45]. Taip pat yra teigiama, jog ŠLS išsivystymas nepriklauso nuo 
gyvūno dydžio [46]. 

 

 
 

1.2.1 pav. Klasikinė žmogaus ŠLS schema (modifikuota remiantis [45]). 
ATV – apatinė tuščioji vena; AVN – prieširdinis skilvelių mazgas; CSK – centrinis 
skaidulinis kūnas; DP – dešinysis prieširdis; DS – dešinysis skilvelis; KS – kairysis 
skilvelis; End – endokardas; Epi – epikardas; HP – Hiso pluoštas; HPK – Hiso pluošto 
kojytės; KP – kairysis prieširdis; Myo – miokardas; PkS – Purkinje skaidulos; PVs – 
plautinės venos; SAN – sinusinis prieširdžio mazgas; VTV – viršutinė tuščioji vena. 

 
SAN atlieka ritmo vedlio funkciją [3, 29, 39, 40]. Iš jo signalas plinta 

prieširdžių miokardu, kuris laikomas neatsiejama laidžiosios sistemos dali-
mi, iki AVN. Čia impulsas yra užlaikomas, o vėliau patenka į prieširdinį 
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skilvelio pluoštą [3, 29, 39, 40]. Toliau impulsas plinta į Hiso pluošto ko-
jytes (angl. bundle branches – BB) ir periferinį Purkinje tinklą [3]. Čia sig-
nalas dideliu greičiu išplinta visame miokarde, sukeldamas skilvelių susi-
traukimą nuo viršūnės iki pamato [3, 29, 39, 40]. 

 Bet kurios ŠLS dalies (mazgų ar pluoštelių) nepakankamumas sąlygoja 
aritmijų atsiradimą, kurios gali būti gydomos implantuojant širdies stimu-
liatorių [3]. Antra vertus, ektopinis ritmo vedlio ar laidumo aktyvumo su-
trikimas sąlygoja aritmijas, kurioms gydyti taikomos chirurginės interven-
cijos [3]. 

 
1.3. Imunohistocheminiai laidžiosios sistemos tyrimai 

 
ŠLS nėra vienalytė sistema sudaryta iš daugiau ar mažiau panašių ląs-

telių. Kiekvienos ŠLS dalies miocitai atlieka skirtingas funkcijas ir pasižymi 
skirtinga citomorfologija, molekuliniu fenotipu ir funkcija [3]. Antra vertus 
visi laidžiosios sistemos miocitai turi panašias savybes, kuriomis skiriasi 
nuo darbinio miokardo, tokiomis kaip silpniau išreikšti sarkomerai, sarko-
plazminis tinklas, mažesnis mitochondrijų kiekis ir t. t. [3, 43, 45]. Šios 
savybės nesunkiai pastebimos histologiniuose preparatuose [43, 45]. Iš 
esmės ŠLS sudaro 2 tipų ląstelės, atliekančios skirtingas funkcijas: ritmą ge-
neruojančios ir tranzitinės ląstelės [43, 45]. Tarpusavyje šie specializuoti 
miocitai skiriasi membraninėmis savybėmis [43, 45]. Dėl skirtingų speci-
finių plyšinių jungčių savybių laidusis miokardas yra atkirtas nuo darbinio, 
todėl jos atlieka ne tik signalo perdavimo, bet ir izoliacinę funkciją [9, 12, 
29, 33, 47]. 

Molekulinės genetikos tyrimai atskleidė, jog skirtingi reguliaciniai me-
chanizmai yra atsakingi už vienos ar kitos sistemos dalies vystymąsi [3, 48, 
49]. Vystantis širdies kameroms iš širdies vamzdžio dalyvauja daugelis 
baltymų, kurie nulemia raumeninių ląstelių diferenciaciją į laidžiuosius ar 
darbinius miocitus. Kardiomiocitų diferenciacijai yra svarbūs baltymai kurie 
buvo pavadinti T-box (Tbx) transkripcijos veiksniais. Dažniausiai yra 
aprašomi Tbx2, Tbx3, Tbx5 ir Tbx18 [3, 12, 29, 33, 48, 50, 51]. Kiekvienas 
jų turi tik jiems būdingą funkciją. Pvz., Tbx18 ekspresija nulemia pirminių 
SAN ląstelių atsiradimą iš mezenchimos [3]. Tbx3 ir Tbx5 dalyvauja vys-
tantis visai laidžiajai sistemai, tačiau Tbx3 turi didesnę įtaką formuojantis 
SAN, o Tbx5 – AVN [3, 45, 48, 49].  Tbx2 ekspresija svarbi vystantis AVN 
ir prieširdžio skilvelių kanalui (AVK) [3, 45, 48, 49]. Taikant imunohisto-
cheminius žymenis galima aptikti šiuos baltymus ir taip atpažinti specia-
lizuotas ląsteles [3, 9, 12, 23, 29, 33, 48, 50–52]. 
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Morfologiniuose ŠLS tyrimuose taikoma daugelis imunohistocheminių 
žymenų, iš kurių dažniausiai naudojami HCN4 ir Cx45 laidiesiems mio-
citams, Cx43 ir Cx40 darbiniam miokardui žymėti [11, 33, 51, 53, 54]. 

HCN4 membraninis kanalas yra aptinkamas beveik visose laidžiosios 
sistemos dalyse, išskyrus periferinę, nuo Hiso pluošto kojyčių. HCN4 ka-
nalai yra pagrindinis impulso generavimo šaltinis. Skirtingos sistemos dalys 
pasižymi skirtingu HCN4 kanalų kiekiu, todėl jos gali kurti automatinį ritmą 
skirtingu intensyvumu. Kuo didesnis kanalų kiekis, tuo dažniau atitinkamoje 
srityje yra sukeliama depoliarizacija. SAN ląstelėse aptinkamas didžiausias 
HCN4 kanalų kiekis ir dėl šios priežasties mazgas atlieka pagrindinio ritmo 
vedlio funkciją. Kiek mažiau šių kanalų yra AVN ir dar mažiau Hiso pluošte 
[11, 29, 33, 51, 53, 54]. Esant SAN blokadai, AVN, Hiso pluoštas ir kitos 
ŠLS dalys, turinčios HCN4 kanalus, gali perimti ritmo vedlio funkciją [3, 
11, 29, 33, 51, 53, 54], o patologiniais atvejais tapti aritmijų priežastimi [3].  

 
1.3.1 lentelė. Dažniausiai ŠLS tyrimuose naudojami imunohistocheminiai 
žymenys ir jų paplitimas skirtingose dalyse [3] 

Genas SAN AVK AVN HP (a) HP (b) HPk 
Cx40  – – – – + + 
Cx43  – – – – – – 
Cx45 + + + – – – 
HCN4  + – + – + – 
Tbx3 + + + + + + 
Tbx2  – + +/– – – – 
Tbx18  + – – – – – 
Tbx5  + + + + + + 

AVK – prieširdinis skilvelių kanalas; AVN – prieširdinis skilvelio mazgas;  
HP – Hiso pluoštas; HP (a) – Hiso pluoštas ankstyvoje vystymosi stadijoje;  
HPk – Hiso pluošto kojytės; SAN – sinusinis prieširdžio mazgas. 

 
Cx40 ir Cx43 yra greitosios pernašos plyšinių jungčių baltymai, kurie yra 

atsakingi už greitą impulso pernašą miokarde, todėl jų gausiai sutinkama 
darbiniame miokarde [55, 56]. Tuo tarpu lėtosios pernašos Cx45 kanalų yra 
gausu miocituose, esančiuose aplinkui HCN4 pozityvias ląsteles, atsakin-
guose už impulso užlaikymą [45, 56, 57]. 

Remiantis imunohistocheminiais eksperimentais buvo patvirtinti anks-
tesni ŠLS morfologiniai tyrimai, kuriuose teigiama jog, SAN yra dešiniosios 
galvinės venos (DGV) ir dešiniojo prieširdžio (DP) suaugimo srityje, tačiau 
visas mazgo ląstelių masyvas apsupa DGV iš priekio, nuo medialinės iki la-
teralinės dalies ir toliau driekiasi tarp pastarosios venos ir galinės skiauterės, 
crista terminalis, beveik iki uodeginės venos [11, 47, 58]. AV mazgas prasi-
deda dešiniajame prieširdyje tarpprieširdinės pertvaros apačioje, nugarinėje 
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dalyje prie vainikinio ančio ir užima Koch‘o trikampio viršūnę [33], nu-
sitęsia į priekį ir prieširdiniame skilvelių kanale (AVK) perveria skaidulinį 
žiedą. Toliau driekiasi viršutine tarpskilvelinės pertvaros dalimi kaip Hiso 
pluoštas (nusileidžiančioji dalis) ir priekyje išsišakoja į dešiniąją ir kairiąją 
Hiso pluošto kojytes [12].  

Derėtų pabrėžti, jog pradėjus taikyti imunohistocheminius metodus, buvo 
ir išplėsta ŠLS sąvoka, jai priskiriant užaortinį mazgą ir laidžiuosius žiedus, 
esančius aukščiau dviburio ir triburio vožtuvų žiočių (1.3.1 pav.) [3, 9, 12, 
23, 33, 52]. Be to atrasta ir Hiso pluošto tąsa, kuri driekiasi į priekinį kai-
riojo skilvelio paviršių, apsupa aortą per dešinę pusę ir ten pasibaigia. Ši 
struktūra vadinama aortos žiedu [12]. 

 

 
1.3.1 pav. Laidžiųjų miocitų išsidėstymas aplink mitralinio ir triburio 
vožtuvų žiotis, remiantis imunohistocheminiais tyrimais (modifikuota 

remiantis[12]). 
DHPK – dešinioji Hiso pluošto kojytė; HP – Hiso pluoštas; 

KHPK – kairioji Hiso pluošto kojytė; UAoM – užaortinis mazgas. 
 
Ląstelių pluoštai, apsupantys dviburio ir triburio vožtuvų žiotis [11], 

detaliau gali būti tiriami tik taikant imunohistocheminius žymenis, kadangi 
dažnai nuo aplinkinio darbinio miokardo nėra atskirti jungiamuoju audiniu, 
o jų diferenciaciją lemia plyšinės jungtys, apsaugančios nuo nepageidau-
jamos depoliarizacijos [9, 11, 12, 29, 33]. AV žiedai prasideda iš AVN kai-
riosios ir  dešiniosios nugarinių šakų, apsupa mitralinio ir triburio vožtuvų 
žiotis ir prieširdžio priekyje suformuoja užaortinį mazgą (1.3.1 pav.) [9, 12, 
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33]. Nusileidžiančioji laidžiosios sistemos dalis (Hiso pluoštas) pereina 
žemiau užaortinio mazgo ir yra nuo jo atskirtas skaiduliniu žiedu [11, 12]. 

Taikant HCN4 ir Cx45 žymenis pastebėta, jog kairysis ir dešinysis žiedai 
skiriasi imunohistocheminėmis savybėmis. Dešiniajame žiede yra daugiau 
HCN4 imunoreaktyvių (IR) ląstelių, o kairiajame stebimos tik pavienės 
HCN4 pozityvios ląstelės. Cx45 IR abiejuose AV žieduose nesiskiria [11]. 
Šiose zonose HCN4 kanalai gali sąlygoti aritmijų atsiradimą esant SAN 
disfunkcijai [11].  
 

1.4. Širdies nervų sistema 
 

Širdies nervų sistema (ŠNS) atlieka svarbų vaidmenį reguliuojant širdies 
susitraukimų dažnį, laidumą, miokardo susitraukimo jėgą ir koronarinę 
kraujotaką [19, 39, 59–62]. Yra žinoma, jog po širdies transplantacijos ope-
racijos, dėl denervacijos pacientai negali jausti pooperacinio krūtinės an-
ginos skausmo [63, 64]. Be to, tokie pacientai dažnai kenčia nuo ortostatinės 
hipotenzijos [63, 64].  Kita dažna problema, jog nejaučiamas antiaritminių 
vaistų, kurie tiesiogiai veikia per ŠNS, tokių kaip širdį veikiančių glikozidų 
ar atropino, poveikis [63, 64].  

ŠNS sudaryta iš aferentinių, eferentinių ir įterptinių neuronų [2, 65], 
kurie yra išsidėstę galvos ir nugaros smegenyse, simpatinio kamieno ir vis-
ceraliniuose mazguose ir atlieka išskirtiniai tik jiems būdingą funkciją [1, 
2]. ŠNS funkcija yra užtikrinti reikiamą kraujo tėkmę į visas kūno sritis [2]. 
Ji gali būti apibūdinta kaip lygiagreti ir didžiąja dalimi stochastiška kontūro-
lės sistema, užtikrinanti stabilų širdies darbą ir pasireiškianti be matomo 
efekto ir priežasties [2, 65].  

Pagal vietą galima išskirti dvi ŠNS dalis. Tai ekstrakardinė (EkNS) ir 
intrakardinė (INS) nervų sistemos. Struktūriškai ir funkciškai INS nėra 
paprasta EkNS projekcijų persijungimo vieta [8, 66]. INS atlieka integruoto 
nervinio rezginio, galinčio priimti ekstrakardinius impulsus ir moduliuoti 
vidinius širdinius refleksus, funkciją [2, 8, 67, 68]. 

Tyrimais įrodyta, jog intrakardinė ir ekstrakardinė ŠNS gali veikti pri-
klausomai ir nepriklausomai viena nuo kitos [8, 67, 69]. Šie teiginiai pa-
tvirtinti elektrofiziologiniais tyrimais pastebėjus, jog papildomi ekstrakar-
dinės NS impulsai „integruojami“ intrakardinės NS mazgų. Po širdies auto-
transplantacijos visiškai atskyrus intrakardinę NS nuo ekstrakardinės NS, 
pagrindines širdies reguliacijos funkcijas perima intrakardinė NS [8, 67, 69].  

Ankstesniais tyrimais yra įrodyta, jog simpatinių ir parasimpatinių eks-
trakardinės NS komponentų stimuliacija gali sukelti įvairias aritmijas, tokias 
kaip prieširdžių virpėjimą ar skilvelių tachiaritmiją [70, 71]. Vėlesni kardio-
fiziologiniai tyrimai parodė, jog veikiant intrakardinius mazgus aukšto 
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dažnio elektrostimuliacija arba tiesiogiai paveikiant acetilcholinu, gaunamas 
tas pats efektas [72, 73]. 
 

 
 

1.4.1 pav. Hipotetinė širdies reguliacijos schema pagal A. J. Armour 
(modifikuota remiantis [1, 68]). 

 
ŠNS neuronai komunikuoja per daugybę receptorių įskaitant angioten-

ziną II ir beta adrenerginius receptorius. Tokie duomenys rodo, jog farma-
kologinė terapija gydant širdies ligas gali būti nukreipta į šios ŠNS sinapses. 
Be to tokiu būdu veikiantys farmakologiniai preparatai gali įtakoti kardio-
miocitų darbą ne tik per tiesioginius, bet ir netiesioginius mechanizmus [1, 
2].  

A. J. Armour pasiūlytoje schemoje (1.4.1 pav.) pabrėžiama, jog aukštes-
nieji neuronai gali būti pakeisti žemesniųjų. Širdiniai juntamieji signalai 
perduodami per krūtininius ekstrakardinius ir intrakardinius neuronus. Taip 
pat šie signalai gali būti perduodami tiesiai į nugaros ir pailgąsias smegenis. 
Cirkuliuojantys katecholaminai gali veikti širdies motorinį darbą tiesiogiai 
arba per intrakardinius neuronus [1, 68].  

ŠNS tyrimus neuromorfologinius tyrimus galima suklasifikuoti į dvi 
grupes: vieni nukreipti į EkNS, kiti – į INS dalį [74–92]. Kadangi simpatinė 
ir parasimpatinė autonominės NS dalys tarpusavyje stipriai skiriasi savo 
morfologija ir cheminėmis savybėmis [93], EkNS tyrimai dažnai apsiriboja 
tik vienos iš sistemų analize. Simpatinės NS tyrimai paprastai apsiriboja tik 
proksimaline arba distaline dalimis, t.y. tiria tik simpatinio kamieno mazgus 
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ir nugarinius nervus, arba visceralinius nervus išėjusius iš simpatinio ka-
mieno mazgų iki įnervuojamo organo [6, 7, 74–80, 94–100].  

Lyginant įvairių gyvūnų ekstrakardinę nervų sistemą bendroji inervacijos 
schema išlieka panaši. Tačiau lyginant net evoliuciškai artimų žmogbež-
džionių autonominę NS yra stebimi simpatinio kamieno skirtumai, kadangi 
žvaigždinio mazgo struktūros ir kaklinių simpatinio kamieno mazgų mor-
fologija yra nevienoda, o tai nulemia ir skirtingas simpatinių nervų išsidės-
tymo variacijas [94, 100, 101]. Šie skirtumai yra būdingi tik simpatinei NS, 
o parasimpatinės inervacijos šakos visais atvejais išlieka tos pačios [94, 100, 
101]. 

Pregangliniai simpatiniai neuronai, reguliuojantys širdies aktyvumą, yra 
T1–T5 nugaros smegenų segmentuose [93, 102]. Jų aksonai sąveikauja su 
viršutinio, vidurinio ir apatinio kaklinių ir viršutinio krūtininio simpatinio 
kamieno mazgų neuronais [6, 7, 102]. Simpatinės NS nervai, sudarantys šir-
dies rezginį arba tiesiogiai pasiekiantys širdį, yra vadinami atitinkamai pagal 
mazgus, kuriuose prasideda – viršutinis, vidurinis ir apatinis kakliniai ir 
krūtininis širdiniai nervai [6, 7]. Su pastaraisiais plinta ir juntamosios skai-
dulos, kurios prasideda C8–Th6 nugariniuose mazguose [6, 7]. Preganglinių 
neuronų neurotransmiteris yra acetilcholinas, o postganglinių – norepinef-
rinas [93, 103]. Pagrindinis norepinefrino šaltinis yra amino rūgštis tirozi-
nas, kuris fermentų pagalba verčiamas  dihidrofenilaninu ir vėliau dopa-
minu. Toliau dalyvaujat fermentui β hidroksilazei iš dopamino sintetinamas 
norepinefrinas [104, 105]. Simpatinės nervinės stimuliacijos metu norepi-
nefrinas išskiriamas į sinapses. Be nervinės stimuliacijos šis procesas  yra 
reguliuojamas ir kitais reguliaciniais mechanizmais, kuriuose dalyvauja α2 
adrenerginiai receptoriai [104, 105]. Simpatinis aktyvumas didina širdies 
susitraukimų dažnį ir miokardo susitraukimo jėgą [93, 103–105].  

Užmazginiai eferentiniai parasimpatiniai nervai skiriasi nuo simpatinių 
tuo, jog jie prasideda smegenų kamiene ir sudaro sinapses su užmazginiais 
neuronais, esančiais inervuojamuose organuose arba šalia jų [93]. Parasim-
patiniai širdies rezginio nervai – tai viršutinės ir apatinės klajoklio nervo 
šakos, atsišakojusios gerklų nervo bei krūtininės klajoklio nervo šakos [6, 7, 
94, 100, 101]. Acetilcholinas yra pagrindinis ikimazginių ir užmazginių pa-
rasimpatinių neuronų neurotransmiteris [4, 93]. Acetilcholinas sintezuo-
jamas dalyvaujant fermentui cholinacetiltransferazei (ChAT) iš laisvo cho-
lino ir acetyl-koenzimo A [4, 21]. Acetilcholinas kaupiamas vakuolėse, išsi-
skyręs parasimpatinės stimuliacijos metu aktyvuoja postsinaptinius muska-
rininius ir preganglinius nikotininius receptorius [106, 107]. Poveikis bai-
giasi suskilus acetilcholinesterazei [106–108]. Parasimpatiniai pregangliniai 
cholinerginiai neuronai, sudarantys sinapses su užmazginiais neuronais, 
esančiais pačioje širdyje, yra galvos smegenų kamieno dvejinio branduolio, 
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nucleus ambiguus, ventralinėje lateralinėje srityje [109], kiek mažiau nu-
gariniame klajoklio nervo branduolyje, nucleus dorsalis n. vagi, ir srityje 
tarp abiejų šių branduolių [110]. Parasimpatinis aktyvumas mažina širdies 
susitraukimų dažnį,  prieširdžių ir skilvelių miokardo susitraukimo jėgą, bei 
AVN laidumą [1, 2, 93]. 

Tiek simpatinis, tiek parasimpatinis širdies poveikis yra reguliuojamas 
juntamųjų neuronų. Kadangi miokardo išemijos sukeltas skausmas jaučia-
mas kairėje rankoje ir/arba kairėje krūtinės pusėje, buvo manoma [2], kad 
juntamieji neuronai yra kairės pusės krūtininiuose nugariniuose mazguose, 
ganglion spinale [111]. Tačiau neuroanatominiais tyrimais įrodyta, jog afe-
rentiniai neuronai įnervuojantys širdį yra abiejuose viršutiniuose klajoklio 
nervo mazguose, ganglion nodosum, ir abiejų pusių C7–T4 nugariniuose 
mazguose [111]. Taip pat jų  juntamųjų neuronų aptinkama pačioje INS [2]. 
Parasimpatinių centrinių eferentinių neuronų darbas daugiausia priklauso 
nuo arterinių baroreceptorių  funkcijos [2, 8]. Simpatinė eferentinių neuronų 
veikla priklauso nuo krūtininių refleksų ir yra mažiau priklausoma nuo 
centrinės kontrolės [1, 2].  

Fiziologiniu požiūriu aferentiniai neuronai perneša informaciją apie 
nuolat kintančią širdies terpę. Dauguma aferentinių neuronų perduoda in-
formaciją apie kintančią mechaninę ir/arba cheminę terpę aplink jų neuritus 
[2, 93]. Pavyzdžiui ~75 proc. viršutinio klajoklio nervo mazgo neuronų 
perduoda cheminį, kiek mažiau ~35 proc. mechanosensorinį  signalą [112].  

Nugarinių mazgų neuronai dažniausiai atlieka multimodalinį signalo 
pernešimą (mechaninį ir cheminį) [2]. Intrakardiniouse ir ekstrakardiniuose 
visceraliniuose mazguose esantys juntamieji neuronai taip pat pasižymi 
multimodalinėmis savybėmis [2]. Dauguma juntamųjų neuronų yra jautrūs 
adenozinui, kurio didesnis kiekis išsiskiria vystantis miokardo išemijos 
atveju [113]. Taip pat mechanoreceptorių neuritų gausiai aptinkama ant 
aortos, kurie reguliuoja jos dinamiką [1, 2]. 

Tiek EkNS, tiek INS buvo aprašyti įterptiniai neuronai. Ši ląstelių grupė 
įsiterpusi tarp eferentinių ir aferentinių neuronų. Jų aksonai sudaro pro-
jekcijas ne tik nervinių mazgų viduje, bet ir su kitų mazgų neuronais ir tokiu 
būdu, sujungdami nervinius mazgus atlieka vietinės grandinės funkciją [1, 
68]. Manoma, jog šie neuronai išsiskiria savo dideliu kūnu (~30 µm) [2]. 
Yra tyrimų kuriuose teigiama, jog įterptiniai neuronai yra pozityvūs kate-
cholaminų žymenims [114–116]. 
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1.5. Intrakardinio nervinio rezginio morfologija 
 
Nervai ir nervinės skaidulos iš ekstrakardinio nervinio rezginio perėję 

širdies vartus sudaro intrakardinį rezginį, iš kurio toliau tęsiasi nervai ir 
nervinės skaidulos, inervuojančios prieširdžių ir skilvelių miokardą [7, 81, 
85, 90, 103]. Nervinės skaidulos išplinta nuo širdies pamato iki viršūnės, jų 
didžiausias tankis yra prieširdžiuose, kiek mažesnis – prieširdžių skilve-
linėje vagoje ir mažiausias – širdies viršūnėje [7, 103]. 

Pagrindinis vidinis širdies inervacijos šaltinis yra  prieširdžių epikardinis 
rezginys, kuris susiformuoja iškart nervams perėjus širdies vartus [81, 84, 
88, 89, 91]. Intrakardinis rezginys gali būti suskirstytas į smulkesnius 
subrezginius. Pagrindinės širdinių subrezginių vietos yra skirstomos pagal jų 
funkcinę reikšmę arba anatominę vietą.  

Daugelio žinduolių epikardinis rezginys išlaiko panašią struktūrą, todėl 
kardiofiziologiniuose tyrimuose puikiai tinka eksperimentinių gyvūnų 
modeliai [81–83, 86, 89, 117]. Tačiau yra aprašoma ir nemažai tarprūšinių 
anatominių skirtumų [62, 81–83, 85–87, 89, 118–121]. Paprastai evoliu-
ciškai žemesnių gyvūnų epikardinis nervinis rezginys sudarytas iš mažiau 
subrezginių, geriau išsivysčiusių gyvūnų epikardinio nervinio rezginio mor-
fologija panašesnė į žmogaus, tačiau dažnai skiriasi inervuojamos zonos 
plotas, mazgų dydis, neuronų skaičius ir t. t. [62, 81–83, 86, 89, 118–121].  

Remiantis tyrimais yra sudaromos intrakardinio nervinio rezginio sche-
mos, jį dalinant į mažesnius subrezginius.  Tokie „širdilapiai“ gali skirtis 
priklausomai nuo autorių. Pvz., J. A. Armour ir bendraautorių yra siūloma 
10 ganglinių subrezginių schema, iš kurių 5 išsidėstę prieširdžiuose, o kiti 5 
aplinkui skilvelius esančiuose riebaluose [121]. Lietuvoje paprastai nau-
dojama schema, kurioje prieširdžių nervinis rezginys suskirstas į 7 subrez-
ginius: 

• kairįjį vainikinį; 
• dešinįjį vainikinį;  
• ventralinį dešiniojo prieširdžio;  
• ventralinį kairio prieširdžio;  
• kairįjį dorsalinį; 
• vidurinį dorsalinį;  
• dešinįjį dorsalinį [89]. 
Žmogaus širdies dešinįjį prieširdį paprastai inervuoja 2 – ventralinis ir 

dorsalinis dešiniojo prieširdžio – epikardiniai rezginiai. Kairįjį prieširdį 3 – 
ventralinis kairiojo prieširdžio, vidurinis dorsalinis, kairysis dorsalinis  
subrezginiai. Dešinįjį skilvelį inervuoja 1 – dešinysis vainikinis subrezginys, 
kairįjį skilvelį taip pat vienas – kairysis vainikinis subrezginys [89]. 
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XX a. antroje pusėje imta domėtis intrakardinių mazgų anatomija ir 
funkcija [97, 122–125]. Daugiausia intrakardinio rezginio mazgų aptinkama 
epikardiniuose riebaluose už aortos, aplink prieširdžių skilvelinę vagą ir 
didžiąsias (plautines) širdies venas [62, 118–120]. Poveikis širdies funkcijai 
priklauso nuo išorinių šaltinių, tačiau yra reguliuojamas vidinių nervinių 
mazgų, kurie turi savo atskiras širdies inervacijos zonas [62]. Yra aprašomi 
vidiniai juntamieji aferentiniai keliai, kurie tiesiogiai įtakoja intrakardines 
simpatines ir parasimpatines reakcijas [93]. 

Taip pat domėtasi INS nervų ir mazgų imunohistocheminės ypatybėmis 
pelės, žiurkės, jūros kiaulytės bei primatų širdyse [83, 125–127]. Šiais 
tyrimais parodyta, jog intrakardiniuose mazguose esančios ląstelės pasižymi 
gausia imunohistochemine įvairove. Dažniausia yra analizuojami choliner-
giniai ir adrenerginiai neuronai bei MIF ląstelės. Šiuose tyrimuose buvo 
aprašyti bifenotipiniai neuronai pasižymintys ChAT ir TH IR, kurie yra 
aptinkami tik INS ir ekrinėnėse prakaito liaukose [126]. Bifenotipiniai 
ChAT ir nNOS neuronai buvo aprašyti žiurkės, jūros kiaulytės ir triušio INS 
[84, 125, 127]. Šiuose tyrimuose teigiama, jog  visi nNOS pozityvūs neu-
ronai buvo pozityvūs ChAT, tačiau ne visos ChAT nervinės ląstelės pasi-
žymėjo nNOS IR [84, 125, 127]. Be visų minėtų nervinių ląstelių grupių, 
jūros kiaulytės INS dar buvo aprašyti SP IR neuronai [122]. 

 
1.6. Širdies laidžiosios sistemos inervacijos tyrimai 

 
Daugelyje ankstesnių tyrimų, siekiant nustatyti laidžiosios sistemos iner-

vaciją, taikyti imunohistocheminiai metodai, skirti parodyti andrenergines 
nervines skaidulas ir nervus bei histocheminė AChE reakcija – choliner-
ginius komponentus [13–15, 17, 19, 60]. Šiais tyrimais nustatyta, jog ŠLS 
yra kur kas gausiau inervuota nei aplinkinis – darbinis miokardas [13–15, 
17–19, 60, 128]. ŠLS gausus smulkių nervinių skaidulų tinklas yra su-
formuotas iš nervų įėjusių pro širdies vartus ir plintančių iš intrakardinių 
mazgų [13].  

Daugumos gyvūnų SAN nervai pasiekia panašiai. Nervai apsupa DGV iš 
pilvinės, šoninės ir nugarinės pusių. Pačioje SAN srityje dauguma nervų 
išsišakoja į smulkų Ns tinklą. Nervai, pasiekiantys SAN priekinėje DGV 
dalyje, suformuoja keletą šakų, kurios įsilieja į gausų sinusinio mazgo 
nervinių skaidulų tinklą, o patys toliau driekiasi per visą mazgo ilgį lygia-
grečiai ribinei širdies vagai, sulcus terminalis, iki uodeginės venos (UV) ir 
ją apjuosia. Šie nervai taip pat suformuoja šakas, kurios įsilieja į SAN Ns 
tinklą visame savo kelyje. Kiek plonesni nervai medialiau DGV taip pat 
leidžiasi link UV ir su anksčiau minėtais nervais sudaro žiedą aplink pas-
tarąją [13, 14]. Nugarinėje DGV dalyje aukščiau dešiniosios plautinės venos 

20 
 



SAN sritį pasiekia keletas stambių nervų, kurie šakojasi ir įsilieja į gausų 
nervinių skaidulų tinklą sinusinio mazgo kūne ir uodegoje. Dalis jų jungiasi 
su nervais, einančiais lygiagrečiai ribinei širdies vagai [13, 14].  

Lyginant atskiras ŠLS dalis ir mazgus tarpusavyje nustatyti tam tikri 
tarprūšiniai panašumai ir skirtumai. Pvz., žmogaus ŠLS stebimas inervacijos 
mažėjimas pereinant nuo SAN iki Hiso pluošto ir jo kojyčių [17, 19]. Kitų 
gyvūnų, kaip pvz., jūros kiaulytės, žiurkės ar triušio inervacijos tankis SAN 
ir AVN nesiskiria [15, 16]. Tačiau daugumos gyvūnų ŠLS inervacija 
ženkliai sumažėja Hiso pluošto kojytėms perėjus į Purkinje skaidulas ir 
dažnai tankiu nesiskiria nuo aplinkinio darbinio skilvelių miokardo[13–19, 
60, 128].  

Tiriant žmogaus SAN inervaciją pastebėta, jog centrinė SAN dalis yra 
gausiau inervuota nei periferinė [17, 19]. Be to nervinių skaidulų tankis 
žmogaus ŠLS kinta priklausomai ir nuo individo amžiaus – didžiausias yra 
stebimas vaikystėje, o vėliau mažėja [17]. 
 

1.7. Nervų ir nervinių skaidulų cheminis tipas širdies laidžiojoje 
sistemoje 

 
Kiekybiniais tyrimais buvo siekiama išsiaiškinti dominuojantį nervinių 

skaidulų tipą jaučio, jūros kiaulytės, kiaulės, šuns ir žmogaus širdies 
laidžiojoje sistemoje. Juose stebėta, jog AChE Ns sudarė 60–80 proc. visų 
skaidulų, todėl buvo teigiama, jog ŠLS didžiausią veiklos įtaką turi cho-
linerginė inervacija. Kitas gausus inervacijos šaltinis – tai TH IR Ns [15–19, 
60]. Be šių dviejų gausių Ns grupių stebėtos ir juntamosios skaidulos, 
pasižyminčios CGRP ir SP IR [15, 17–19, 60, 128].  Nemažas dėmesys ŠNS 
tyrimuose yra skiriamas nNOS nervinėm skaidulom, tačiau pastarųjų kiekis 
ŠLS nebuvo vertintas [84, 129]. 

Nors AChE metodas yra taikomas iki šiol kaip cholinerginės inervacijos 
indikatorius, tačiau yra nemažai tyrimų, kritikuojančių šio metodo tin-
kamumą [23, 108, 130], kadangi AChE yra aptinkama adreneginiuose ir 
juntamuosiuose neuronuose [130]. Be to taikant AChE metodą buvo paste-
bėta, jog nervai išskirtinai pasižymintys TH IR, buvo pozityvūs AChE ir ne 
visi AChE pozytivios skaidulos pozityvios – ChAT [87, 131]. Acetilcholiną 
(ACh) cholinerginiuose neuronuose sintetina cholinacetiltransferazė (ChAT) 
[21], šis fermentas yra siūlomas kaip tikslesnis cholinerginių neuronų 
žymuo [22, 23]. Tačiau tyrimų, taikančių būtent šį žymenį ne tik ŠLS, bet ir 
visos širdies inervacijai yra tik keletas [23, 88, 127, 132–134]. 
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2. MEDŽIAGA IR TYRIMO METODAI 
 
Tyrimui panaudota 25 suaugusių C57BL/6J-linijos pelių, 22 Naujosios 

Zelandijos triušių (4–6 savaičių amžiaus; 420–940 g svorio)  ir 21 negyvų 
gimusių arba neišgyvenusių pirmąją gimimo dieną paršelių ir 3 jaunų 
kiaulių (3–4 mėnesių, 25–40 kg) širdys. Pelės ir triušiai gauti iš Lietuvos 
sveikatos mokslų universiteto Veterinarijos akademijos vivariumo. Gyvū-
nams buvo atlikta eutanazija taikant stuburo kaklinės dalies dislokaciją. 
Paršiukai gauti iš ūkininko A. Banionio gyvulininkystės ūkio.  

Tyrimai atlikti gavus Valstybinės maisto ir veterinarinės tarnybos leidimą 
Nr. 0206 bei laikantis geros laboratorinės praktikos reikalavimų.  

 
2.1. Tiriamos širdies paruošimas  

 
Po gyvūno (pelės, triušio) eutanazijos krūtinės ląsta buvo atveriama 

perpjaunant šonkaulines kremzles. Pelės širdis, iki išsiplaus kraujas, per-
fuzuojama fosfatiniu fiziologiniu tirpalu (PBS), įvedus kateterį į kairįjį 
skilvelį. Triušių ir paršelių širdys perfuzuojamos jas išėmus iš krūtinės 
ląstos, retrogradiniu būdu įvedus katerį į aortą ir ją užspaudus aukščiau 
kateterio įvedimo vietos. Po perfuzijos atliekama prefiksacija tokiu pat būdu 
sušvirkščiant 20–40 ml 4 proc. paraformaldehido PBS tirpalo (pH–7,4). 

2.2. Viso prieširdžio preparatai 

Po pirminės fiksacijos prieširdžiai atskiriami nuo skilvelių. Tokia prie-
širdžių „kepurė“ adatėlėmis pritvirtinama prie specialaus silikoninio pado. 
Nuo jos pašalinami perikardo likučiai. Tuomet preparatas apverčiamas 
endokardu į viršų, nuo jo atsargiai nukerpama tarpprieširdinė pertvara. Sie-
kiant išgauti kuo plonesnį preparatą, dalis šukinių raumenų ir galinė skiau-
terė nukerpama. Toks preparatas apverčiamas epikardu į viršų, ištempiamas. 
Dėl audinių storio kiaulės prieširdžio preparatas ruošiamas kitaip – DGV 
perkerpama medialinėje dalyje ir tik tada preparatas ištempiamas. Po šių 
procedūrų preparatai buvo fiksuojami 40 min. 4 proc. paraformaldehido 
PBS tirpale (pH – 7,4). Vėliau atliekamos imunohistocheminės reakcijos pa-
žymėti laidžiuosius miocitus (HCN4), cholinerginius (ChAT), adrenerginius 
(TH), nitrierginius (nNOS) ir juntamuosius (SP) nervinius komponentus  
(antikūnų sąrašas pateikiamas 2.2.1 lentelėje), pagal 2.2.2 lentelėje 
aprašytus protokolus. Dažniausia naudotos antikūnų kombinacijos buvo 
HCN4+ +PGP9.5, HCN4+ChAT, ChAT+nNOS, ChAT+TH ir SP+PGP9.5.  
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2.2.1 lentelė. Tyrime naudotų antikūnų sąrašas 
Antigenas Šeimininkas Skiedimas Gamintojas Katalogo nr. 

Pirminiai: 
ChAT Ožka 1:100 Chemicon1 AB144P 
TH Triušis 1:500 Chemicon1 AB152 
TH Pelė 1:200 Chemicon1 MAB-318 
TH Avis 1:800 Chemicon1 AB1542 

SP Jūros 
kiaulytė 1:1000 Abcam2 AB1053 

SP Triušis 1:800 ImmunoStar3 20064 
PGP 9.5 Pelė 1:200 ABD Serotec4 7863-1004 
PGP 9.5 Triušis 1:500 ABD Serotec4 7869-0504 

HCN4 Pelė 1:200 StressMarq  
Biosciences5 SMC-320D 

HCN4 Triušis 1:100 Chemicon1 AB5808 

nNOS Pelė 1:500 Santa Cruz 
Biotechonology6 SC-5302 

Antriniai: 
Ožka Cy3 Asilas 1:300 Chemicon1 AP180C 
Pelė Cy3 Asilas 1:300 Chemicon1 AP192C 
Pelė DyLight ®488 Asilas 1:300 Abcam3 AB96875 

Pelė FITC Asilas 1:100 Jackson  
Immunoresearch7 715-095-151 

Avis FITC Asilas 1:100 Chemicon1 AP184F 
Jūros kiaulytė FITC Asilas 1:100 Chemicon1 AP193F 
Triušis Cy3 Asilas 1:300 Chemicon1 AP182C 
Triušis FITC Asilas 1:100 Chemicon1 AP182F 

1Chemicon International, Temecula, California, USA.  
2Abcam, Cambridge, UK. 
3ImmunoStar Incorporation, Wisconsin, USA. 
4AbD Serotec, Kidlington, UK. 
5StressMarq Biosciences Incorporation, Cadboro Bay, Victoria, Canada. 
6Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA. 
7Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA. 
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2.2.2 lentelė. Imunohistocheminių reakcijų protokolai 
Etapas Viso prieširdžio preparatai Pjūviai Pelė Triušis Kiaulė 

Išplovimas 
PBS buferiu 3 × 10 min. 3 × 5 min 

Audinių 
dehidratavimas 

Dehidratuojama 30°, 50°, 70°, 90°, 96° 
koncentracijos spiritu po 10 min. kiekviename ir  
100° 3 × 10 min. 

Neatliekama 

Audinių 
pralaidumo 
didinimas 

Audiniai inkubuojami 2–3  val. Dentʼo tirpalu 
(1 dalis DMSO: 4 dalys 100° etanolio) Neatliekama 

Balinimas Audiniai per naktį (6–12 val.) inkubuojami 30% 
H2O2 (1dalis) ir Dent‘o (4 dalys) tirpalu. Neatliekama 

Rehidratavimas Audiniai rehidratuojami 70°, 50°, 30° spiritu po 
10 min. kiekviename Neatliekama 

Išplovimas 
PBS Triton 
X-100 tirpale 

Konc. 0,5%, 
3 × 10 min. Konc. 1%, 3 × 10 min. Konc. 0,5%,  

3 × 10 min. 

Nespecifinių 
antikūnų 
blokavimas 

2 val. 5% NDS 
ir PBS ir 0,5% 
Triton X-100 
tirpalu 

2–3 val. 5% NDS ir PBS ir 1% 
Triton X-100 tirpalu. 

40 min. 5% 
NDS ir PBS ir 
0,5% Triton 
X-100 tirpalu 

Inkubavimas 
pirminiais 
antikūnais 

18–48 val. 
pirminių 
antikūnų (pagal 
gamintojo 
rekomendaciją) 
ir PBS su 0,5% 
Triton X-100 
mišiniu 

48–72 val. pirminių antikūnų 
(pagal gamintojo rekomendaciją 
2.2.1 lentelė) ir PBS su 0,5% 
Triton X-100 mišiniu 

8–12 val. 
pirminių 
antikūnų (pagal 
gamintojo 
rekomendaciją) 
ir PBS su 0,5% 
Triton X-100 
mišiniu 

Audinių 
išplovimas 
PBS 

3 × 10 min. 3 x 5 min. 

Audinių 
inkubavimas 
antriniais 
antikūnais 

4–6 val. PBS ir antrinių antikūnų tirpalu 
1–2 val. PBS  
ir antrinių 
antikūnų tirpalu 

Audinių 
išplovimas 
PBS 

3 × 10 min. 3 × 5 min. 

Audinių 
dengimas 

Audiniai ištempiami ant objektinio stikliuko ir uždengiami 
dengiamuoju stikliuku naudojant terpę Vectashield H-1000 arba 
H-1200 (Vector Laboratories, JAV). Dengiamojo stiklelio kraštai 
užhermetizuoti bespalviu nagų laku 

DMSO – dimetilsulfoksidas (CH3)2SO2; H2O2 – vandenilio peroksidas;  
NDS – normalus asilo serumas, PBS – fosfatinis fiziologinis tirpalas.   
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2.3. Sinusinio prieširdžio mazgo pjūvių preparatai 
 
Siekiant patikslinti HCN4 ląstelių išsidėstymą prieširdžio sienoje, pjūvių 

preparatams buvo atkerpami DP gabaliukai iš trijų vietų aplink DGV, pa-
liekant nedidelę venos dalį ir ribinę skiauterę. Vienas gabaliukas iškerpamas 
priekinėje dešiniosios venos dalyje, antras – šoninėje DGV dalyje ir tre-
čias – tarp nugarinės DGV dalies iki uodeginės venos. Paruošti mėginiai 
fiksuoti 40 min. 4 proc. paraformaldehido PBS tirpale (pH – 7,4). 

Pasibaigus fiksacijai audiniai 3 kartus po 10 minučių plauti PBS tirpale. 
Po plovimo, siekiant užtikrinti krioprotekciją, kuri apsaugo nuo šaldymo 
metu sukeliamo ląstelių suardymo, audiniai pamerkti į 20 proc.  sacharozės 
PBS tirpalą kol paskęs (4–12 valandų, priklausomai nuo audinių storio). 
Audiniai užšaldyti, naudojat greitojo šaldymo terpę (Triangle Biomedical 
Sciences, USA), suorientuoti taip, kad matytųsi visas SAN skerspjūvis ir 
visi prieširdžio sienos sluoksniai (epikardas, miokardas ir endokardas). 
Kriotomu HM 560 (Microm, Vokietija) –22 °C  temperatūroje atpjauti 
20 µm storio pjūviai, elektrostatiniu būdu pritvirtinti prie objektinių stik-
liukų Superfrost Plus (Menzel Glaser, Vokietija), po 3–5 pjūvius ant 
kiekvieno ir išdžiovinti kambario temperatūroje. Toliau atliekamos imuno-
histocheminės reakcijos pagal 2.2.2 lentelėje pateiktą protokolą. 

 
2.4. Kiekybinė ir statistinė analizė 

 
Tik tie preparatai, kuriuose imunohistocheminės reakcijos buvo ryškios ir 

kontrastingos, buvo naudoti tolimesnei analizei. Nervinės struktūros tirtos ir 
fotografuotos konfokaliniu mikroskopu LSM 700 (Carl Zeiss, Jena, Vokie-
tija). Vaizdai analizuoti laisvos prieigos programa FIJI, naudojant auto-
matinius skaičiavimus, prieš tai apdorojant vaizdą, iš jo pašalinant triukšmą 
ir foną. Nervinių skaidulų užimamas plotas matuotas SAN galvoje, kūne ir 
uodegoje, lyginant zonas tarpusavyje ir su aplinkiniu darbiniu miokardu. 
Skaidulų ploto vertinimui rankiniu būdu buvo parenkamas plotas, tokiu 
būdu išvengiant tuščių laukų. Skaidulų plotas išreikštas procentais, kurį 
užėmė parinktame plote. Užimamam plotui įvertinti buvo panaudota po 3 
kiekvienos rūšies gyvūno širdis. Nervinių skaidulų užimamas plotas buvo 
matuotas kiekvienai zonai ir žymeniui atskirai parinktuose 95–135 pjū-
viuose (po 30–45 iš kiekvieno gyvūno).   

Neuronų kūnai skaičiuoti ir matuoti tik viso prieširdžio preparatuose. 
Neuronų diametras išreikštas trumposios ir ilgosios ašių aritmetiniu vidur-
kiu. Duomenų analizei naudotas dviejų nepriklausomų imčių t testas, nau-
dojant IBM SPSS 20 programą. Duomenys laikyti patikimais parinkus 
95 proc. pasikliovimo lygmenį (p<0,05).  
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3. REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS 

3.1. HCN4 pozityvių ląstelių išsidėstymas 

Visų tirtų gyvūnų viso prieširdžio preparatuose HCN4 pozityvios ląstelės 
buvo išsidėstę panašiai (3.1.1 pav.). SAN stebėtas DGV ir DP jungties 
srityje. Mazgas prasidėjo DGV priekinėje dalyje, toliau tęsėsi šonine venos 
dalimi per ribinę širdies vagą ir beveik pasiekė uodeginę veną (UV). Viso 
prieširdžio preparatuose stebėta, jog pelės SAN HCN4 ląstelių užimamas 
plotas buvo 3,1±0,1 mm2, triušio 18,0±2,4 mm2 ir kiaulės 52±5,2 mm2. Dėl 
didelio HCN4 ląstelių užimamo ploto SAN sritis buvo padalinta į tris dalis: 
galvą – priekinėje dešiniosios venos dalyje, kūną – šoninėje dešiniosios 
venos dalyje ir uodegą nugarinėje dešiniosios venos dalyje iki uodeginės 
venos (3.1.1 pav.). Šios dalys viena į kitą perėjo be aiškių ribų. 

 

 
 

3.1.1 pav. HCN4 ląstelių išsidėstymas aplink dešiniąją galvinę veną (DGV), 
(a) pelės, (b) triušio ir (c) kiaulės viso prieširdžio preparatuose. 

Žalia spalva pažymėtos HCN4 pozityvios ląstelės. Raudona ChAT (a, b) ir PGP9.5 (c)  
pozityvios nervinės struktūros. Balta punktyrine linija apibrėžtas plotas, kuriame stebėtas 
didžiausias HCN4 pozityvių ląstelių masyvas. Raudona punktyrinė linija skiria zonas 
(galvą, kūną, uodegą) SAN srityje. (a) strėlių galai žymi siaurą HCN4 ląstelių pluoštą 
apsupantį DGV iš medialinės pusės. (c) geltonu punktyru pažymėtos dešiniosios DGV 
žiotys. DGV – dešinioji galvinė vena; DPV – dešinioji plautinė vena; UV – uodeginė vena; 
VPV – vidurinioji plautinė vena. 
 

Nors SAN išlaikė panašų ląstelių išsidėstymą visų tirtų gyvūnų prie-
širdžiuose, tačiau viso SAN preparatuose buvo nustatyti tarprūšiniai skir-
tumai. Pelės SAN HCN4 ląstelės taip pat stebėtos vidinėje DGV dalyje 
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(3.1.1 pav. (a) – strėlių galai).  Čia jos sudarė siaurą pluoštelį. Triušio ir 
kiaulės prieširdžiuose, vidinėje DGV dalyje, HCN4 ląstelių aptikta nebuvo. 
Dėl šio pluoštelio, pelės SAN forma buvo panaši į pasagą (3.1.1 pav. a), 
kuri DGV apsupo iš vidinės, pilvinės ir šoninės pusių (žr. 67 psl. 2 pav. ir 
77 psl. 3 pav.). Triušio (3.1.1 pav. b, taip pat žr. 57 psl. 1 pav.) ir kiaulės 
(3.1.1 pav. c) SAN – kablio formos, kurio pradžia pilvinėje DGV dalyje, o 
kūnas nusitęsė per šoninę DGV dalį beveik iki uodeginės venos. Derėtų 
pabrėžti, jog kiaulės DGV buvo perkirpta medialinėje dalyje, todėl mazgas 
atrodo kaip pailga struktūra (3.1.1 pav. c). Visų tirtų gyvūnų širdyse HCN4 
ląstelių masyvas stipriai išplatėjo mazgo kūne, nugarinėje DGV dalyje.  

Viso prieširdžio preparatai atskleidė, jog SAN yra vientisa struktūra, 
sudaryta iš daugybės ląstelių. Tačiau juose buvo galima išskirti centrinę –
„kompaktiškąją“ – ir periferinę SAN dalis. Centrinę dalį sudarė pagrindinis 
HCN4 ląstelių masyvas (3.1.1 pav. balta punktyrinė linija), kuriame ląstelės 
buvo išsidėsčiusios tankiai bei keliais sluoksniais. Periferinę dalį sudarė 
HCN4 pozityvių ląstelių „rankovės“, kurios nuo pagrindinio ląstelių masyvo 
nusitęsė tolyn į dešiniojo prieširdžio miokardą (žr. 57 psl., 1 pav. b–e). 
Priekinėje DGV  dalyje  jos beveik pasiekė užaortinį mazgą, o šonuose – 
vainikinę vagą. Prieširdžio pjūviuose mazgo centrą sudarė kompaktiškai iš-
sidėsčiusios HCN4 pozityvios ląstelės, o „rankovės“ atrodė kaip pavieniai 
miocitai, įsiterpę į darbinį miokardą. Šios struktūros buvo būdingos visoms 
tirtoms rūšims. Ankstesniais morfologiniais tyrimais taip pat aprašyta cent-
rinė ir periferinė SAN dalys, tačiau juose buvo teigiama, kad dalys yra 
atskiros ir izoliuotos viena nuo kitos [33, 135, 136]. 

 Kadangi HCN4 „rankovės“ nepasiekė tarpprieširdinės vagos ir AV tran-
zitinės zonos [137–144], funkciniu požiūriu jos tėra periferinės mazgo dalys, 
galinčios atlikti ritmo vedlio funkciją šiose srityse. Įdomu tai, kad toks 
HCN4 ląstelių išsidėstymas papildo elektrofiziologinius eksperimentus, ku-
riais nustatyta, jog pirminį impulsą gali generuoti ne tik SAN centrinė dalis, 
bet ir stipriai nutolusios periferinės mazgo dalys [145]. 

Pjūvių preparatuose mazgo centre gerai matėsi SAN arterija. Triušio ir 
kiaulės SAN ji sudarė 2–3 šakas. Šių kraujagyslių vieta nebuvo pastovi  
(3.1.2 pav. b, c). Pelės SAN arterija šakų nesudarė ir paprastai buvo pačiame 
mazgo centre (3.1.2 pav. a). 

SAN pjūvių preparatuose visos HCN4 pozityvios ląstelės atitiko klasi-
kinius laidžiųjų ŠLS miocitų požymius t. y. buvo apsuptos jungiamuoju au-
diniu ir jas buvo galima stebėti gretimuose pjūviuose [34]. Prieširdžio sienos 
atžvilgiu, HCN4 ląstelės skirtingose mazgo zonose buvo išsidėstę nevieno-
dai. SAN galvoje jos sudarė platų prieširdžio paviršiaus, tačiau miokardo 
sienos atžvilgiu ploną sluoksnį, esantį iškart po epikardu. Kūne ląstelių 
masyvas išplatėjo ir užėmė visą prieširdžio sienos skerspjūvio plotą, o kūnui 
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pereinant į uodegą, šis masyvas siaurėjo ir uodegoje sudarė siaurą pluoštelį, 
esantį iškart po endokardu (žr. 58 psl., 2 pav. a–c). 

 

 
 

3.1.2 pav. HCN4 ląstelių išsidėstymas aplink mazginę arteriją (a) pelės,  
(b) triušio, (c) kiaulės SAN pjūvių preparatuose ir HCN4 „rankovės“ viso 
prieširdžio preparatuose (d) pelės, (e) triušio, (f) kiaulės SAN periferinėse 

dalyse. 
Žalia spalva pažymėtos HCN4 ląstelės, raudona – (a, b, d, e) ChAT ir (c, f) PGP9.5 
pozityvios nervinės struktūros. MA – prieširdžių sinusinio mazgo arterija. 

  
Panašus specializuotų ląstelių išsidėstymas parodytas ir ankstesniuose 

tyrimuose atliekat 3D rekonstrukcijas iš SAN pjūvių [37, 135]. Tačiau dėl 
padriko HCN4 ląstelių išsidėstymo mazgo periferinėje dalyje buvo 
rekonstruojama tik centrinė mazgo dalis [9, 11, 37, 52, 54, 58, 146].  

3.2. Sinusinio prieširdžio mazgo inervacijos šaltiniai ir nervinių 
skaidulų užimamas plotas 

Visoms tirtoms rūšims buvo būdinga panaši į SAN sritį plintančių nervų 
schema. Dalis ekstrakardinių nervų, patekę pro širdies vartus veninėje dalyje, 
sudarė šakas, kurios apjuosė DGV iš priekinės ir šoninės pusių. Kiti nervai 
nusidriekė iki intrakardinių mazgų esančių greta SAN (žr. 59 psl., 3 pav.; 
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61 psl. 7 pav.; 71 psl., 6 pav.; 80 psl., 6 pav.; 81 psl., 7 pav.). Iš jų nervai per 
nugarinę DGV dalį aukščiau DPV pasiekė SAN kūną ir tarp DPV bei UV – 
uodegą. Keletas smulkių nervų sudarė kilpą aplink UV nugarinę dalį. Pa-
našus nervinių komponentų išsidėstymas stebėtas ankstesniuose tyrimuose 
taikant histocheminius ir imunohistocheminius metodus [13, 14, 81–83, 88, 
147]. 

Nervai, pasiekę SAN, šakojosi ir sudarė gausų nervinių skaidulų tinklą, 
kuris atitiko HCN4 pozityvių ląstelių užimamą sritį. Visais atvejais SAN Ns 
kiekis buvo didesnis negu darbiniame miokarde. Pjūvių preparatuose gausi 
inervacija stebėta aplik HCN4 pozityvias ląsteles, lyginant su darbiniu mio-
kardu. Didelis Ns kiekis taip pat aprašytas ir ankstesniuose tyrimuose tai-
kant kitas metodikas viso prieširdžio preparatuose, pvz., laidžiuosius mioci-
tus nudažius Alciano mėliu, o nervus – histochemine AChE reakcija [14]. 

Kiekybinė analizė parodė, jog Ns skaidulų tankis skirtingose SAN 
zonose yra nevienodas. Pelės (žr. 72 psl., 2 lentelė) ir triušio (3.2.1 lentelė) 
SAN didžiausias nervinių skaidulų tankis buvo stebėtas galvoje ir ma-
žiausias uodegoje. Kiaulės didžiausias Ns tankis stebėtas kūne, o mažiausias 
uodegoje (3.2.2 lentelė).  

 
3.2.1 lentelė. Skirtingų cheminių tipų Ns užimami plotai (vidurkis ± 
standartinė paklaida µm2) triušio SAN skirtingose zonose ir prieširdžių 
darbiniame miokarde 

Sritis PGP9.5 TH ChAT nNOS SP 
Galva 3,41±0,05* 1,90±0,03‡ 1,47±0,04*‡ 0,34±0,03* 0,19±0,01 
Kūnas 3,25±0,04* 1,84±0,03‡ 1,24±0,03*‡ 0,66±0,03* 0,19±0,01 
Uodega 2,23±0,04* 1,22±0,04*‡ 0,95±0,02*‡ 0,59±0,02* 0,21±0,01 
SAN 
bendrai 2,96±0,04† 1,69±0,02†‡ 1,29±0,02†‡ 0,55±0,02† 0,20±0,00† 

Darbinis 
miokardas 0,70±0,02† 0,31±0,01† 0,30±0,01† 0,15±0,01† 0,04±0,00† 

*Statistiškai reikšmingas skirtumas lyginant to paties neurocheminio fenotipo Ns užimamą 
plotą skirtingose mazgo zonose (p<0,05).  
†Statistiškai reikšmingas skirtumas lyginant Ns užimamą plotą SAN bendrai su darbiniu 
miokardu (p<0,05). 
‡Statistiškai reikšmingas skirtumas lyginant TH ir ChAT Ns užimamą plotą (p<0,05). 

 
Nervinių skaidulų pasiskirstymo analizė skirtingose mazgo zonose atlikta 

pirmą kartą. Ankstesniuose tyrimuose Ns tankis vertintas ŠLS mazguose, 
Hiso pluošte ir Hiso pluošto kojytėse [15–19, 60, 128]. Šiuose tyrimuose 
aprašomi tam tikri tarprūšinai skirtumai. Pvz. jūros kiaulytės SAN ir AVN 
Ns tankis yra toks pats, o žmogaus SAN didesnis negu AVN. Antra vertus 
dažniausiai tokiuose tyrimuose yra stebėtas laipsninis Ns mažėjimas perei-
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nant iš vieno mazgo į kitą ir t. t. Be to daugumai rūšių yra būdinga, jog Hiso 
pluoštui perėjus į kojytes, o šioms į Purkinje skaidulas, inervacija ženkliai 
mažėja ir beveik nesiskiria nuo aplinkinio darbinio miokardo [15–19, 60, 
128]. 

 
3.2.2 lentelė. Skirtingų cheminių tipų Ns užimami plotai (vidurkis ± 
standartinė paklaida µm2) kiaulės SAN skirtingose zonose ir prieširdžių 
darbiniame miokarde.  

Sritis PGP9.5 TH ChAT nNOS SP 
Galva 2,89±0,08* 1,55±0,04*‡ 1,15±0,04*‡ 0,18±0,01* 0,22±0,01 
Kūnas 3,15±0,11* 1,88±0,05*‡ 1,36±0,06*‡ 0,16±0,01 0,22±0,01 
Uodega 1,85±0,07* 1,01±0,04*‡ 0,73±0,03*‡ 0,15±0,01* 0,22 ± 0,01 
SAN 
Bendrai 2,68±0,06† 1,49±0,03†‡ 1,08±0,03†‡ 0,16±0,00† 0,22±0,00† 

Darbinis 
miokardas 0,70±0,02† 0,23±0,01† 0,13±0,00† 0,06±0,00† 0,09±0,00† 

*Statistiškai reikšmingas skirtumas lyginant to paties neurocheminio fenotipo Ns užimamą 
plotą skirtingose mazgo zonose (p<0,05). 
†Statistiškai reikšmingas skirtumas lyginant Ns užimamą plotą SAN bendrai su darbiniu 
miokardu (p<0,05). 
‡Statistiškai reikšmingas skirtumas lyginant TH ir ChAT Ns užimamą plotą (p<0,05). 

 
Detaliau buvo analizuoti Ns užimami plotai triušio (3.2.1 lentelė) ir 

kiaulės SAN (3.2.2 lentelė). Triušio SAN bendras Ns užimamas plotas buvo 
didesnis negu kiaulės. Lyginant skirtingo cheminio tipo Ns užimamus plotus 
stebėta, kad triušio SAN TH, ChAT ir nNOS Ns buvo daugiau, o SP mažiau 
negu kiaulės SAN. Abiejų gyvūnų SAN vyravo TH pozityvios Ns. Triušio 
SAN mažiausiai buvo SP Ns, o kiaulės – nNOS. 

Didžiausias TH Ns užimamas plotas triušio SAN buvo stebėtas galvoje ir 
mažiausias uodegoje. Kiaulės TH Ns daugiausiai buvo kūne ir mažiausiai 
uodegoje.  

Kita didelė grupė – tai ChAT pozityvios Ns. Triušio SAN jų taip pat 
buvo daugiausiai galvoje ir mažiausiai kūne, o kiaulės daugiausiai kūne ir 
mažiausiai uodegoje. Abiejų rūšių SAN SP nervinės skaidulos visose mazgo 
zonose buvo pasiskirsčiusios vienodai. Kiaulės SAN nNOS Ns daugiausiai 
buvo galvoje ir mažiausiai kūne, o triušio daugiausiai kūne ir mažiausiai 
galvoje. 

Gauti rezultatai prieštarauja ankstesnių tyrimų duomenims, kadangi juose 
buvo teigiama, jog SAN dominuoja cholinerginės Ns [15, 17–19, 60, 128]. 
Toks rezultatų skirtumas galėjo būti gautas dėl skirtingų tyrimų metodų. 
Šiam tyrimui buvo pasirinktas cholinacetiltransferazės (ChAT) imunohisto-
cheminis žymuo, kadangi acetilcholinas cholinerginiuose neuronuose yra 
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sintetinamas veikiant šiam fermentui [21]. Be to tyrimais įrodyta, kad ChAT 
yra tikslus cholinerginių neuronų ir Ns požymis [22, 23]. Ankstesniuose 
kiekybiniuose tyrimuose cholinerginėm nervinėm struktūrom žymėti buvo 
taikomas AChE histocheminis metodas. Visos AChE pozityvios nervinės 
struktūros buvo priskiriamos cholinerginėm [15, 17–19, 60]. Tačiau AChE 
metodas nėra tiesioginis cholinerginės NS žymuo, šio fermento taip pat yra 
aptinkama adrenerginiuose ir juntamuosiuose neuronuose [130]. Taip pat 
neuroanatominiuose tyrimuose buvo pastebėta, jog nervai sudaryti iš vien 
TH pozityvių Ns yra pozityvūs AChE, bet nepozityvūs ChAT  [87, 131].  

3.3. Sinusinio prieširdžio mazgo neuronai ir nerviniai mazgai  

Lyginant SAN inervacijos sandarą stebėti ženklūs tarprūšiniai skirtumai, 
kadangi triušio ir kiaulės SAN buvo rasti neuronai ir nerviniai mazgai, 
išsibarstę po visą SAN plotą (3.3.1, 3.4.1 ir 3.4.2 pav.). Pelės SAN neuronų 
kūnų nebuvo rasta.  

 

 
 

3.3.1 pav. Nervai ir nedideli nerviniai mazgai (raudona) kiaulės SAN 
įsiterpę tarp HCN4 (žalia) pozityvių ląstelių klosčių. 

(a–f) SAN optiniai pjūviai skirtingame gylyje, nuo epikardo (a) gilyn link endokardo (f). 
Nuotraukose c ir d matomi neuronai įsiterpę tarp miokardo ląstelių. 
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Tiek kiaulės, tiek triušio SAN pjūvių preparatuose neuronai buvo stebėti 
tik atsitiktiniuose pjūviuose, todėl neuronų skaičius, pasiskirstymas, ir 
neurocheminis fenotipas buvo tirti tik viso prieširdžio preparatuose.  

Nervų atžvilgiu neuronai ir nerviniai mazgai triušio ir kiaulės SAN buvo 
išsidėstę panašiai. Nerviniai mazgai apsupo nervą, taip pat ląstelės stebėtos 
šalia nervo ar įsiterpusios tarp pastarojo nervinių skaidulų. Tačiau mazgų ir 
nervų išsidėstymas miokardo atžvilgiu skyrėsi, kadangi triušio SAN jie 
buvo stebėti epikarde. Kiaulės SAN šios struktūros stebėtos ne tik epikarde, 
bet ir įsiterpusios tarp HCN4 pozityvių miocitų klosčių (3.3.1 pav.). 

Triušio SAN būdingi maži nerviniai mazgai ir pavienės nervinės ląstelės. 
Suskaičiavus 5 triušių SAN esančius neuronus (n=288) nustatyta, jog vi-
dutiniškai triušio SAN buvo 57,2±10 (nuo 41 iki 93) nervinių ląstelių. 
Triušio SAN nervinį mazgą sudarė 3,6±0,3 neuronai. Didžiausias nervinis 
mazgas triušio SAN buvo sudarytas iš 14 neuronų. Vidutiniškai triušio SAN 
buvo rasti 12,4±1,2 (nuo 8 iki 15) nerviniai mazgai. Viso mazguose buvo 
išsidėstę 78,6±6,0 proc. neuronų. Dominavo labai maži mazgai, kuriuose 
buvo iki 4 neuronų, ir tik nedidelė magų grupė buvo sudaryta iš 5 ir daugiau 
neuronų (3.3.2 pav.). Vidutinis pavienių neuronų skaičius siekė 12,0±3 (nuo 
4 iki 19) ir sudarė 21,4±6,0 proc. nuo visų stebėtų nervinių ląstelių SAN 
zonoje (3.3.2 pav.).  
 

 
 

3.3.2 pav. Nervinių mazgų ir neuronų skaičiaus pasiskirstymas triušio ir 
kiaulės SAN. 

*Statistiškai reikšmingas skirtumas lyginant su mazgais sudarytais iš 2–4 neuronų triušio 
SAN (p<0,05). 
†Statistiškai reikšmingas skirtumais lyginant su mazgais sudarytais iš 11–50 neuronų 
kiaulės SAN (p<0,05). 
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Kiaulės SAN buvo gausu nervinių mazgų, kurie pasižymėjo dideliu 
neuronų skaičiumi. Dėl šios priežasties kiaulės SAN vertintas vidutinis 
mazgų skaičius ir vidutinis neuronų skaičius nerviniame mazge. Šiai 
analizei panaudoti 4 kiaulės SAN preparatai. Vidutinis mazgų skaičius buvo 
97,5±10,1 (nuo 75 iki 120). Taip pat rasta ir pavienių neuronų, tačiau jų 
skaičius labai mažas (<10 neuronų visame SAN plote). Įvertinus 163 atsi-
tiktinai pasirinktus mazgus nustatyta, jog juos vidutiniškai sudarė 21,3±2,4 
(nuo 2 iki 187) neuronai. Taigi vidutiniškai kiaulės SAN srityje buvo išsi-
dėstę virš 2000 neuronų ir tai yra ~35 kartais daugiau negu triušio SAN. 
Antra vertus kiaulės SAN plotas yra 3 kartus didesnis nei triušio, todėl 
1 mm2 tenka 41 neuronas, o triušio 3 (~10 kartų mažiau). Dėl šios prie-
žasties galima daryti prielaidą, kad SAN nervinių ląstelių kiekis nėra 
priklausomas tik nuo gyvūno dydžio.  

Pagal neuronų skaičių kiaulės SAN mazgai buvo suskirstyti į grupes:  
• maži (≤10 neuronų),  
• vidutiniai (11–50 neuronų),  
• dideli (51–100),  
• labai dideli (>100 neuronų).  
Kiaulės SAN daugiausiai buvo mažų ir vidutinių nervinių mazgų. Tačiau 

atsižvelgiant į bendrą neuronų skaičių, daugiausiai neuronų buvo susitelkę 
vidutinio dydžio mazguose, o mažuose mažiausiai (3.3.2 pav.). Nerviniai 
mazgai ir neuronai SAN srityje taip pat buvo paminėti ankstesniuose dar-
buose, tiriant triušio, kiaulės ir šuns širdis [14, 81, 148], tačiau šiuose ty-
rimuose detali SAN nervinių komponentų analizė nebuvo atliekama. Kitose 
kiaulės INS rezginio mazguose buvo aprašomi, kiek didesni nerviniai 
mazgai, vidutiniškai sudaryti iš ~31 neurono, nei SAN srityje [81].  

Kiaulės ir triušio SAN mazgai skyrėsi ne tik neuronų skaičiumi, bet ir 
pačių nervinių ląstelių dydžiu. Vidutinis neurono diametras kiaulės SAN 
buvo statistiškai reikšmingai didesnis (19,2±0,3 µm) negu triušio (16,5±0,2 
µm). Neuronai, esantys triušio SAN, buvo mažesni už esančius kitose 
prieširdžių (23,1±02 µm) ir skilvelių (24,8±0,2 µm) nerviniuose mazguose 
[132].  Neuronai, esantys triušio SAN nerviniuose mazguose buvo mažesni 
(16,2±0,3 µm) už pavienius (17,2±0,6 µm), šis skirtumas buvo statistiškai 
reikšmingas. Pavieniai ir mazguose esantys neuronai, rasti triušio skilve-
liuose, tarpusavyje dydžiu nesiskyrė [132]. Dėl to galima daryti prielaidą, 
jog nervinių ląstelių dydis yra priklausomas nuo intrakardinio subrezginio.  
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3.4. Neuronų įvairovė sinusiniame prieširdžio mazge 
 
Ankstesniuose tyrimuose SAN esatys neuronai nebuvo analizuoti imu-

nohistocheminiais metodais [13, 14]. Šis tyrimas yra pirma detali SAN 
srityje esančių neuronų imunohistocheminė analizė triušio ir kiaulės širdyse.  

Atsižvelgiant į neuronų neurochemines ypatybes, stebėti ženklūs tarp-
rūšiniai skirtumai. Triušio SAN buvo rasti 3 skirtingų tipų neuronai 
(3.4.1 pav.), kurie pasižymėjo ChAT, nNOS ir bifenotipiniu (ChAT+nNOS) 
imunoreaktyvumu (IR). Kiaulės SAN (3.4.2 pav.) be šių 3 tipų nervinių 
ląstelių, stebėti TH ir bifenotipiniai (CHAT+TH) neuronai. Be to, kiaulės 
SAN buvo būdingos ir mažos intensyviai florescuojančios ląstelės (MIF), 
pasižyminčios TH IR. Nors bifenotipinių ChAT+TH, TH pozityvių neuronų 
triušio SAN neaptikta, tačiau šios ląstelės stebėtos prieširdžių intrakar-
diniuose mazguose, iš kurių išeinantys nervai inervuoja SAN [84]. Taip pat 
MIF ląstelių buvo rasta triušio skilveliuose [132]. 

 

 
 

3.4.1 pav. ChAT, nNOS ir bifenotipiniai neuronai triušio SAN. 
Raudona spalva žymi ChAT, žalia nNOS pozityvius neuronus. Žvaigždute pažymėtas 
bifenotipinis neuronas (a–c). Rodyklėmis pažymėti vien nNOS pozityvūs neuronai (a, c). 

 
ChAT, TH ir bifenotipiniai ChAT+nNOS bei TH+nNOS neuronai buvo 

aprašyti kitų žinduolių INS mazguose [61, 83, 88, 124, 126, 134], tačiau 
būtina pabrėžti, jog šiame tyrime pirmą kartą aprašyti neuronų kūnai, 
pasižymintys vien nNOS (3.4.1 c ir 3.4.2 d pav., baltos rodyklės) IR. Anks-
čiau aprašytiems nNOS IR neuronams buvo būdingas bifenotipiškumas su 
ChAT IR [23, 125, 126]. Šis atradimas gali būti grindžiamas posnataliniu 
INS vystymusi, kadangi yra žinoma, jog šiuo laikotarpiu kai kurių rūšių 
žinduolių nervinės ląstelės geba keisti neurochemines savybes [149]. Antra 
vertus, tiek kiaulės, tiek triušio SAN neuronai nebuvo tyrinėti imunohisto-
cheminiais metodais, todėl vien nNOS pozityvios ląstelės gali būti išskir-
tinai būdingos tik šių rūšių SAN inervacijai, panašiai kaip ChAT+TH 
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bifenotipiniai neuronai, kurie yra būdingi išskirtinai tik INS ir prakaito liau-
koms [126]. 

Jūros kiaulyčių širdyse buvo aprašyti SP IR neuronai [122], tačiau tiriant 
triušio ir kiaulės SAN buvo stebėtos tik SP IR skaidulos. 

 

 
 

3.4.2 pav. Nervinių mazgų ir neuronų įvairovė kiaulės SAN. 
Baltos rodyklės nurodo vien TH pozityvius neuronus (a), pilkos – MIF ląsteles (a, b). 
Baltomis žvaigždėmis pažymėtos bifenotipines ChAT+TH nervines ląsteles (c). (d) 
iliustruoja ChAT ir nNOS nervines ląstelės, baltos rodyklės žymi vien nNOS pozityvius 
neuronus, baltos žvaigždės bifenotipines ChAT+nNOS, o pilkos vien ChAT pozityvias 
nervines ląsteles. 
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Įvertinus 5 viso prieširdžio preparatus (286 neuronus) nustatyta, kad 
bendrai triušio SAN dominavo ChAT pozityvios ląstelės. Jos sudarė 
50,3±4,9 proc. šioje srityje stebėtų ląstelių. Kita didelė ląstelių grupė, tai 
bifenotipiniai (ChAT+nNOS) neuronai, kurie sudarė 35,5±4,2 proc. Mažiau-
sia grupė 14,2±1,7 proc. – tai grynai nNOS pozityvios ląstelės (3.4.3 pav.). 
Skirtumai tarp skirtingo neurocheminio fenotipo ląstelių grupių buvo sta-
tistiškai reikšmingi (3.4.3 pav.).  

 

 
3.4.3 pav. Triušio SAN dominuojantis neuronų fenotipas priklausomai  

nuo išsidėstymo. 
*Statistiškai reikšmingas skirtumas lyginant skirtingo fenotipo nervinių ląstelių grupes 
(p<0,05). 

 
Pavienių ChAT, nNOS ir bifenotipinių neuronų skaičius buvo panašus. 

SAN nerviniuose mazguose statistiškai reikšmingai dominavo vien ChAT 
pozityvios ląstelės, o mažiausias skaičius buvo vien nNOS IR neuronų 
(3.4.3 pav.). 

Kadangi viso prieširdžio preparatuose metodiškai buvo galima atlikti tik 
dvigubą imunohistocheminį žymėjimą, kiaulės SAN nervinių mazgų ir neu-
ronų analizė buvo atliekama preparatuose, kuriuose taikytas ChAT+nNOS ir 
ChAT+TH žymėjimai.  

Įvertinus 79 mazgus (1293 neuronus) esančius keturių paršelių viso prie-
širdžio preparatuose, kurioje taikytas dvigubas ChAT+nNOS žymėjimas, 
nustatyta, jog dominavo vien ChAT pozityvios (65,5±4,4 proc.) nervinės 
ląstelės, kiek mažesnę grupę (21,6±3,5 proc.) sudarė bifenotipinės ir 
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mažiausią (12,9±2,6 proc.) grynai nNOS IR neuronai. Skirtumai tarp skir-
tingo imonohistocheminio neuronų tipo grupių buvo statistiškai reikšmingi 
(3.4.4 pav.). 

 

 
 

3.4.4 pav. Skirtingo fenotipo neuronų  pasiskirstymas kiaulės SAN 
nerviniuose mazguose. 

*Statistiškai reikšmingas skirtumas lyginant skirtingo fenotipo neuronų grupes (p<0,05). 
 
Grupėje, kurioje taikytas dvigubas ChAT+TH imunohistocheminis žy-

mėjimas, buvo įvertinti 43 nerviniai mazgai (902 neuronai), esantys 4 viso 
prieširdžio preparatuose. Čia stebėtos dvi stambios, savo dydžiu statistiškai 
reikšmingai nesiskiriančios grupės. Tai bifenotipiniai (47,6±7,1 proc.) ir 
ChAT IR (45,5±7,3 proc.) neuronai. Šiuose preparatuose mažiausiai buvo 
grynai TH IR (6,9±3,3 proc.) neuronų (3.4.4 pav.). 

Tyrime stebėta neuronų dydžio priklausomybė nuo imunohistocheminio 
tipo (3.4.1 ir 3.4.2 lentelės). Triušio SAN mažiausi buvo ChAT IR neuronai, 
bei didžiausi bifenotipiniai (3.4.1 lentelė). Kiaulės SAN didžiausi neuronai 
buvo ChAT IR (3.4.2 lentelė). Kiek mažesni buvo bifenotipiniai neuronai ir 
mažiausi nNOS. Neuronų dydžio priklausomybė nuo imunohistocheminio 
tipo yra aprašyta ir pelės INS prieširdžių mazguose ir triušio skilveliuose 
[83, 132]. Žinios apie ląstelių dydžio skirtumus gali būti naudingos atliekant 
elektroninės mikroskopijos eksperimentus interpretuojant nervinių ląstelių 
cheminę sudėtį. 
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3.4.1 lentelė. Nervinių ląstelių dydžio parametrų (vidurkis ± standartinė 
paklaida µm) priklausomybė nuo neurocheminio fenotipo triušio SAN. 
Neuronų 
grupė 

Nervinis 
žymuo n Diametras Trumpoji ašis Ilgoji ašis 

Pavieniai 
neuronai 

ChAT 22 15,78±0,77† 12,02±0,62 19,54±0,81* 
nNOS 15 17,81±1,41 13,17±0,87 22,44±2,10 
ChAT+nNOS 23 18,02±0,96† 13,04±0,60 23,00±1,13*† 
Bendrai 60 17,16±0,59* 12,70±0,39 21,61±0,76* 

SAN 
mazgų 
neuronai 

ChAT 121 14,92±0,31† 12,42±0,30 17,41±0,41* 
nNOS 25 17,20±0,72† 14,20±0,83† 20,21±0,86† 
ChAT+nNOS 80 17,47±0,45† 13,9±0,44† 20,97±0,55*† 
Bendrai 226 16,23±0,26* 13,27±0,25 19,20±0,33* 

*Statistiškai reikšmingas skirtumas lyginant pavienius ir SAN nervinių mazgų neuronus 
(p<0,05).  
†Statistiškai reikšmingas skirtumas lyginant nNOS ir bifenotipinius neuronus su ChAT 
pozityviomis ląstelėmis toje pačioje grupėje (p<0,05). 

 
3.4.2 lentelė. Nervinių ląstelių dydžių parametrų (vidurkis ± standartinė 
paklaida µm) priklausomybė nuo neurocheminio fenotipo kiaulės SAN.  

Preparato 
tipas 

Nervinis 
žymuo n Diametras Trumpoji ašis Ilgoji ašis 

ChAT + TH ChAT 34 21,21±0,59* 18,34±0,62* 24,09±0,72* 

TH 25 18,38±0,86† 15,12±0,83† 21,64±1,20† 

ChAT+TH 33 19,43±0,57 16,32±0,48 22,54±0,68 
ChAT + nNOS ChAT 32 20,64±0,75† 17,87±0,88† 23,40±1,00 

nNOS 32 16,12±0,63*† 13,32±0,58*† 18,92±0,88*† 

ChAT+nNOS 33 19,12±0,81 15,96±0,93 22,27±1,08 
*Statistiškai reikšmingas skirtumas lyginant su ChAT pozityviais neuronais toje pačioje 
preparatų grupėje (p<0,05).  
†Statistiškai reikšmingas skirtumas lyginant TH neuronus su ląstelėmis stebėtomis 
ChAT+nNOS preparatuose (p<0,05).  
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IŠVADOS 

1. Ritmą generuojančios ląstelės pelės, triušio ir kiaulės prieširdžiuose 
yra išsidėsčiusios panašiai: 

a) Užima beveik trečdalį dešiniojo prieširdžio ploto; 
b) Suformuoja kompaktišką centrinę mazgo dalį; 
c) Sinusinio prieširdžio mazgo kraštuose formuoja „rankoves“, kurios 

nusidriekia tolyn į prieširdžio miokardą. 
2. Visų tirtų gyvūnų sinusinio prieširdžio mazgo sritis nepriklausomai 

nuo vietos ir nervinių skaidulų tipo gausiau inervuota negu aplinkinis 
darbinis miokardas. TH pozityvios nervinės skaidulos buvo dominuojančios. 
Mažiau buvo ChAT pozityvių nervinių skaidulų. SP ir nNOS nervinių 
skaidulų buvo mažiausiai. 

3. Pelės SAN nervinių mazgų ar pavienių neuronų neaptikta. Triušio 
SAN išsidėstę nedaug pavienių neuronų ir mažų nervinių mazgų. O kiaulės 
SAN  būdingi dideli nervinai mazgai sudaryti iš daug neuronų.  

4. SAN buvo nustatyti skirtingo cheminio tipo neuronai: 
a) Triušio SAN buvo rasti 3 tipų neuronai: grynai pozityvūs ChAT, 

nNOS ir bifenotipiniai ChAT+nNOS; 
b) Kiaulės SAN neuronai buvo 5 tipų: grynai pozityvūs ChAT, TH ir 

nNOS bei bifenotipiniai ChAT+nNOS ir ChAT+TH.  
5. Neuronų dydis priklauso nuo ląstelės neurocheminio fenotipo ir gy-

vūno rūšies.  
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SUMMARY 
 

ABBREVATIONS 
 

AChE  – acetylcholinesterase 
ANS  – autonomic nervous system 
CCS  – cardiac conductive system 
ChAT  – choline acetyltransferase 
CV  – caudal vein 
HCN4  – hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium  
    channel 4 
MPV  – middle pulmonary vein 
NA  – nodal artery 
NFs  – nerve fibers 
nNOS – neuronal nitric oxide synthase 
PGP9.5  – protein gene product 9.5 
RA  – right atrium 
RCV  – right cranial vein 
RPV  – right pulmonary vein 
RRCV  – root of the right cranial vein  
SAN  – sinoatrial node 
SP  – substance P 
TH  – tyrosine hydroxylase 
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BACKGRUOND AND NOVELTY OF THE STUDY 
 
Autonomic nervous system (ANS) modulates cardiac conductive system 

(CCS) activity and its abnormal activity may lead to arrhythmias or even 
sudden death [1]. The sinoatrial node (SAN) is the primary pacemaking 
component that generates the electric impulse in heart [2]. Morphology, 
neuromorphology and physiology of SAN are an object of interest since it 
was discovered [3, 4].  

To date morphological studies of SAN usually focused either on its 
myocardial anatomy or innervation [4–6]. Earlier neuroanatomical studies 
were performed only on cross section preparations and only a few used 
whole mounts [6–8]. Neuroanatomical studies that performed a quantitative 
analysis of SAN neural components were based on histochemical acetyl-
cholinesterase (AChE) method as cholinergic marker, combining it with 
histochemical methods to detect adrenergic and sensory neural components. 
These studies revealed that cholinergic neural components are dominant 
ones in all parts of the CCS [8, 9]. However, AChE is criticized as non-
selective method by many investigators [10–12]. Since acetylcholine is 
synthesized by the choline acetyltransferase (ChAT) in cholinergic neurons 
[13], this enzyme is suggested as a reliable marker of cholinergic neural 
components [10–12]. There is a lack of studies that used this marker in 
general cardiac innervation [14–16], not to mention the neuroanatomy of 
CCS.  

Hearts of mouse, rabbit and pig are a widely used in cardio physiological 
experiments. To date, there are only few studies that analyzed both, the 
distribution of pacemaker cells and their innervation. Besides there are no 
studies that examined interspecific differences of these structures in the 
aforementioned cardio physiological models. This is the first study that 
simultaneously analyzed both innervation and structure of SAN in whole 
mount and cross section preparations, by using a multiple imunohis-
tochemical staining for pacemaker cells and neural components.  

Results of this study showed that the distribution of pacemaker cells is 
much wider and the innervation of SAN cells is more complex than it was 
considered before. It also revealed the distribution of nerve fibers of distinct 
chemical phenotype in different zones within the sinoatrial node. In addition 
to this, the immunohistochemical analysis of neurons within sinoatrial node 
was conducted for the first time. Finally, a novel finding, nitrergic neurons 
that were purely positive for neuronal nitric oxide synthase (nNOS), was 
observed in this study.  
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AIM OF AND OBJECTIVES OF THE STUDY 
 

The aim of the study: to identify limits and innervation of the sinoatrial 
node in hearts of mice, rabbits and pigs.  

 
Objectives: 

1. To examine the distribution of pacemaker cells within the right atrium. 
2. To examine the density of innervation within the sinoatrial node. 
3. To examine the distribution of neuronal somata within the sinoatrial 

node.   
4. To examine neurochemical properties of neurons within the sinoatrial 

node. 
5. To compare the morphology of neurons within the sinoatrial node. 

 
MATERIAL AND METHODS 

 
25 mice, 22 rabbits and 21 piglets and 3 young adult pigs’ hearts were 

used in this study. A multiple immunohistochemical staining for HCN4 
(pacemaker cells), ChAT (cholinergic neurons), TH (adrenergic neurons), 
nNOS (nitrergic neurons) and SP (sensory neurons) markers, were applied 
on whole mount and cross section preparations.  

 
Whole-mount preparations 

 
Following animal euthanasia, hearts were dissected from the chest, 

washed out from the blood with 0.01M phosphate buffer saline (PBS) and 
coronary vessels were retrogradely perfused with PBS. Afterwards, the atria 
were dissected from the ventricles and the interatrial septum. Then, the atria 
was flattened and pinned in a Petri dish with a silicone bottom. The 
flattened specimen was fixed for 40 min at 4° C in 4% paraformaldehyde 
solution in 0.01 M phosphate buffer (pH=7.4). In order to decrease 
background light for laser scanning microscopic examination, tissues were 
bleached using a dimethyl sulfoxide and hydrogen peroxide solution. 
Subsequently, whole-mount preparations were rehydrated through a graded 
ethanol series (in each for 10 min), washed 3×10 min in 0.01 M PBS 
containing 0.5% Triton X–100. Non–specific binding was blocked for 2 
hours in PBS containing 5% normal donkey serum. Afterwards, the 
specimens were incubated with an appropriate combination of primary 
antisera for 48–72 hours at 4° C (Table 1). After that, whole-mounts were 
washed 3 times for 10 min in 0.01 M PBS and incubated with an appropriate 
combination of secondary antisera for 4 hours at room temperature. During 

93 
 



the last stage, specimens were washed 3 times for 10 min in 0.01 M PBS, 
mounted with mounting medium, cover slipped and sealed with clear nail 
polish.  

 
Sectioned tissue preparations 

 
In order to obtain transverse sections of walls of the right atrium (RA) 

and root of the right cranial vein (RRCV), hearts were dissected, perfused 
and prefixed as described above. In order to compare the densities of NFs 
distributed between cardiac cells positive for HNC4 distinct localities on 
RRCV, specimens were taken from 3 specific zones in SAN region: (1) 
from frontal part of RCV, (2) lateral part of RCV, (3) between dorsal part of 
RCV and CV. Following 40 min fixation at 4° C in 4% paraformaldehyde 
solution in 0.01 M phosphate buffer (pH=7.4), tissues were washed 3x10 
min in PBS and cryoprotected by immersion in PBS containing 20–25% 
sucrose until their complete sinking (4° C, 24 h). Then, following cryo-
protection, the tissues were frozen for sectioning. The pieces of the sampled 
tissues were orientated on a cryomicrotome stage so that the slice cutting 
plane would be perpendicular to the interatrial septum, the right atrial wall 
and the terminal groove and all layers (epicardium, myocardium and 
endocardium) could be well discernible in the slice. Tissues were sectioned 
into 20 µm slices using a cryomicrotome at –22° C and sections were 
mounted onto microscope slides. Afterwards, immunohistochemical proce-
dures were performed as earlier described by applying an appropriate 
combination of primary and secondary antisera (Table 1). Finally, speci-
mens were washed 3 times for 5 min in 0.01 M PBS and mounted with 
mounting medium and cover slipped. 

 
Quantitative and statistical analysis 

 
Both whole-mount preparations and RA wall transverse sections, in 

which immunohistochemical reactions were the most contrast and sharp, 
were used for quantitative analysis. The size of clearly visible neuronal 
somata was measured on digital images and expressed as the mean of their 
long and short axes. The densities of NFs within distinct portions of the 
SAN area were evaluated in transverse sections. The density of NFs was 
expressed in percentage of the area occupied by NFs.  

Ganglia and neurons were calculated in whole mount preparations. 
Ganglia size was evaluated by the number of neurons within. Long and 
short axes of neurons were measured. Diameter of somata was expressed by 
the mean of short and long axis.  
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Table 1. Primary and secondary antisera used in the study  
Antigen Host Dilution Company Catalog 

number. 
Primary: 

ChAT Goat 1:100 Chemicon1 AB144P 

TH Rabbit 1:500 Chemicon1 AB152 

TH Mouse 1:200 Chemicon1 MAB-318 

TH Sheep 1:800 Chemicon1 AB1542 

SP Guinea pig 1:1000 Abcam2 AB1053 

SP Rabbit 1:800 ImmunoStar3 20064 

PGP 9.5 Mouse 1:200 ABD Serotec4 7863-1004 

PGP 9.5 Rabbit 1:500 ABD Serotec4 7869-0504 

HCN4 Mouse 1:200 StressMarq  
Biosciences5 SMC-320D 

HCN4 Rabbit 1:100 Chemicon1 AB5808 

nNOS Mouse 1:500 Santa Cruz 
Biotechonology6 SC-5302 

Secondary: 

Goat Cy3 Donkey 1:300 Chemicon1 AP180C 

Mouse Cy3 Donkey 1:300 Chemicon1 AP192C 

Mouse DyLight ®488 Donkey 1:300 Abcam3 AB96875 

Mouse FITC Donkey 1:100 Jackson  
Immunoresearch7 715-095-151 

Sheep FITC Donkey 1:100 Chemicon1 AP184F 

Guinea pig FITC Donkey 1:100 Chemicon1 AP193F 

Rabbit Cy3 Donkey 1:300 Chemicon1 AP182C 

Rabbit FITC Donkey 1:100 Chemicon1 AP182F 
1Chemicon International, Temecula, California, USA.  
2Abcam, Cambridge, UK. 
3ImmunoStar Incorporation, Wisconsin, USA. 
4AbD Serotec, Kidlington, UK. 
5StressMarq Biosciences Incorporation, Cadboro Bay, Victoria, Canada. 
6Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA. 
7Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA. 
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RESULTS 
 

Distribution of HCN4 cells in SAN area 
 
HCN4 positive cells were similarly distributed around RCV in all 

investigated species (Fig. 1). The main mass of cells formed a “hook” shape 
figure around RCV, which started in the frontal part of RCV and extended 
downward to CV and almost reached its orifice. HCN4 cells occupied 
3.1±0.1 mm2 in mouse, 18.0±2.4 mm2 rabbit and 52.2±5.2 mm2

 pig area of 
RA. Some minor interspecific differences were also observed. HCN4 cells 
formed thin bundle in the medial side of RCV in mouse SAN different than 
in rabbit and pig. In the medial side of RCV of rabbit and pig HCN4 cells 
were not observed. 

Due to a wide distribution of HCN4 positive cells, SAN was divided into 
3 parts (Fig. 1): “head” (at frontal part of RCV), “body” (at lateral part of 
RCV) and “tail” (rest of the area to caudal vein). 

  

 
Fig. 1. The distribution of HCN4 cells around RCV in mouse (a), rabbit (b) 

and pig (c) whole mount preparations. 
White dotted line demarks the area of HCN4 cells. Red dotted line demarks the limits of 
zones (head, body and tail). Yellow dotted line demarks the orifice of RCV (box c). 
Arrowheads in box (a) indicate some HCN4 cells in the medial side of RCV. CV – caudal; 
vein; MPV – middle pulmonary vein; RPV – right pulmonary vein; RVC – right cranial 
vein.  

 
Whole mount preparations revealed that SAN is uninterrupted structure. 

However, it was possible to distinguish central and peripheral parts of the 
node in both whole mount and cross section preparations. The central part of 
the node was formed by the main mass of HCN4 positive cells. In this 
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region HCN4 cells were densely distributed and clustered in several layers. 
Peripheral part of SAN consisted of HCN4 cells “sleeves” that extended far 
the main mass node to the right atria myocardium (Fig. 2). In frontal part of 
the node these structures almost reached the roots of aorta and atrioven-
tricular groove in lateral. These “sleeves” looked like a solitary HCN4 
positive cells in cross section preparations. 

 

 
Fig. 2. The distribution of HCN4 positive cells in central and peripheral 

parts of SAN. 
HCN4 cells around SAN artery in (a) mouse, (b) rabbit and (c) pig SAN center in cross 
section preparations. HCN4 peripheral “sleeves” in whole mount preparations of (d) mouse, 
(e) rabbit and (f) pig SAN. NA – nodal artery. 

 
Various distributions of HCN4 cells were observed within atria wall in 

different zones of the node. In the head of SAN they formed a thin plate 
widely spread right under epicardium. In body of SAN these cells were 
distributed throughout the whole myocardial wall around the nodal artery or 
its branches and in the tail of the node cells formed a thin bundle close to 
endocardium.  
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Innervation of SAN 
 
SAN contained a dense meshwork of NFs that corresponded to the area 

of HCN4 cells in all investigated species. The density of NFs in SAN area 
was ~4 times higher than in working myocardium in all investigated species. 
The highest density of nerve fibres in mouse and rabbit SAN was observed 
within head and the lowest in tail. The highest density of NFs in pig SAN 
was observed in body and the lowest in tail.  

NFs densities of distinct neurochemical phenotype were analysed more 
detailed in rabbit and pig SAN. TH NFs were dominant in both species. 
Another big group of NFs were ChAT positive. SP and nNOS NFs took the 
minority. SP NFs were distributed equally in all areas of SAN in both 
species.  

 
Neurons and ganglia within the sinoatrial node 

 
No neuronal somata were found in mouse SAN. Neurons and ganglia 

were present in the area of rabbit and pig SAN. Most of neurons and nerves 
in rabbit SAN were found within epicardial layer. Ganglia and nerves in pig 
SAN were also found descended into myocardium (Fig. 3). Such ganglia 
were observed interrupted between the clusters of HCN4 cells. 

Solitary neurons and small ganglia (3.6±0.3 neurons in each) were 
typical for rabbit SAN. In general rabbit SAN contained 57.7±10 neurons. 
78.6±6.0 % of neurons were clustered in small ganglia. The biggest number 
of ganglia consisted of 2–4 neurons, and only few, 5 or more neuronal 
somata. 21.4±6.0 % of all observed nerve cells were scattered solitary 
(Fig. 4).  

Pigs SAN contained 97.5±10.1 that consisted of 21.3±2.4 neurons 
(~2000 neurons per SAN). Solitary neurons were also observed, but number 
of these cells were insignificant (<10 neurons per SAN). Based on size, 
ganglia were divided into groups as follows: small (≤10 neurons); medium 
(11–50 neurons); big (51–100); very big (>100 neurons).  

Small and medium sized ganglia took the majority. The biggest number 
of neurons was observed in medium sized and the lowest in small ganglia 
(Fig. 4).  

Size of neurons varied between species. Pig’s SAN neurons were bigger 
(19.2±0.3 µm) than rabbit’s (16.5±0.2 µm). Solitary neurons in rabbit SAN 
were bigger (17.2±0.6 µm) than those observed in SAN ganglia (16.2±0.3 
µm). 
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Fig. 3. Nerves and neurons interrupted between the clusters of HCN4 

positive cells.  
a – f optical sections in different depth, from the epicardium (a) down to endocardium (f).  

 

 
Fig. 4. The distribution of various size ganglia and neurons within ganglia 

in rabbit and pig SAN. 
*Significantly different from ganglia that consisted of 2–4 neuros in rabbit’s SAN (p<0.05). 
†Significantly different from ganglia that consisted of 11–50 neurons in pig’s SAN 
(p<0.05). 
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The variety of neurons within sinoatrial node 
 
3 phenotypes of neurons were observed in rabbit SAN that were positive 

for ChAT, nNOS and biphenotypic – ChAT+nNOS (Fig. 5). In general, 
ChAT neurons were dominant ones and contained 50.3±4.9 % of all ob-
served neural cells (Fig. 6). 35.5±4.2 % neurons were biphenotypic and 
14.2±1.7 % nNOS positive.  

 

 
Fig. 5. Several neuronal somata positive for ChAT (in red), nNOS (in 

green), and simultaneously for both neuronal markers. 
Biphenotypic neuronal soma is marked with asterisk (boxes a–c). Arrowheads points to 
purely nNOS positive neurons (boxes a, c).  

 

 
Fig. 6. The distribution of neurons of distinct phenotype in rabbit SAN. 

*Statistically different between the groups of cells of distinct chemical phenotype. 
 
Some differences of distributions were observed between solitary and 

SAN ganglia neurons groups. Solitary neurons of distinct neurochemical 
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type were distributed equally. In SAN ganglia ChAT positive neurons were 
dominant and the smallest group was purely nNOS positive cells. 

5 chemical phenotypes of neural cells were observed in pig’s SAN. 
These neurons were purely positive for ChAT, nNOS, TH and biphenotypic 
– positive for ChAT+nNOS and TH+ChAT. SIF cells were also observed in 
this area (Fig. 7).  

 

 
 

Fig. 7. Neurochemical variety of neurons within pig’s SAN. 
a – white arrowheads point to TH positive neurons. a–b grey arrowheads point to SIF cells. 
c – asterisks point to biphenotypic ChAT+TH neurons. In panel d,  white arrowheads point 
to purely nNOS positive neurons, white asterisks – biphenotypic ChAT+nNOS neurons and 
grey asterisks – purely ChAT positive neurons. 
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Since it was technically possible to make only double immunohisto-
chemical labelling, ganglia and neurons in pig SAN were evaluated in 
preparations double labelled for ChAT+TH or ChAT+nNOS. The measu-
rements of distinct neuronal somata were also performed in these two 
groups. 

In the preparations double labelled for ChAT+nNOS, ChAT positive 
neurons were the dominant ones (figure 8). This group formed 65.5±4.4 % 
of all observed neurons, and the smallest group 12.9±2.6 % was purely 
nNOS positive cells. 21.6±3.5 % of neural cells were biphenotypic 
(ChAT+nNOS).  

In preparations double labelled for ChAT+TH, purely ChAT positive and 
biphenotypic neurons were dominant. These two groups of neural cells were 
equal in size. 47.6±7.1 % of neurons were biphenotypic and 45.5±7.3 % 
ChAT positive. Purely TH positive cells formed the smallest group. Only 
6.9±3.3 % of neurons were of this type (Fig. 8).  

 

 
 

Fig. 8. The distribution of neurons of distinct phenotype in pig SAN. 
*Statistically different between the groups of cells of distinct chemical phenotype. 

 
Correlation between neurons size and neurochemical phenotype was 

observed. In rabbit SAN ChAT positive neurons were the smallest and the 
biggest were biphenotypic (ChAT+nNOS) neurons. In SAN of pig the 
biggest were ChAT and the smallest nNOS positive neurons. 

 
 

102 
 



CONCLUSIONS 
 
1. Pacemaker cells were similarly distributed in the right atria of mouse, 

rabbit and pig hearts. Pacemaker cells:  
a) occupied 1/3 of right atria; 
b) formed a compact and central parts of node; 
c) formed extensions that descendent far from the main mass of node.  

2. SAN were denser innervated compared to working myocardium 
independently from the area of node and nerve fibers type. TH positive 
nerve fibers were dominant. Less frequent were ChAT positive nerve fibers. 
SP and nNOS nerve fibers took the minority.  

3. No ganglia or solitary neurons were observed in mouse SAN. Sparse 
of solitary neurons and small ganglia were found in rabbit SAN. Plentiful of 
various size ganglia were common for pig SAN.   

4. Neurons of various chemical phenotypes were found in SAN area: 
a) 3 types of neurons were found in rabbit SAN that were positive for 

ChAT, nNOS and biphenotypic – positive for ChAT+nNOS. 
b) 5 types of neurons were typical within pig SAN that were positive 

for ChAT, TH, nNOS and biphenotypic positive for ChAT+TH and 
ChAT+nNOS. 

5. Neurons sizes correlated with cells chemical phenotype and animal 
species. 
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