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Нейропептид Y (NPY) выполняет разнообразные функции в нервной системе,
включая регуляцию сосудистого тонуса и гастроинтестинальной секреции, ока-
зывает прямое тормозящее влияние на моторику и секрецию кишечника. Коло-
кализация NPY с ферментом синтеза ацетилхолина – холинацетилтрансферазой
(ChAT), нейрональной NO-синтазой (nNOS), вазоактивным интестинальным
пептидом (VIP) и кальций-связывающим белком кальбиндином (CB) выявля-
лась в нейронах подслизистого сплетения тонкой кишки крыс разного возраста
(от момента рождения до наступления старости) при помощи иммуногистохи-
мического метода двойного мечения антителами и флуоресцентной микроско-
пии. С момента рождения все NPY-иммунореактивные нейроны колокализуют
ChAT. Большая часть NPY-содержащих нейронов также содержит VIP и CB.
У старых крыс процент NPY-иммунореактивных нейронов, содержащих CB, VIP
и ChAT, снижается. У юных крыс, от новорожденных до 20 суток жизни, а также
у старых животных в NPY-позитивных нейронах выявляется nNOS. Таким обра-
зом, на ранних этапах онтогенеза и у старых крыс энтеральные NPY-иммуноре-
активные нейроны подслизистого сплетения метасимпатической нервной систе-
мы содержат более широкий спектр нейротрансмиттеров по сравнению с взрос-
лыми животными.
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Нейрохимический состав ганглиев метасимпатической нервной системы отли-
чается значительной вариацией. Медиатор ацетилхолин, синтезируемый фермен-
том холинацетилтрансферазой (ChAT) содержится в большей части ганглионарных
нейронов. Кроме ацетилхолина, нейроны интрамуральных ганглиев могут содержать
другие нейротрансмиттеры, включая оксид азота (NO), серотонин, гистамин, а так-
же нейропептиды: нейропептид Y (NPY), вазоактивный интестинальный полипеп-
тид (VIP) и другие [1–3].

NPY широко распространен в желудочно-кишечном тракте, выявляется в во-
локнах, направляющихся к слизистой и мышечной оболочке, а также к гладким
мышцам сосудов [4–6]. NPY обнаруживается примерно в половине нейронов под-
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слизистого нервного сплетения (ПС) и лишь в небольшой части нейронов межмы-
шечного сплетения мыши и крысы [7, 8].

В интрамуральных узлах кишки грызунов большинство NPY-иммунореактив-
ных (ИР) нейронов колокализуют ChAT [7, 9]. Нейроны, колокализующие ChAT,
кальций-связывающий белок кальбиндин (CB), NPY, VIP считаются секретомо-
торными нейронами [1, 3, 9]. Согласно данным литературы, в периферических ней-
ронах содержится так называемая периферическая изоформа ChAT (pChAT) [10].

NPY оказывает прямое тормозящее влияние на моторику и секрецию кишечни-
ка. Кроме этого, NPY способствует нейрогенезу и ангиогенезу [11–13]. Нейроны
ПС регулируют транспорт ионов и воды через эпителий кишечника, а также секре-
торную функцию желез. Секреторные нарушения в виде гипер- или гипосекреции
могут быть связаны с нарушением деятельности NPY-ергических нейронов ПС,
преимущественно тонкой кишки.

В онтогенезе морфологические характеристики и химический состав нейронов
автономной нервной системы изменяется [2, 14, 15]. Это касается изменения раз-
меров нейронов, содержания кальций-связывающих белков, нейропептидов, ме-
диаторов и ферментов их синтеза, в том числе экспрессии NPY и его рецепторов.
Установлено, что доля нейронов, содержащих NPY в метасимпатических узлах ПС
тонкой кишки увеличивается с момента рождения до 20–30 суток жизни, а затем
снижается [8]. Тем не менее, изменения нейрохимического состава нейропептид
Y-содержащих метасимпатических энтеральных нейронов остаются малоисследо-
ванными.

Целью настоящей работы явилось определение колокализации NPY с фермен-
тами синтеза нейротрансмиттеров и нейротрансмиттерами в нейронах ПС тонкой
кишки крыс в постнатальном онтогенезе от момента рождения и до наступления
старости животных при помощи иммуногистохимических методов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа выполнена на новорожденных, 10-, 20-, 30-суточных, 6-месячных, 2-лет-
них крысах линии Вистар (по 5 в каждой возрастной группе). Животные содержа-
лись в стандартных условиях вивария в акриловых клетках с деревянной стружкой в
акклиматизированном помещении (12/12 ч свет/темнота, при температуре 22 ± 3°C)
на полнорационной сбалансированной диете со свободным доступом к пище и воде.
Исследование проводилось с соблюдением “Правил проведения работ с использо-
ванием экспериментальных животных” (приказ № 775 от 12.08.1977 г. МЗ СССР), в
соответствии с принципами Базельской декларации и рекомендациями этического
комитета ЯГМУ (протокол N 41 от 22.10.2020). После введения летальной дозы уре-
тана (3 г/кг, внутрибрюшинно), животных перфузировали транскардиально рас-
твором стандартного фоcфатно-cолевого буфеpа (PBS; 0.01 М, pH 7.4) (БиолоТ,
Россия), затем 4%-ным pаcтвоpом паpафоpмальдегида (Sigma, США) на PBS. По-
сле перфузии участки двенадцатиперстной кишки длиной по 0.5 см извлекались и
помещались в ту же фиксирующую смесь, в которой производили перфузию, на 1–2 ч.
Серии срезов толщиной 12 мкм изготовляли на криостате.

С целью выявления нейронов, содержащих NPY, ChAT, VIP, nNOS и CB приме-
нялось двойное мечение антителами. Срезы преинкубировали в течение 30 мин
при комнатной температуре в PBS с добавлением 10% ослиной сыворотки (Jackson
Immunoresearch, США), 1% тритона X-100, 0.1% бычьего сывороточного альбуми-
на, 0.05% тимерозола. Затем срезы инкубировали с первичными антителами (табл. 1) в
течение 24 ч при комнатной температуре. После кратковременной промывки в
PBS срезы инкубировали с вторичными антителами в течение 2 ч. Вторичные ан-
титела были конъюгированы с флуорохромами – флуоресцеин-изотиоцианатом
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Таблица 1. Использованные первичные антитела

*Применялись антитела к периферической изоформе ChAT (pChAT).

Тип антител Животное-донор Разведение Источник Кат №

ChAT* Коза 1 : 100 Millipore AB144p
VIP Кролик 1 : 300 Abcam ab43841
nNOS Коза 1 : 300 Abcam ab1376
NPY Кролик 1 : 500 Abcam ab30914
NPY Овца 1 : 500 Abcam ab6173
CB Кролик 1 : 500 Abcam ab11426
(FITC), дающим зеленую флуоресценцию и индокарбоцианином (Cy3), дающим
красную флуоресценцию (разведение 1 : 150, Jackson Immunoresearch, США). По-
сле этого срезы снова отмывали в PBS и заключали в среду для иммунофлуорес-
ценции (VectaShield, Vector Laboratories, США).

Отрицательный контроль проводился с заменой первичных антител ослиной
сывороткой.

Анализ препаратов проводили на флуоресцентном микроскопе Olympus BX43
(Токио, Япония) с соответствующим набором светофильтров и охлаждаемой цифро-
вой CCD камерой Tucsen TCC 6.1ICE c программным обеспечением ISCapture 3.6
(Китай). Для определения процентного соотношения иммунопозитивных нейро-
нов на цифровых изображениях гистологических препаратов использовали про-
грамму Image J (NIH, США, http://rsb.info.nih.gov/ij/). Анализу подлежали нервные
клетки, срез которых прошел через ядро с ядрышком. Суммарное количество ИР
нейронов, содержащих только красную, только зеленую, и колокализующих обе
метки (желтый цвет при наложении изображений) принимали за 100%. Подсчет
ИР нейронов проводили в случайно выбранных измеренных областях (площадь
изображения составляла 0.12 мм2) при 200-кратном увеличении. Для каждого живот-
ного использовали 5 изображений на 5 срезах (по одному изображению на срез).

Математическая обработка данных проведена с использованием пакетов при-
кладных программ Sigma Plot (StatSoft, США). Все величины представлены как
средняя арифметическая ± ошибка среднего (М ± m). Достоверность различий
средних величин определяли с использованием однофакторного дисперсионного
анализа (ANOVA) с коррекцией Бонферрони. Достоверными считали различия
при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В ПС NPY-ИР нейроны выявлялись в большом количестве во всех возрастных
группах (рис. 1–5). Все NPY-ИР нейроны (100%) с момента рождения до старости
содержали фермент синтеза ацетилхолина – ChAT (рис. 1). При этом выявлялась
часть ChAT-ИР NPY-негативных клеток, процент которых достоверно увеличивал-
ся с 20-е по 30-е сутки, а также у старых крыс (p < 0.05, рис. 2).

С момента рождения большая часть NPY-содержащих нейронов также содержа-
ла CB (рис. 3), VIP (рис. 4) и nNOS (рис. 5). Процент NPY-ИР нейронов, колокали-
зующих CB, достоверно возрастал между 10-ми и 20-ми сутками жизни (p < 0.05,
рис. 2), оставаясь постоянным до 6 месяцев, и уменьшался у старых крыс (p < 0.01).
У старых крыс по сравнению с более молодыми также достоверно увеличивался
процент CB-ИР нейронов, не содержащих NPY (p < 0.001).
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Рис. 1. Микрофотографии нейронов, содержащих NPY (a, d), ChAT (b, e), а также колокализация NPY и
ChAT (c, f) в интрамуральных ганглиях ПС двенадцатиперстной кишки 20-суточных (a–c) и двухлет-
них (d–f) крыс. ChAT(+)/NPY(-) нейроны указаны стрелками. Флуоресценция Сy3 (красный, ChAT),
FITC (зеленый, NPY). Масштаб – 50 мкм.

a b c

d e f
Процент NPY-ИР нейронов, колокализующих VIP, достоверно не отличался у
юных и взрослых крыс (p > 0.05, рис. 2), но снижался у старых крыс (p < 0.001).
У старых животных относительно более молодых достоверно возрастала доля
NPY-ИР VIP-негативных нейронов (p < 0.001).

У юных крыс от новорожденных до 20-х суток жизни, а также у старых живот-
ных в NPY-позитивных нейронах выявлялась nNOS. Следует отметить, что если у
новорожденных и 10-суточных животных выявлялось значительное количество
nNOS-ИР нейронов, то у 20-суточных отмечались лишь единичные клетки. Тем не
менее, у старых крыс доля nNOS-ИР нейронов опять становится сопоставимой с
новорожденными и 10-суточными, без достоверных различий между этими груп-
пами (p > 0.05, рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты нашего исследования показывают, что NPY-ИР нейроны выявляются
в узлах ПС в большом количестве с момента рождения. Данные нашего предыду-
щего исследования свидетельствуют, что процент NPY-ИР нейронов ПС тонкой
кишки непостоянен в онтогенезе, а наибольший процент у крыс наблюдался в воз-
расте 20–30-ти суток [8].
Рис. 2. Процентное содержание NPY-ИР нейронов, колокализующих ChAT (a), CB (b), VIP (c), nNOS
(d) у крыс разного возраста.
*p < 0.05 – различия достоверны по сравнению с 30-суточной крысой.
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NPY-ИР и иммунонегативные нейроны относятся к разным функциональным
популяциям. ПС у морских свинок и мышей содержит четыре типа нейронов,
включая секретомоторные и вазомоторные нейроны, а также собственные первич-
ные афферентные нейроны [1, 3]. Нейроны, колокализующие ChAT, CB, NPY и
VIP, считаются секретомоторными нейронами [9].

NPY оказывает прямое тормозящее влияние на моторику и секрецию кишечни-
ка. Ингибирующее влияние NPY на секреторную функцию кишки реализуется пу-
тем активации Y1-постсинаптических рецепторов энтероцитов и нейрональных
пресинаптических Y2-рецепторов [4, 16]. Учитывая, что нейроны ПС участвуют в
регуляции секреции, можно предположить, что в возрасте 20–30-ти суток проис-
ходит окончательное формирование секреторной функции тонкой кишки, связан-
ное с переходом с молочного питания на самостоятельное. При этом NPY может
играть особую роль в становлении функции тонкой кишки, действуя не только в
качестве котрансмиттера, но и как трофический фактор. Кроме влияния на тонус
сосудов, деятельность сердца, секреторную и моторную функцию желудочно-ки-
шечного тракта, NPY стимулирует нейрогенез, а также оказывает трофические эф-
фекты, в частности способствует ангиогенезу и гипертрофии миокарда [11–13].
В кишке NPY играет также важную роль в модулировании функций иммунных
клеток и эпителиального барьера.

Мы впервые исследовали колокализацию NPY и ChAT с момента рождения до
наступления старости у крыс. На протяжении постнатального онтогенеза все NPY-ИР
нейроны содержит фермент синтеза ацетилхолина – ChAT, что соответствует дан-
ным литературы, полученным на взрослых животных [1, 3, 7]. Мы также обнару-
жили, что NPY-ИР холинергические нейроны в большинстве своем содержат VIP и
CB у юных, взрослых и старых крыс.

Интересно, что один и тот же нейрон подслизистого сплетения содержит нейро-
трансмиттеры, стимулирующие секрецию (VIP) и тормозящие ее (NPY) [1]. Веро-
ятно, выделение VIP или NPY зависит от характера стимуляции. Например, из
симпатических терминалей при низкочастотной стимуляции выделяется норадре-
налин, а при высокочастотной – NPY [5]. Считается, что NPY оказывает провоспа-
лительный эффект, а VIP – противовоспалительный [17]. Повышение процента
NPY(+)/VIP(–) и уменьшение доли VIP-ИР нейронов может быть свидетельством
того, что старение сопровождается повышением уровня воспалительных процессов во
многих тканях, включая нервную систему и желудочно-кишечный тракт [18].

Мы обнаружили, что в раннем возрасте большая часть NPY-ИР нейронов тран-
зиторно экспрессирует nNOS. При этом небольшая часть NPY-негативных нейронов у
новорожденных и 10-суточных животных также колокализует nNOS. Тем не менее,
nNOS в ПС выявляется лишь у единичных нейронов в возрасте старше 20-ти суток, но
опять обнаруживается у старых животных. Согласно литературным данным, лишь
1% нейронов подслизистого сплетения тонкой кишки взрослой мыши содержат
nNOS, однако в позднем эмбриональном и раннем постнатальном периоде nNOS
обнаруживается в 50% нейронов ПС [19, 20]. Сходным образом холинергические
нейроны симпатических узлов экспрессируют ChAT и фермент синтеза катехола-
минов – тирозингидроксилазу, которая перестает выявляться с третьей недели
жизни [21]. Также транзиторная экспрессия nNOS наблюдается в эмбриональном
периоде в спинномозговых узлах, мозжечке, стволе мозга, коре больших полуша-
рий и гиппокампе [22, 23]. Ряд авторов связывает такую транзиторную экспрессию
с ролью NO в устранении избыточной синаптической иннервации, наблюдающей-
ся в развивающейся нервной системе, и тонкой настройкой синаптического аппа-
рата, сопровождающегося активацией одних синапсов и элиминацией малоактив-
ных [23, 24]. Также NO увеличивает возбудимость нейронов за счет модуляции ак-
тивности K+-каналов [24]. Увеличение экспрессии nNOS в старости также
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Рис. 3. Микрофотографии нейронов, содержащих CB (a, d), NPY (b, e), а также колокализация CB и
NPY (c, f) в интрамуральных ганглиях ПС двенадцатиперстной кишки 20-суточных (a–c), и двухлет-
них (d–f) крыс. CB(–)/NPY(+) нейроны (b, c) указаны стрелками, CB(+)/NPY(–) нейроны (d, f) – звез-
дочкой. Флуоресценция Сy3 (красный, NPY), FITC (зеленый, CB). Масштаб – 50 мкм.
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d e f
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Рис. 4. Микрофотографии нейронов, содержащих NPY (a, d), VIP (b, e), а также колокализация NPY и
VIP (c, f) в интрамуральных ганглиях ПС двенадцатиперстной кишки 20-суточных (a–c), и двухлет-
них (d–f) крыс. NPY(+)/VIP(–) нейроны указаны стрелками. Флуоресценция Сy3 (красный, VIP),
FITC (зеленый, NPY). Масштаб – 50 мкм.

a b c

d e f
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Рис. 5. Микрофотографии нейронов, содержащих NPY (a, d), nNOS (b, e), а также колокализация NPY
и nNOS (c, f) в интрамуральных ганглиях ПС двенадцатиперстной кишки 10-суточных (a–c), и двухлет-
них (d–f) крыс. nNOS(+)/NPY(–) нейрон указан стрелкой. Флуоресценция Сy3 (красный, nNOS),
FITC (зеленый, NPY). Масштаб – 50 мкм.

a b c

d e f
отмечается в нейронах ЦНС [25, 26]. Предполагается, что это может, с одной сто-
роны, способствовать апоптозу, с другой – иметь антиапоптотическое значение.

Таким образом, на ранних этапах онтогенеза и в старости энтеральные нейроны
метасимпатической нервной системы, в частности содержащие нейропептид Y, со-
держат более широкий спектр нейротрансмиттеров по сравнению со взрослыми
животными. Впервые показано, что NPY-ергические нейроны подслизистого
сплетения крыс, наряду с холинацетилтрансферазой, вазоинтестинальным пепти-
дом и кальбиндином, у новорожденных и старых крыс также экспрессируют ней-
рональную NO-синтазу.
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Neurochemical Features of the Neuropeptide Y-Ergic Enteric Submucous Neurons
of the Small Intestine in Postnatal Ontogenesis

P. M. Masliukova, *, A. F. Budnikb, P. A. Vishnyakovaa, and A. V. Pavlova

a Yaroslavl State Medical University, Yaroslavl, Russia
b Berbekov Kabardino-Balkarian State University, Nalchik, Russia

*e-mail: mpm@ysmu.ru

Neuropeptide Y (NPY) plays an important role in the nervous system, including the reg-
ulation of vascular tone and gastrointestinal secretion, has a direct inhibitory effect on
intestinal motility and secretion. Colocalization of NPY with the enzyme for the synthe-
sis of acetylcholine – choline acetyltransferase (ChAT), neuronal NO synthase (nNOS),
vasoactive intestinal peptide (VIP) and calcium-binding protein calbindin (CB) was de-
tected in the neurons of the submucous plexus of the small intestine of rats from the mo-
ment of birth until old age using immunohistochemical method of double labeling with
antibodies and f luorescence microscopy. From the moment of birth, all NPY-immuno-
reactive neurons colocalize ChAT. Most of NPY-containing neurons also contain VIP
and CB. In aged rats, the percentage of NPY-immunoreactive neurons containing CB,
VIP, and ChAT decreases. In young rats from newborns to 20-day-old as well as in aged
rats, nNOS is detected in NPY-positive neurons. Thus, at the early stages of ontogenesis
and in the senescence, the enteric metasympathetic NPY-immunoreactive submucous
neurons contain a wider range of neurotransmitters when compared to adult animals.

Keywords: neuropeptide Y, metasympathetic nervous system, immunohistochemistry,
intramural ganglia, ontogenesis
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