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KOLOKALIZÁCIA SP A NADPH-d V HRUDNÍKOVEJ MIECHE KRÁLIKA

RYBÁROVÁ S., KLUCHOVÁ D., SCHMIDTOVÁ K., DORKO F.

COLOCALIZATION OF SP AND NADPH-d IN THE THORACIC SPINAL CORD
OF RABBIT

In this study we have demonstrated the localization of sub-
stance P (SP) and nitric oxide (NO), in the thoracic spinal
cord of rabbit.
SP was concentrated in the dorsal horn of the spinal cord,
mostly in the superficial layers (LI, LII), around the central
canal (LX), and in the region of intermedio-lateral nucleus
(IML nc.). NADPH-d (nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate diaphorase) is an enzyme, which proves the pre-
sence of NO. The highest concentration of NADPH-d positive
structures were found in the same regions as the SP-positivi-
ty. SP is suggested to play a role in the nociceptive transmis-
sion. Localization of NADPH-d revealed also the fact that
NO may be involved in nociceptive transmission in the spinal
cord.
Close association of sympathetic preganglionic neurons and
fibers with SP and NADPH-d positive structures suggest
a role of these neurotransmitters in the modulation of sym-
pathetic activity. (Fig. 11, Ref. 18.)
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V tejto práci sme sa zamerali na výskyt peptidového neuro-
transmitera SP a novoobjaveného plynného transmitera NO
(oxid dusíka) v hrudníkovej èasti miechy králika.
SP je koncentrovaná v mieche predov�etkým v dorzálnych
rohoch, v povrchových laminách (LI a LII), okolo centrálne-
ho kanála (LX) a v oblasti nc. intermediolateralis (IML jad-
ro). V týchto istých oblastiach sme zistili aj najväè�iu kon-
centráciu NADPH-d (nikotínamidadeníndinukleotidfosfát�
diaforáza). Je to enzým, ktorý je dôkazom prítomnosti NO.
O SP je známe, �e má úlohu pri prenose nocicepèných infor-
mácií. Podobná lokalizácia týchto dvoch neurotransmiterov
predpokladá, �e NO sa zrejme bude zúèastòova� na regulácii
synaptického prenosu v nervových zakonèeniach obsahujú-
cich SP.
Úzka súvislos� sympatikových pregangliových neurónov
a vlákien so SP a NADPH-d naznaèuje, �e tieto neurotrans-
mitery majú významnú úlohu aj pri ovplyvnení sympatiko-
vej aktivity. (Obr. 11, lit. 18.)
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Substancia P (SP) je známa u� vy�e 50 rokov ako neurotrans-
miter a neuromodulátor v centrálnom a periférnom nervovom
systéme. Tento peptid, ktorý bol pôvodne izolovaný z èreva, sa
skladá z 11 aminokyselín a patrí do skupiny tachykinínov. Do tej-
to skupiny patria aj neurokinín A � NKA a neurokinín B � NK B
(Nawa a spol., 1983).

SP je syntetizovaná v spinálnych gangliách, odkia¾ sa axonál-
nym tokom transportuje do dorzálnych rohov miechy a ïalej do
nervových zakonèení periférneho nervového systému, kde je aj
uskladnená. V mieche je lokalizovaná predov�etkým v jej dorzál-
nych rohoch, preto sa predpokladá, �e tu má úlohu poèas nocicep-
ènej transmisie (Schneider a spol., 1988; Sluka a spol., 1992).

Plyn NO (oxid dusíka) je novoobjavený typ nepeptidové-
ho neurotransmitera, ktorý pôsobí priamo na nervových za-

konèeniach, kde reguluje synaptický prenos (Sanders a spol.,
1992). Pre syntézu NO je nevyhnutná prítomnos� enzýmu NOS
� syntáza oxidu dusíka. Na dôkaz lokalizácie NOS sa okrem
imunohistochemických metód pou�íva aj jednoduchá NAD-
PH-d histochemická metóda. NADPH-d (redukovaný nikotí-
namidadeníndinukleotidfosfát�diaforáza) je enzým, ktorý
dokazuje prítomnos� NOS. Imunohistochemické �túdie doká-
zali, �e NO syntáza je lokalizovaná podobne ako SP v po-
vrchových laminách dorzálnych rohov miechy, s èím súvisí
mo�nos� regulácie uvo¾òovania transmiterov na úrovni mie-
chy práve prostredníctvom NOS (Dun a spol., 1992; Valtscha-
noff a spol., 1992).

Výsledky nedávnych elektrofyziologických výskumov pred-
pokladajú, �e NO je zahrnutý do prenosu nocicepènej transmisie
v mieche. Zhodná lokalizácia nocicepcie a uvedených neurotrans-
miterov (SP a NO) v mieche naznaèuje ich vzájomnú funkènú
súvislos� (Aanonsen a spol., 1987; Haley a spol., 1990, 1992;
Meller a spol., 1992 a, b). Otázka, nako¾ko sa SP a NO ovplyvòu-
jú, dnes e�te zostáva nezodpovedaná.
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Materiál a metodika

Na pokusy sme pou�ili 5 krá-
likov èinèilla oboch pohlaví
s hmotnos�ou 2500�3000 g. Ex-
perimentálnym zvieratám sme
v tiopentalovej narkóze otvorili
kostotómom hrudníkovú dutinu
a cez ¾avú srdcovú komoru per-
fundovali cievny systém fyzio-
logickým roztokom s objemom
1,5 l. Následnou reperfúziou sme
fixovali nervové tkanivo 4 % pa-
raformaldehydom s 0,1 % gluta-
raldehydom v 0,1 M fosfátovom
tlmivom roztoku pri pH 7,4.

SP-imunohistochémia
Po glutaraldehydovej reper-

fúzii nasledovala perfúzia stude-
ným (4 %) Zamboniho fixatívom
s 0,1 M fosfátovým tlmivým roz-
tokom (pH 7,4).

Jednotlivé segmenty miechy
sme po odobratí ulo�ili do Zam-
boniho fixatívu a postfixovali
24 h pri izbovej teplote. Tkani-
vo sme umiestnili do roztoku 20 %
sacharózy na 24 h a narezali na
zmrazovacom mikrotóme rezy
s hrúbkou 35�40 µm. Tkanivo-
vé rezy sme prepláchli v PBS tl-
mivom roztku 3-krát po 5 min.
Na rezy sme navrstvili 4 % kozie
sérum, ktoré sme nechali pôso-
bi� 1 h a bez opláchnutia sme na-
niesli na rezy nariedenú primár-
nu protilátku (potkania anti�
SP) cez noc, pri izbovej teplote.
Nasledoval preplach v PBS 3-
krát po 5 min a inkubácia rezov
so sekundárnou protilátkou (ko-
zia antipotkania), ktorá bola
oznaèená fluorescenèným farbi-
vom (FITC) na 90 min pri izbo-
vej teplote. Rezy sme prepláchli
v PBS tlmivom roztoku a mon-
tovali do entellanu. Keï�e sme
pou�ili fluorescenènú metodiku,
vyhotovené preparáty sme pozo-
rovali pod fluorescenèným mik-
roskopom.

NADPH-d histochémia
Odobraté tkanivo sme umiestnili do perfúzneho fixatíva na

3�4 h. Nasledovala inkubácia tkaniva v 30 % sacharóze v tom
istom tlmivom roztoku cez noc, s následným narezaním tkanivo-
vých rezov s hrúbkou 45 µm na zmrazovacom mikrotóme. Rezy

sme inkubovali 1 h pri 37 oC v roztoku 1,5 mM nitroblue tetrazó-
lia, 1,0 mM B-nikotínamidadeníndinukleotidfosfátu, 10,0 mM mo-
nosódiummalátu, 0,5 % Tritonu X-100 rozpusteného v 0,1 M fos-
fátovom tlmivom roztoku, pH 8,0. Tkanivové rezy sme prepierali

Obr. 1. SP-pozitívne nervové �truktúry lokalizované v povrchových vrstvách dorzálneho rohu (lamina I,
II). Na obrázku je zachytené typické prú�kovanie SP-pozitivity na mediálnom okraji dorzálneho rohu.
Fig. 1. SP-positive fibres restricted within the superficial layers of the dorsal horn (lamina I, II). Note the
stripped arrangemnet of SP-positivity in the medial part of the dorsal horn.

Obr. 2. Prieèny rez na úrovni Th4. Silná SP-pozitivita v oblasti tractus Lissaueri.
Fig. 2. Transverse section at the level of Th4. Strong SP positivity in the region of the Lissauer tract.
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v 0,1 M fosfátovom tlmivom roztoku (pH 7,4), montovali na sklíèka
a nechali vysu�i� na vzduchu cez noc. Po pokrytí rezov entella-
nom sme preparáty pozorovali pod svetelným mikroskopom.

Výsledky

Substancia P
Výskyt SP na úrovni hrudníkovej miechy sa koncentruje v si-

vej hmote dorzálnych rohov, predov�etkým v oblasti lamina I a II
a v oblasti substancia gelatinosa Rolandi, kde sme pozorovali
husté SP-pozitívne plexy. Táto oblas� je známa tým, �e dostáva
informácie cestou primárnych aferentných neurónov, ktoré vstu-
pujú do dorzálnych rohov. V dôsledku toho sa v dorzálnych ro-
hoch objavovalo typické prú�kovanie, v ktorom sa striedali pru-
hy svetielkujúce, a teda SP-pozitívne, s pruhmi tmavými (v�et-
ky ostatné do dorzálnych rohov vstupujúce aferenty �peciálne
neofarbené, preto nereagujúce) (obr. 1). Výrazné SP-pozitívne
nervové vlákna sa na�li v dorzomediálnej èasti laterálneho fas-
cikula a v tractus Lissaueri (obr. 2). SP-nervové �truktúry sa na�li
aj pozdå� mediálneho okraja dorzálneho rohu. V rozsahu hlb-
�ích lamín (lamina V, VI) sme na�li ojedinelé longitudinálne pre-
biehajúce SP-nervové vlákna (obr. 3).

Bohatá sple� uvedených �truktúr sa identifikovala v okolí cen-
trálneho kanála, t.j. v oblasti lamina X. Nervové vlákna prebiehali
v rozsahu dorzálnej sivej komisúry a lemovali jej kraniálny okraj
(obr. 4).

SP-vlákna boli ïalej koncen-
trované v oblasti obsahujúcej
sympatikové pregangliové neuró-
ny a vlákna, ktoré v hrudníkovej
èasti miechy formujú nc. inter-
mediolateralis (IML) (obr. 5).

V�eobecne mô�eme poveda�,
�e najväè�ia akumulácia SP po-
zitívnych vlákien sa na�la na
úrovni Th3�Th5 jadra.

Okrem SP-pozitívnych ner-
vových vlákien sme detegovali aj
SP pozitívne bunkové telá, ktoré
boli situované v blízkosti centrál-
neho kanála a v oblasti nc. IML
(obr. 6). Úzky vz�ah sympatiko-
vých pregangliových neurónov
s vláknami SP prezrádza a na-
znaèuje úlohu SP pri ovplyvòo-
vaní sympatikovej aktivity.

NADPH-d
Distribúcia NADPH-d pozitív-

nych �truktúr sa pozorovala rovna-
ko ako pri SP v povrchových la-

minách dorzálneho rohu (lamina I, II), v okolí centrálneho kanála
(lamina X) a v oblasti IML jadra. Na rozdiel od SP sme pozorovali

Obr. 3. Poh¾ad na hlb�ie èasti dorzálneho rohu (LV, LVI). SP reagujúce
�truktúry prebiehajú longitudinálne, èiastoène roztrúsene.
Fig. 3. View of the deep part of the dorsal horn (LV, LVI). SP-positivity
is present in form of longitudinally running fibers and scattered par-
ticles.

Obr. 4. SP-nervové vlákna v okolí centrálneho kanála (LX).
Prítomnos� týchto vlákien je najvýraznej�ia v dorzálnej komisúre.
Fig. 4. SP-nerve fibers around the central canal (LX).
Their presence is prominent in the dorsal gray commissure.
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v týchto lokalitách výrazné bun-
kové �truktúry � NADPH-d po-
zitívne neuróny (obr. 7, 8, 9). Pri
sledovaní povrchových lamín sme
identifikovali tvarom malé, ovál-
ne, alebo vretenovité neuróny
s výbe�kami. Tieto výbe�ky boli
na prieènych rezoch krátke, na lon-
gitudinálnych dlh�ie (obr. 10). Vý-
be�ky NADPH-d pozitívnych ne-
urónov v oblasti centrálneho ka-
nála smerovali laterálne k 
NADPH-d pozitívnym bunkám
v oblasti IML jadra. Na úrovni
IML jadra (LVII) sme na�li ve¾ké
mno�stvo NADPH-d pozitívnych
�truktúr v rozsahu Th1�Th9.
Longitudinálne rezy odhalili zo-
skupenie pozitívnych buniek, kto-
ré vytvárali pravidelne sa opaku-
júce zhluky neurónov na rozhraní
bielej a sivej hmoty. Preganglio-
vé výbe�ky neurónov spájali zhlu-
ky týchto buniek predov�etkým
v rostrokaudálnom smere, nie-
ktoré boli orientované mediolate-
rálne (obr. 11). Na�imi pozorova-
niami sme zistili, �e najvy��ia kon-
centrácia NADPH-d pozitívnych
�truktúr v oblasti IML jadra sa
sústreïuje na úrovni Th2�Th7.

V dolných segmentoch
hrudníkovej miechy sa postup-
ne strácala pravidelnos� výskytu
NADPH-d pozitívnych neuró-
nov IML jadra pozorovaná
v horných hrudníkových seg-
mentoch. Výbe�ky týchto neu-
rónov jasne naznaèovali mediál-
ne smerovanie k výbe�kom ne-
urónov centrálneho kanála.

Diskusia

V súèasnosti sú známe príkla-
dy peptidovej a nepeptidovej ko-
existencie, prípadne spoloèného
uvo¾nenia týchto odli�ných neuro-
transmiterov. Vhodným príkladom
mô�e by� napríklad koexistencia
peptidu VIP a nepeptidu ACh, ale-
bo NPY (neuropeptid Y) a NE (no-
repinefrín). V�eobecne mô�eme
poveda�, �e na uvo¾nenie neuropeptidovej substancie je potrebný stimu-
lus vy��ej intenzity, kým stimulus ni��ej intenzity vyvolá uvo¾nenie ne-
peptidového neurotransmitera.

NO úèinkuje priamo na nervových zakonèeniach, kde regulu-
je synaptický prenos na úrovni miechy, èím prispieva k hyperal-

gézii, ktorá bola navodená NMDA (N-methyl-D-aspartate) (Kitto
a spol., 1992; Li a spol., 1994). Na druhej strane SP pôsobí ako
nocicepèný transmiter v dorzálnom rohu miechy (Kuraishi a spol.,
1985; Skilling a spol., 1988). Tieto poznatky predpokladajú mo�-
nos�, �e NO mô�e podporova� uvo¾òovanie nocicepèných transmi-

Obr. 5 a 6. Neuróny a nervové vlákna hrudníkového sympatikového jadra (nc. intermediolateralis) preu-
kazujú SP-pozitivitu.
Fig. 5 a 6. Neurons and nerve fibers of the thoracic sympathetic nucleus (nc. intermediolateralis) are sho-
wing SP-positivity.

Obr. 7. Výrazná NADPH-d pozitivita v povrchových laminách I a II dorzálneho rohu miechy � prieèny rez.
Fig. 7. Strong NADPH-d positivity in the superficial laminae I and II of the dorsal horn � transverse
section.
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terov, èo vedie k zvý�eniu hyperalgézie. Predpokladá sa, �e NO
mô�e pôsobi� priamo na nervové terminály a regulova� uvo¾òova-
nie transmiterov.

�túdie Mary G. Garry a spol. (1994), pri ktorých pou�itím
sodiumnitroprussidu (SNP) navodili uvo¾nenie SP z dorzálnych

rohov miechy, poukázali na mo�-
nos� uvo¾nenia SP mechanizmom
NO-závislým a NO-nezávislým.
Výsledkom perfúzie rezov miechy
nitroprusidom sodným bolo zvý�e-
nie uvo¾nenia SP. Úèinok SNP na
uvo¾nenie SP mô�e by� ovplyvne-
ný NO-nezávislým mechanizmom.
V experimentoch Kamisakiho
a spol. (1991 a, b) bola bazálna
hladina uvo¾nenia ka�dého trans-
mitera nezávislá od prítomnosti
kalcia. Superfúzia SNP odhalila
zní�enie depolarizácie navodenej
ve¾kým prísunom SP zo synapto-
zómov, ale neredukovala depolari-
záciu navodenú prísunom amino-
kyselín (AMK). Preto mô�eme
predpoklada�, �e SP a AMK mô�u
by� uvo¾nené z rôznych nervových
zakonèení, alebo rôznymi mecha-
nizmami. Úèinok SNP na uvo¾ne-
nie SP mô�e by� ovplyvnený aj
NO-závislým mechanizmom,
a preto existuje v mieche regulá-
cia uvo¾nenia SP cestou NO/cyk-
lický GMP. Existenciu tohto me-
chanizmu podporujú poznatky, �e
NO-syntáza je lokalizovaná v ob-
lastiach dorzálneho rohu miechy,
kde stimuláciou NMDA-recepto-
rov syntetizuje NO (Dun a spol.,
1992). Regulácia SP, ktorá bola
uvo¾nená prostredníctvom SNP,
mô�e by� ovplyvnená cestou zvý-
�enia hladiny cGMP v nervových
zakonèeniach, ktoré obsahujú SP.
Výsledky pozorovaní Kamisakiho
a spol. (1991 a, b) naznaèujú, �e
NO priamo redukuje uvo¾nenie SP,
ale nie AMK, z nervových zakon-
èení v mieche. Toto tvrdenie je
v�ak v rozpore s predchádzajúci-
mi pozorovaniami, ktoré tvrdia, �e
NO mô�e ma� za urèitých podmie-
nok úlohu pri zvý�ení hyperalgé-
zie (Haley a spol., 1990, 1992;
Kitto a spol., 1992; Meller a spol.,
1992 a, b) s nasledujúcimi mo�-
nos�ami:

1. NO, ktorý èiastoène regulu-
je uvo¾nenie SP nemusí ovplyvòo-
va� prenos informácií o po�kodení;

2. hyperalgézia nemusí by� spojená so zvý�ením uvo¾nenia SP,
ale mô�e by� výsledkom hyperexcitability neurónov dorzálneho
rohu, ktoré dostávajú informácie o po�kodení.

Záverom mo�no poveda�, �e v mieche existuje interakcia me-
dzi neurónmi, ktoré obsahujú SP a NO. Aktiváciou guanylátcyk-

Obr. 8. Longitudinálny rez v oblasti centrálneho kanála. Vidíme jasne sa farbiace NADPH-d neuró-
ny s výbe�kami.
Fig. 8. Longitudinal section in the region of the central canal. Clearly stained NADPH-d cell bodies
with processes.

Obr. 9. Detail nc. IML � transverzálny rez na úrovni Th3. Hustá akumulácia NADPH-d reakèného
produktu v tejto oblasti.
Fig. 9. Detail of IML nucleus � transverse section through the Th3 level. Dense accumulation of the
reaction product in this region.
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lázy a zvý�ením hladiny cGMP v nervových zakonèeniach mô�e
NO priamo pôsobi� na nervové zakonèenia obsahujúce SP.
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PREDSTAVUJEME NOVÉ KNIHY

Hampton J.R.: Ekg pro praxi. Preklad z anglického originálu
Hampton J.R.: ECG in practise. II. vydanie (1992). Grada Publ.,
1997, A6, bohato ilustrované, 320 strán.

Pred èasom sme na stránkach ná�ho èasopisu predstavili èi-
tate¾om ve¾mi ilustratívnu kni�ku Ekg struènì, jasnì a pøehled-
nì, ktorá vzbudila znaèný záujem lekárskej verejnosti. Dnes
máme mo�nos� vïaka vydavate¾stvu Grada pokraèova� v tejto
edícii v práve predstavovanej kni�ke. Ekg pre prax nadväzuje na
predchádzajúcu kni�ku a poèíta s poznatkami obsiahnutými
v nej. Na rozdiel od opísaných základov elektrokardiografie v pr-
vej kni�ke ide táto kni�ka ïalej � zahàòa aj variabilitu zázna-
mov, ktoré vidíme nielen u zdravých osôb, ale aj u pacientov.
Zásadným podtónom kni�ky je snaha autora vies� interpreta ekg
tak, aby sa ekg hodnotilo v�dy vzh¾adom na konkrétneho pa-
cienta a jeho momentálny stav. Hodnotenie ekg má v�dy nadvä-
zova� na anamnézu a fyzikálne vy�etrenie, má by� integrálnou
súèas�ou diagnosticko-terapeutického procesu. Autor zdôrazòu-
je doplnkový charakter ekg vy�etrenia tak, �e v úvode ka�dej

kapitoly je nastolený struène algoritmus prístupu k pacientovi
z h¾adiska lieèby jeho ochorenia a úvaha, ako ekg mô�e prispie�
k urèeniu správnej diagnózy, alebo ako mo�no ekg vyu�i� najú-
èelnej�ím spôsobom v tomto smere. V celej kni�ke sa vychádza
z interpretácie 12-zvodového ekg, prièom sú záznamy robené tak,
aby èitate¾ videl charakteristické zmeny pri rôznych patologic-
kých stavoch. Kni�ku mo�no pou�i� aj ako bezprostrednú po-
môcku pri posteli pacienta (aj bez poznania elektrofyziologic-
kých podkladov zmien) � dokonca aj bez preèítania celej kni�-
ky. Je to mo�né vïaka usporiadaniu obrázkov (v úvode knihy je
ich zoznam) a k¾úèovým slovám, ktoré èitate¾a navedú v�dy na
príklad najèastej�ích patologických zmien.

Kni�ka je urèená skutoène do praxe, pre v�eobecného lekára,
pediatra, pre lekárov prvého kontaktu, ale aj pre medikov. Veríme,
�e pou�ívanie tejto kni�ky prispeje k porozumeniu elektrokardio-
grafie a navedie èitate¾a k ïal�ej odbornej literatúre, cez ktorú
prenikne do tajov klinickej elektrokardiografie.

M. Bernadiè


