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KOLOKALIZACIA SP A NADPH-d V HRUDNIKOVEJ MIECHE KRALIKA

RYBAROVA S., KLUCHOVA D., SCHMIDTOVA 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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Substancia P (SP) je znama uz vyse 50 rokov ako neurotrans-
miter a neuromoduldtor v centrdlnom a periférnom nervovom
systéme. Tento peptid, ktory bol pévodne izolovany z Creva, sa
sklad4a z 11 aminokyselin a patri do skupiny tachykininov. Do tej-
to skupiny patria aj neurokinin A — NKA a neurokinin B— NK B
(Nawa a spol., 1983).

SP je syntetizovana v spinalnych gangliach, odkial sa axonal-
nym tokom transportuje do dorzalnych rohov miechy a dalej do
nervovych zakoncéeni periférneho nervového systému, kde je aj
uskladnend. V mieche je lokalizovana predovsetkym v jej dorzal-
nych rohoch, preto sa predpoklada, Ze tu ma ulohu poc¢as nocicep-
¢nej transmisie (Schneider a spol., 1988; Sluka a spol., 1992).

Plyn NO (oxid dusika) je novoobjaveny typ nepeptidové-
ho neurotransmitera, ktory posobi priamo na nervovych za-
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V tejto praci sme sa zamerali na vyskyt peptidového neuro-
transmitera SP a novoobjaveného plynného transmitera NO
(oxid dusika) v hrudnikovej ¢asti miechy kralika.

SP je koncentrovana v mieche predovSetkym v dorzalnych
rohoch, v povrchovych laminach (LI a LII), okolo centralne-
ho kanala (LX) a v oblasti nc. intermediolateralis (IML jad-
ro). V tychto istych oblastiach sme zistili aj najviac¢siu kon-
centraciu NADPH-d (nikotinamidadenindinukleotidfosfat—
diaforaza). Je to enzym, ktory je dokazom pritomnosti NO.
O SP je zname, Ze ma ulohu pri prenose nocicepénych infor-
macii. Podobna lokalizacia tychto dvoch neurotransmiterov
predpoklada, Ze NO sa zrejme bude ziéastiiovat na regulacii
synaptického prenosu v nervovych zakonceniach obsahuji-
cich SP.

Uzka stvislost sympatikovych pregangliovych neurénov
a vlakien so SP a NADPH-d naznacuje, Ze tieto neurotrans-
mitery maju vyznamnu tlohu aj pri ovplyvneni sympatiko-
vej aktivity. (Obr. 11, lit. 18.)
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konceniach, kde reguluje synapticky prenos (Sanders a spol.,
1992). Pre syntézu NO je nevyhnutna pritomnost enzymu NOS
— syntaza oxidu dusika. Na dokaz lokalizacie NOS sa okrem
imunohistochemickych metdd pouziva aj jednoducha NAD-
PH-d histochemicka metoda. NADPH-d (redukovany nikoti-
namidadenindinukleotidfosfat—diaforaza) je enzym, ktory
dokazuje pritomnost NOS. Imunohistochemické $tudie doka-
zali, ze NO syntaza je lokalizovana podobne ako SP v po-
vrchovych laminach dorzalnych rohov miechy, s ¢im stuvisi
moznost regulacie uvoliovania transmiterov na urovni mie-
chy prave prostrednictvom NOS (Dun a spol., 1992; Valtscha-
noff a spol., 1992).

Vysledky nedavnych elektrofyziologickych vyskumov pred-
pokladaju, ze NO je zahrnuty do prenosu nocicep¢nej transmisie
v mieche. Zhodna lokalizacia nocicepcie a uvedenych neurotrans-
miterov (SP a NO) v mieche naznacuje ich vzdjomnu funkénu
suvislost (Aanonsen a spol., 1987; Haley a spol., 1990, 1992;
Meller a spol., 1992 a, b). Otazka, nakolko sa SP a NO ovplyviiu-
ju, dnes este zostava nezodpovedana.
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Material a metodika

Na pokusy sme pouzili 5 kra-
likov ¢incilla oboch pohlavi
s hmotnostou 2500—3000 g. Ex-
perimentalnym zvieratdm sme
v tiopentalovej narkdze otvorili
kostotdomom hrudnikova dutinu
a cez lavu srdcovi komoru per-
fundovali cievny systém fyzio-
logickym roztokom s objemom
1,5 1. Naslednou reperfuziou sme
fixovali nervové tkanivo 4 % pa-
raformaldehydom s 0,1 % gluta-
raldehydom v 0,1 M fosfatovom
tlmivom roztoku pri pH 7,4.

SP-imunohistochémia

Po glutaraldehydovej reper-
flzii nasledovala perfizia stude-
nym (4 %) Zamboniho fixativom
s 0,1 M fosfatovym tlmivym roz-
tokom (pH 7,4).

Jednotlivé segmenty miechy
sme po odobrati ulozili do Zam-
boniho fixativu a postfixovali
24 h pri izbovej teplote. Tkani-
vo sme umiestnili do roztoku 20 %
sachardzy na 24 h a narezali na
zmrazovacom mikrotome rezy
s hrabkou 35—40 pm. Tkanivo-
vé rezy sme preplachli v PBS tl-
mivom roztku 3-krat po 5 min.
Na rezy sme navrstvili 4 % kozie
sérum, ktoré sme nechali pdso-
bit 1 ha bez oplachnutia sme na-
niesli na rezy nariedent primar-
nu protilatku (potkania anti—
SP) cez noc, pri izbovej teplote.
Nasledoval preplach v PBS 3-
krat po 5 min a inkubacia rezov
so sekundarnou protilatkou (ko-
zia antipotkania), ktora bola
oznacena fluorescenénym farbi-
vom (FITC) na 90 min pri izbo-
vej teplote. Rezy sme preplachli
v PBS tlmivom roztoku a mon-
tovali do entellanu. Kedze sme
pouzili fluorescenéntt metodiku,
vyhotovené preparaty sme pozo-
rovali pod fluorescenénym mik-
roskopom.

NADPH-d histochémia

Obr. 1. SP-pozitivne nervové Struktiry lokalizované v povrchovych vrstvach dorzalneho rohu (lamina I,
II). Na obrazku je zachytené typické priazkovanie SP-pozitivity na medialnom okraji dorzalneho rohu.
Fig. 1. SP-positive fibres restricted within the superficial layers of the dorsal horn (lamina I, IT). Note the
stripped arrangemnet of SP-positivity in the medial part of the dorsal horn.

Obr. 2. Prie¢ny rez na urovni Th4. Silna 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.

Odobraté tkanivo sme umiestnili do perfuzneho fixativa na  sme inkubovali 1 h pri 37 °C v roztoku 1,5 mM nitroblue tetrazo-
3—4 h. Nasledovala inkubacia tkaniva v 30 % sachardze v tom lia, 1,0 mM B-nikotinamidadenindinukleotidfosfatu, 10,0 mM mo-
istom tlmivom roztoku cez noc, s naslednym narezanim tkanivo-  nosdédiummalatu, 0,5 % Tritonu X-100 rozpusteného v 0,1 M fos-
vych rezov s hriibkou 45 pm na zmrazovacom mikrotome. Rezy  fatovom tlmivom roztoku, pH 8,0. Tkanivové rezy sme prepierali
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Obr. 3. Pohlad na hlbsie ¢asti dorzalneho rohu (LV, LVI). SP reagujuce
Struktury prebiehaji longitudinalne, ¢iasto¢ne roztrisene.

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.

v 0,1 M fosfatovom tlmivom roztoku (pH 7,4), montovali na sklicka
a nechali vysusit na vzduchu cez noc. Po pokryti rezov entella-
nom sme preparaty pozorovali pod svetelnym mikroskopom.

Vysledky

Substancia P

Vyskyt SP na urovni hrudnikovej miechy sa koncentruje v si-
vej hmote dorzalnych rohov, predovsetkym v oblasti laminal a II
a v oblasti substancia gelatinosa Rolandi, kde sme pozorovali
husté SP-pozitivne plexy. Tato oblast je znama tym, ze dostava
informacie cestou primarnych aferentnych neurdénov, ktoré vstu-
puju do dorzalnych rohov. V désledku toho sa v dorzalnych ro-
hoch objavovalo typické prizkovanie, v ktorom sa striedali pru-
hy svetielkujuce, a teda SP-pozitivne, s pruhmi tmavymi (vSet-
ky ostatné do dorzalnych rohov vstupujice aferenty $pecialne
neofarbené, preto nereagujuce) (obr. 1). Vyrazné SP-pozitivne
nervové vlakna sa nasli v dorzomedidlnej Casti lateralneho fas-
cikulaa v tractus Lissaueri (obr. 2). SP-nervové struktiry sa nasli
aj pozdiz medialneho okraja dorzalneho rohu. V rozsahu hlb-
$ich lamin (lamina V, VI) sme nasli ojedinelé longitudinalne pre-
biehajuce SP-nervové vldkna (obr. 3).

Bohata splet uvedenych Struktur sa identifikovala v okoli cen-
tralneho kandla, t.j. v oblasti lamina X. Nervové vlakna prebiehali
v rozsahu dorzalnej sivej komistry a lemovali jej kranialny okraj

SP-vlakna boli dalej koncen-
trované v oblasti obsahujucej
sympatikové pregangliové neurd-
ny a vlakna, ktoré v hrudnikove;j
Casti miechy formuju nc. inter-
mediolateralis (IML) (obr. 5).

Vseobecne mézeme povedat,
Ze najvacsia akumulacia SP po-
zitivnych vlakien sa nasla na
urovni Th3—ThS5 jadra.

Okrem SP-pozitivnych ner-
vovych vlakien sme detegovali aj
SP pozitivne bunkové tela, ktoré
boli situované v blizkosti central-
neho kandla a v oblasti nc. IML
(obr. 6). Uzky vztah sympatiko-
vych pregangliovych neurénov
s vlaknami SP prezradza a na-
znacuje tlohu SP pri ovplyviio-
vani sympatikovej aktivity.

NADPH-d

Distribicia NADPH-d pozitiv-
nych Struktur sa pozorovala rovna-
Obr. 4. SP-nervové vlakna v okoli centralneho kanala (LX). ko ako pri SP v povrchovych la-
Pritomnost tychto vlakien je najvyraznejsia v dorzalnej komistre. minach dorzalneho rohu (lamina I, 1), v okoli centralneho kandla

Fig. 4. SP-nerve fibers around the central canal (LX). R . R . K
Their presence is prominent in the dorsal gray commissure. (lamina X) a v oblasti IML jadra. Na rozdiel od SP sme pozorovali
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v tychto lokalitach vyrazné bun-
kové struktiry — NADPH-d po-
zitivne neurdny (obr. 7, 8, 9). Pri
sledovani povrchovych lamin sme
identifikovali tvarom malé, oval-
ne, alebo vretenovité neurdny
s vybezkami. Tieto vybezky boli
na priecnych rezoch kratke, na lon-
gitudinalnych dlhsie (obr. 10). Vy-
bezky NADPH-d pozitivnych ne-
urénov v oblasti centralneho ka-
nala smerovali laterdlne k
NADPH-d pozitivnym bunkam
v oblasti IML jadra. Na urovni
IML jadra (LVII) sme nasli velké
mnozstvo NADPH-d pozitivinych
Struktir v rozsahu Th1—Th9.
Longitudinalne rezy odhalili zo-
skupenie pozitivnych buniek, kto-
ré vytvarali pravidelne sa opaku-
juce zhluky neurénov na rozhrani
bielej a sivej hmoty. Preganglio-
vé vybezky neurdnov spajali zhlu-
ky tychto buniek predovsetkym
v rostrokaudalnom smere, nie-
ktoré boli orientované mediolate-
ralne (obr. 11). Nasimi pozorova-
niami sme zistili, Ze najvyssia kon-
centracia NADPH-d pozitivnych
Struktur v oblasti IML jadra sa
sustreduje na tirovni Th2—Th7.
V dolnych segmentoch
hrudnikovej miechy sa postup-
ne stracala pravidelnost vyskytu
NADPH-d pozitivnych neurd-
nov IML jadra pozorovana
v hornych hrudnikovych seg-
mentoch. Vybezky tychto neu-
ronov jasne naznacovali medial-
ne smerovanie k vybezkom ne-
urénov centralneho kanéla.

Diskusia

V sucasnosti st zname prikla-
dy peptidovej a nepeptidovej ko-
existencie, pripadne spolo¢ného
uvolnenia tychto odlisnych neuro-
transmiterov. Vhodnym prikladom
moze byt napriklad koexistencia
peptidu VIP a nepeptidu ACh, ale-
bo NPY (neuropeptidY) a NE (no-
repinefrin). VSeobecne mdzeme

Obr. 5 a 6. Neurony a nervové vlakna hrudnikového sympatikového jadra (nc. intermediolateralis) preu-
kazuju SP-pozitivitu.

Fig. 5 a 6. Neurons and nerve fibers of the thoracic sympathetic nucleus (nc. intermediolateralis) are sho-
wing SP-positivity.

Obr. 7.Vyrazna NADPH-d pozitivita v povrchovych laminach I a II dorzalneho rohu miechy — priecny rez.
Fig. 7. Strong NADPH-d positivity in the superficial laminae I and II of the dorsal horn — transverse
section.

povedat, Zze na uvolnenie neuropeptidovej substancie je potrebny stimu-  gézii, ktora bola navodena NMDA (N-methyl-D-aspartate) (Kitto
lus vysSej intenzity, kym stimulus nizSej intenzity vyvola uvolneniene-  a spol., 1992; Li a spol., 1994). Na druhej strane SP pdsobi ako

peptidového neurotransmitera.

nocicepény transmiter v dorzalnom rohu miechy (Kuraishi a spol.,

NO ucinkuje priamo na nervovych zakonceniach, kde regulu-  1985; Skilling a spol., 1988). Tieto poznatky predpokladajii moz-
je synapticky prenos na urovni miechy, ¢im prispieva k hyperal-  nost, Ze NO méZe podporovat uvoliiovanie nocicepénych transmi-
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Obr. 8. Longitudinalny rez v oblasti centralneho kanala. Vidime jasne sa farbiace NADPH-d neuré-

ny s vybezkami.

Fig. 8. Longitudinal section in the region of the central canal. Clearly stained NADPH-d cell bodies

with processes.

Obr. 9. Detail nc. IML — transverzalny rez na urovni Th3. Husta akumulacia NADPH-d reakéného
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.

terov, ¢o vedie k zvySeniu hyperalgézie. Predpoklada sa, ze NO
moze pdsobif priamo na nervové terminaly a regulovat uvoliova-
nie transmiterov.

Studie Mary G. Garry a spol. (1994), pri ktorych pouzitim
sodiumnitroprussidu (SNP) navodili uvolnenie SP z dorzalnych

rohov miechy, poukazali na moz-
nost uvolnenia SP mechanizmom
NO-zavislym a NO-nezavislym.
Vysledkom perfuzie rezov miechy
nitroprusidom sodnym bolo zvyse-
nie uvolnenia SP. Uginok SNP na
uvolnenie SP moéze byt ovplyvne-
ny NO-nezavislym mechanizmom.
V experimentoch Kamisakiho
a spol. (1991 a, b) bola bazalna
hladina uvolnenia kazdého trans-
mitera nezavisld od pritomnosti
kalcia. Superfizia SNP odhalila
zniZenie depolarizacie navodenej
velkym prisunom SP zo synapto-
zoémov, ale neredukovala depolari-
zéaciu navodenu prisunom amino-
kyselin (AMK). Preto m6zeme
predpokladat, ze SPa AMK mézu
byt uvolnené z réznych nervovych
zakonéeni, alebo réznymi mecha-
nizmami. U&nok SNP na uvolne-
nie SP mo6ze byt ovplyvneny aj
NO-zavislym mechanizmom,
a preto existuje v mieche regula-
cia uvolnenia SP cestou NO/cyk-
licky GMP. Existenciu tohto me-
chanizmu podporuju poznatky, ze
NO-syntdza je lokalizovand v ob-
lastiach dorzalneho rohu miechy,
kde stimulaciou NMDA-recepto-
rov syntetizuje NO (Dun a spol.,
1992). Regulacia SP, ktora bola
uvolnend prostrednictvom SNP,
moze byt ovplyvnena cestou zvy-
$enia hladiny cGMP v nervovych
zakonéeniach, ktoré obsahuju SP.
Vysledky pozorovani Kamisakiho
a spol. (1991 a, b) naznacuju, ze
NO priamo redukuje uvolnenie SP,
ale nie AMK, z nervovych zakon-
¢eni v mieche. Toto tvrdenie je
vSak v rozpore s predchadzajici-
mi pozorovaniami, ktoré tvrdia, ze
NO méze mat za uréitych podmie-
nok ulohu pri zvySeni hyperalgé-
zie (Haley a spol., 1990, 1992;
Kitto a spol., 1992; Meller a spol.,
1992 a, b) s nasledujiicimi moz-
nostami:

1. NO, ktory ¢iastocne regulu-
je uvolnenie SP nemusi ovplyviio-
vat prenos informécii o poskodeni;

2. hyperalgézia nemusi byt spojend so zvySenim uvolnenia SP,
ale mo6ze byt vysledkom hyperexcitability neurénov dorzalneho
rohu, ktoré dostavaju informacie o poskodeni.

Zaverom mozno povedat, Ze v mieche existuje interakcia me-
dzi neurdnmi, ktoré obsahuju SP a NO. Aktivaciou guanylatcyk-
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Obr. 11. Linia sivej a bielej hmoty s lokalizaciou nc. IML. NADPH-d pozitivne neurény s vybez-
kami, ktoré smeruju rostrokaudalne, tiez medialne k centralnemu kanalu.

i e

Obr. 10. Detail neurénu s vybezkami v hornych laminach dorzalneho
rohu.

Fig. 10. Detail of neuron with processes in the superficial layers of the
dorsal horn.

lazy a zvySenim hladiny cGMP v nervovych zakonceniach moze
NO priamo pdsobit na nervové zakoncenia obsahujice SP.
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PREDSTAVUJEME NOVE KNIHY

Hampton J.R.: Ekg pro praxi. Preklad z anglického origindlu
Hampton JR.: ECG in practise. 11. vydanie (1992). Grada Publ.,
1997, A6, bohato ilustrované, 320 stran.

Pred ¢asom sme na strankach nasho ¢asopisu predstavili ¢i-
tatefom velmi ilustrativau knizku Ekg strucné, jasné a piehled-
né, ktord vzbudila zna¢ny zaujem lekarskej verejnosti. Dnes
mame moznost vdaka vydavatelstvu Grada pokracovat v tejto
edicii v prave predstavovanej knizke. Ekg pre prax nadvdzuje na
predchédzajucu knizku a pocita s poznatkami obsiahnutymi
v nej. Narozdiel od opisanych zékladov elektrokardiografie v pr-
vej knizke ide tato knizka dalej — zahfna aj variabilitu z4dzna-
mov, ktoré vidime nielen u zdravych osdb, ale aj u pacientov.
Zéasadnym podtonom knizky je snaha autora viest interpreta ekg
tak, aby sa ekg hodnotilo vzdy vzhladom na konkrétneho pa-
cienta a jeho momentalny stav. Hodnotenie ekg ma vzdy nadva-
zovat na anamnézu a fyzikalne vysetrenie, ma byt integralnou
sucastou diagnosticko-terapeutického procesu. Autor zdéraznu-
je doplnkovy charakter ekg vySetrenia tak, ze v uvode kazdej

kapitoly je nastoleny stru¢ne algoritmus pristupu k pacientovi
z hladiska lie¢by jeho ochorenia a uvaha, ako ekg mdze prispiet
k urceniu spravnej diagndzy, alebo ako mozno ekg vyuzit naju-
¢elnej$im spésobom v tomto smere. V celej knizke sa vychadza
z interpretacie 12-zvodového ekg, priCom su zaznamy robené tak,
aby Ccitatel videl charakteristické zmeny pri ré6znych patologic-
kych stavoch. Knizku mozno pouzit aj ako bezprostrednu po-
mocku pri posteli pacienta (aj bez poznania elektrofyziologic-
kych podkladov zmien) — dokonca aj bez precitania celej kniz-
ky. Je to mozné vdaka usporiadaniu obrazkov (v uvode knihy je
ich zoznam) a klicovym slovam, ktoré ¢itatela navedu vzdy na
priklad najcastejsich patologickych zmien.

Knizka je uréena skuto¢ne do praxe, pre vseobecného lekara,
pediatra, pre lekarov prvého kontaktu, ale aj pre medikov. Verime,
Ze pouzivanie tejto knizky prispeje k porozumeniu elektrokardio-
grafie a navedie Citatela k dalSej odbornej literatire, cez ktoru
prenikne do tajov klinickej elektrokardiografie.

M. Bernadic¢



