104

LOKALIZACIA NADPH-d POZITIVNYCH BUNIEK V TYMUSOCH BAZANTA
A MYSI

DORKO F,, KOCISOVA M., GREGOR A., "DORKO E.

LOCALIZATION OF NADPH-d POSITIVE CELLS IN THYMUSES
OF PHEASANT AND MICE

The presented study was designed to clarify the localization
and distribution of nicotinamide adenine dinucleotide phos-
phate-diaphorase (NADPH-d) activity, a marker of NO syn-
thase, in pheasant and mouse thymuses. To provide a mor-
phological basis for understanding the role of nitric oxide
(NO) in the thymus. The NADPH-d histochemistry revealed
dark blue stained cell structures.

In the pheasant thymus, NADPH-d positive cells were pre-
sent as clusters which were distributed in the medulla and
the corticomedullar area.

NADPH-d positive cells were observed mostly in the me-
dulla of the mouse thymus. They were round, oval or irre-
gular in shape, with various intensity of staining. There
were found NADPH-d positive nerve fibres in the perivas-
cular location in both groups of experimental animals.
(Fig. 4, Ref. 14.)
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Nikotinamidadenindinukleotidhydrogénfosfatdiaforazova
(NADPH-d) histochemicka reakcia predstavuje prenos vodika zo
substratu NADPH na tetrazdliovu sol, ktord sa meni na nerozpustny
tmavomodry formazan (Scherer-Singler a spol., 1983; Mizukawa,
1990). Délezitost tejto reakcie narastla po objave, Ze neuronalna
NADPH-d je natolko podobna syntdze oxidu dusika (nitric oxide
syntase — NOS), Zze mdze byt identicka (Dawson a spol., 1991;
Hope a spol., 1991). NOS je enzym zodpovedny za syntézu oxidu
dusika (nitric oxide — NO) konverziou L-argininu na citrulin. Pre-
toze NO je plyn, volny radikdl s pol¢asom 5 sekiind, moze lahko
difundovat do tkaniv (Kiechle a spol., 1993). Jeho detekcia je za-
merana na ur¢ovanie enzymu NOS. Prace mnohych autorov potvr-
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Tato praca je zamerana na urcenie lokalizacie nikotinamida-
denindinukleotidfosfatdiaforazovej (NADPH-d) aktivity ako
markera pre syntazu oxidu dusika (nitric oxide synthase —
NOS) v tymuse bazanta a mysi. Uvedené vysledky mozu po-
skytnut morfologicky zaklad pre pochopenie ulohy oxidu du-
sika (nitric oxide — NO) v tymuse. NADPH-d histochémia
znazoriovala tmavomodro zafarbené Struktiry buniek
a ukazala odli$nu distribuciu diaforazovopozitivnej reaktivi-
ty u oboch druhov experimantalnych zvierat.

V tymuse bazanta sme NADPH-d pozitivne bunky ovalneho
a nepravidelného tvaru pozorovali v dreni a kortikomedu-
larnej oblasti v strapcovitych zoskupeniach.

V tymuse mySi sme pozorovali NADPH-d pozitivne bunky
hlavne v dreni. Tieto bunky boli réznej intenzity sfarbenia
a mali ovalne, okriihle a nepravidelné tela. V perivaskular-
nej lokalizacii sme zistili NADPH-d pozitivne nervové vlakna
u oboch druhov experimentalnych zvierat. (Obr. 4, lit. 14.)
KlIacové slova: tymus, NADPH-d, bazant, mys.
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dzuju, ze endotelova a neuronalna forma NOS je lokalizovana spo-
lu s NADPH-d v tkanivach fixovanych 4 % paraformaldehydom.

Narastajuci pocet udajov potvrdzuje, ze NO sprostredkiiva
ur¢ité funkcie v autonémnom nervovom systéme (Boeckxstaens
a spol., 1992; Grozdanovi¢ a spol., 1992). V nasej praci sme sa
zamerali na pritomnost NO v tymuse bazanta a mysi histochemic-
kym sledovanim NADPH-d buniek.

Material a metodika

V préaci sme pouzili 10 mysi oboch pohlavi s celkovou
hmotnosfou 40—50 g a 5 bazantov—samcov s hmotnostou 250 az
300 g. Zvieratd sme anestetizovali pentobarbitalom. Potom sme
ich usmrtili intrakardialnou perfuziou fyziologickym roztokom
a naslednou perfuziou 4 % paraformaldehydom s 0,1 % glutaral-
dehydom v 0,1 M vo fosfatovom tlmivom roztoku, pH 7,4. Rozto-
ky boli pripravené tesne pred perfuziou. Po perfuzii sme tymusy
vyoperovali z hrudnej dutiny a ulozili v rovnakom fixative na
3—4 h. Nasledovalo ich umiestnenie v 30 % sacharéze v tom is-
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Obr. 1. Tymus bazanta s NADPH-d pozitivnymi bunkami v strapcovitych zoskupeniach.
Fig. 1. Thymus of pheasant: NADPH-d positive cells organized in clusters.

Obr. 2. Tymus bazanta.V perivaskularnej topografii NADPH-d pozitivne nervové vlakna s typickymi varikozitami.
Fig. 2. Thymus of pheasant: NADPH-d positive nerve fibers with typical varicosities in perivascular topography.

tom fosfatovom tlmivom roztoku cez noc pri 4 °C. Potom sa tymu-
sy narezali na zmrazovacom mikrotdme 45 pm hrubé.
Histochemicku reakciu na znazornenie NADPH-d aktivity, kto-
ru sme pouzili, sme modifikovali podla Scherera-Singlera (1983).
Podla nej sme rezy inkubovali 1 h pri 37 °C v roztoku 1,5 mM nit-
roblue tetrazolia (NBT, Sigma Chemicalo, N-6876), 1,0 mM beta-
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH, Sigma Chemicals,
N-1630, 10,0 mM monosodiummalatu (Malic acid, Sigma Chemi-
cals, M-1125), 0,5 % Tritonu X-100 rozpustného v 0,1 M fosfato-

vom tlmivom roztoku, pH-8,0. Po inkubaénej reakcii sme rezy pre-
pierali v 0,1 M fosfatovom tlmivom roztoku (pH 7,4), montovali do
Entellanu a prezerali vo svetelnom mikroskope.

Vysledky

NADPH-d histochémia tymusov bazanta a mysi ukazala od-
li$nu distribuciu diafordzovo-pozitivnej reaktivity v dreni a v ko-
re znazornenu ako tmavomodro zafarbené bunkové Struktury.
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Obr. 3. Tymus mysi. Rézne druhy NADPH-d pozitivnych nervovych buniek v dreni tymusu.
Fig. 3. Mouse thymus: Various forms of NADPH-d positive cells in thymic medulla.

Obr. 4. Tymus mysi. Bunky nepravidelného tvaru s kratkymi vybezkami v blizkosti ciev s vysokou NADPH-d pozitivitou. V perivaskularnej

lokalizacii prebiehaju NADPH-d pozitivne nervové vlakna.

Fig. 4. Mouse thymus: Irregular shaped cells and their processes with high-levelled NADPH-d positivity along vessels. The thin NADPH-d

positive nerve fibers are in perivascular localization.

Tmus bazanta

NADPH-d aktivita v kére tymusu oboch sledovanych experi-
mentalnych zvierat bola v podstate podobnd. Diafordzovo-pozi-
tivne bunky preukazovali len slabul intenzitu a vyskytovali sa oje-
dinele v parenchyme kory. V kore radidlne prebiehajuce tensie
a hrubsie cievy mali zndamky NADPH-d pozitivity endotelovych

buniek. Dren tymusu bazanta mala odlisnu distribuciu NADPH-d
pozitivnych buniek. Intenzivne sfarbené bunky sa dali pozorovat
prevazne v kortikomedularnej oblasti a riedko aj vo vnutornej Casti
drene, kde sa vyskytovali v strapcovitych zoskupeniach (obr. 1).
V dreni sa vyskytovali aj samostatné NADPH-d pozitivne bunky.
Jednotlivé bunky v strapcovitych zoskupeniach boli ovalneho a ne-
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pravidelného tvaru s r6znou intenzitou sfarbenia. Bunky nepravi-
delného tvaru mali ¢asto vybezky. Cievy vyskytujlice sa v dreni
mali NADPH-d pozitivne endotelové bunky a v perivaskularnej
lokalizacii sme pozorovali nervové vldkna. NADPH-d pozitivne
nervové vldkna prezentovali varikozity (obr. 2).

Bymus mysi

V kore NADPH-d pozitivne bunky sa vyskytovali v malom
pocte a boli difizne rozptylené. Jednotlivé bunky boli ovalne a mali
slabu intenzitu diaforazovo-pozitivneho sfarbenia. Nepozorovali
sme ziadne vybezky tychto buniek. ViditeInejsie boli znazornené
len radidlne orientované cievy.

V dreni tymusu mysi bol po¢et NADPH-d pozitivnych buniek
omnoho vacsi (obr. 3). NADPH-d pozitivne bunky drene mali po-
dobny tvar ako v kdre, boli vdcsinou ovalne, okruhle a nepravi-
delného tvaru. Intenzita sfarbenia buniek kolisala od slabej azk vel-
mi intenzivnej. Podla intenzity ich sfarbenia mozno rozdelif tieto
bunky do niekolkych skupin.

— Bunky s najslabsou NADPH-d pozitivitou boli slabo sfar-
bené, viditeIné bolo len ohranicenie ich tiel. Vyskytovali sa roz-
trisene po celej dreni.

— Iné bunky preukazovali zreteIné marginalne NADPH-d sfar-
benie. Navyse v ich cytoplazme sa dali pozorovat NADPH-d po-
zitivne granuly. Jednotlivé bunky sa vzajomne lisili r6znou inten-
zitou sfarbenia tychto granul.

— Jedna skupina drenovych buniek preukazovala obzvlast
intenzivnu NADPH-d reakciu. I§lo o bunky nepravidelného tvaru
syto tmavo a intenzivne sfarbenych. Pri tychto bunkach sme po-
zorovali kratke vybezky. Tento typ buniek sa ¢asto vyskytoval v dre-
ni v blizkosti ciev (obr. 4).

Krvné cievy lokalizované v drenia v septach mali znamky NAD-
PH-d pozitivity endotelovych buniek. NADPH-d pozitivne nervové
vlakna sme pozorovali v perivaskularnej topografii (pozri obr. 4).

Diskusia

V nasej praci sme sledovali histochemické znazornenie
NADPH-d aktivity v tymusoch bazanta a mysi. Z literatury je
zname, ze NADPH-d sa méze povazovat za marker NOS, enzym
zodpovedny za syntézu NO (Bredt a spol., 1991; Dawson a spol.,
1991; Schmidt a spol., 1992). Aktivita tohto enzymu sa dokazala
v mnohych oblastiach nervového systému u cicavcov (Aimi
a spol., 1991; Anderson, 1992; Grozdanovic a spol., 1992; Sche-
rer-Singler a spol., 1983; Valschanoff, 1992).

Prace Downinga (1994) a Gulatiho a spol. (1993) potvrdzuju dis-
tribiiciu NADPH-d pozitivnych Struktir v tymusoch u potkanaa kur-
cata. Nase pozorovania v tymuse bazanta ukazuju na podobnost
NADPH-d pozitivnych §truktir v tymusoch kur¢iat, ktort pozorova-
1i Gulati a spol. (1993). Aj my sme pozorovali NADPH-d pozitivne
bunky u bazanta hlavne v kortikomedularnej $trbine, aj v dreni
v strapcovitych zoskupeniach. Intenzita sfarbenia bola r6zna. Husto-
ta nervovych vlakien u bazanta bola omnoho vicsia ako u mysi. Za-
tial sme nenasli udaje o vyskyte NADPH-d v tymuse mysi a o jeho
moznom vyuziti NO ako neurotransmitera. Pri sledovani NADPH-d
pozitivnych buniek v tymusoch mysi sme zistili rozdiely v mnoZzstve
a type tychto buniek v kére a dreni. Kym v kore prevladali ovalne
bunky difuzne rozptylené so slabou intenzitou sfarbenia, v dreni sme
pozorovali vacsie mnozstvo a typy NADPH-d pozitivnych buniek.

Tieto bunky sa vyskytovali v hustych zoskupeniach, réznej intenzity
sfarbenia a vyznamnt pozornost si zasluhuju syto sfarbené bunky
nepravidelného tvaru s malymi vybezkami. Tieto bunky pripominaju
nervové bunky. Vyskytovali sa v blizkej lokalizacii ciev. V perivas-
kularnej topografii sme pozorovali NADPH-d pozitivne nervové vlak-
na. Ich pritomnost a lokalizacia dovoluju predpokladat, ze NO samoze
z(castihovat na neurotransmisii v tymuse.
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