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NITRERGIC AND CHOLINERGIC CO-EXPRESSION IN THE RABBIT SPINAL
CORD

KLUCHOVA D, SCHMIDTOVA K, MIKLOSOVA M, LOVASOVA K, RYBAROVA S

KOEXISTENCIA CHOLÍNERGICKÉHO A NITRERGICKÉHO NEUROTRANSMITERA V MIECHE

KRÁLIKA

Abstract

Kluchova D, Schmidtova K, Miklosova M, Lovasova K, Ry-
barova S:
Nitrergic and cholinergic co-expression in the rabbit spinal
cord
Bratisl Lek Listy 2000; 101 (1): 18�23

Nitric oxide (NO) plays a major role as a neuronal messen-
ger molecule. NO has been assumed to act as a retrograde
signalling molecule that modulates transmitter release. Ace-
tylcholine (ACh) is known to function as a typical neurot-
ransmitter. In the present work the presence of both trans-
mitters (NO and ACh) and their possible relations in the
rabbit spinal cord were examined.
In our experiments histochemical methods for the visualisa-
tion of acetylcholinesterase (AChE) and NADPH diaphorase
(NADPH-d) were used. Both histochemical methods were
performed separately and together on the same sections of
the thoracic spinal cord.
NADPH-d positive dark blue stained neurons were mainly
detected in superficial and deep layers of dorsal horn,
preganglionic autonomic neurons and pericentral area
(1). The presence of AChE positive amber yellow neurons
was confirmed mostly in motoneurons located in ventral
horns and then in neurons of the intermediate zone. Ex-
cept for the above mentioned also double-labeled neurons
containing both yellow and dark blue histochemical pro-
duct were noticed. Their presence was confirmed in the
intermediate zone and in the pericentral area. Thus, the
coexistence of NADPH-d and AChE was confirmed in the
area of interneurons.
These observations suggest that NO may play a role in the
control of cholinergic neuronal activity and that NO can be
involved in the modulation of synaptic transmission. (Fig. 9,
Ref. 21.)
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Abstrakt

Kluchová D., Schmidtová K., Miklosová M., Lovasová K., Ry-
bárová S.:
Koexistencia cholínergického a nitrergického neurotransmitera
v mieche králika
Bratisl. lek. Listy, 101, 2000, è. 1, s. 18�23

Úloha oxidu dusnatého (NO) vo funkcii neurónovej messengero-
vej molekuly sa v posledných rokoch �tudovala ve¾mi intenzívne.
Predpokladá sa, �e NO úèinkuje ako retrográdna signálna mole-
kula, ktorá ovplyvòuje uvo¾òovanie transmitera. O acetylcholíne
(ACh) je známe, �e je typickým neurotransmiterom. V predlo�e-
nej práci sme zis�ovali prítomnos� oboch transmiterov (NO
a ACh) a ich mo�né vzájomné spolupôsobenie v mieche králika.
Pri pokusoch sme pou�ili histochemické metódy vizualizácie
acetylcholínesterázy (AChE) a NADPH diaforázy (NADPH-d),
ktorá znázoròuje neuróny s obsahom syntázy NO (NOS). Obe
histochemické metódy sme pou�ili oddelene, aj spolu na jednot-
livých rezoch hrudníkovej miechy.
NADPH-d pozitívne tmavomodro sfarbené neuróny bolo mo�né
vidie� hlavne v dorzálnych rohoch, v autonómnych preganglio-
vých neurónoch a v pericentrálnej oblasti. Prítomnos� AChE po-
zitívnych jantárovo�ltých neurónov sa potvrdila hlavne v moto-
neurónoch predných rohov, v autonómnych pregangliových
neurónoch a potom v neurónoch zona intermedia. Okrem toho
sme tie� zaznamenali dvojito sfarbené neuróny s obsahom tma-
vomodrého i jantárovo�ltého histochemického produktu. Ich
prítomnos� sa potvrdila v zona intermedia a v pericentrálnej ob-
lasti. Táto koexistencia AChE a NADPH-d sa teda vyskytovala
v oblasti, kde sú prítomné interneuróny.
Koexistencia NADPH-d a AChE sa potvrdila v lokalitách vý-
skytu interneurónov. Z uvedených výsledkov mo�no dospie�
k záveru, �e NO má pravdepodobne významnú úlohu pri kon-
trole cholínergickej neurónovej aktivity a �e sa teda mô�e zúèas-
tòova� na modulácii synaptickej transmisie. (Obr. 9, lit. 21.)
K¾úèové slová: NADPH-d, AChE, koexistencia, miecha.
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S prudkým rozvojom poznatkov o nových molekulách slú�ia-
cich na prenos informácií v nervovom systéme sa vynára otázka,
v akom vz�ahu sú tieto nové neurotransmitery ku klasickým me-
diátorom. Z doteraj�ích výskumov bolo známe, �e jeden neurón
mô�e produkova� iba jeden druh mediátora. Práce z posledných
rokov v�ak potvrdzujú, �e neurocyt mô�e tvori� aj nieko¾ko me-
diátorov, to znamená, �e pri neurotransmisii bude v bunke prebie-
ha� ove¾a komplexnej�í proces (Panzica a Garzino, 1997; Crespo
a spol., 1998).

Acetylcholín (ACh) je dobre známym neurotransmiterom, kto-
rý má dôle�itú úlohu pri prenose vzruchov v mieche. Cholíner-
gické neuróny mo�no identifikova� v mieche pou�itím acetylcho-
línesterázovej (AChE) histochémie (Malátová a Mar�ala, 1993).
Aj keï AChE nie výluèným markerom pre cholínergické neuróny,
potvrdilo sa, �e tieto bunky sú svojím charakterom cholinoceptív-
ne a poskytujú vhodnú informáciu o nervovom systéme vyu�íva-
júcom ACh (Butcher a Wolf, 1984). V mieche sa zistilo najmenej
pä� odli�ných typov cholínergických neurónov (Sheriff a Hender-
son, 1994). Patria sem: 1. somatické motorické neuróny (lamina
VIII a IX), 2. autonómne pregangliové neuróny v hrudníkovej

(sympatikové) a driekovej (parasympatikové) èasti miechy, 3. ne-
uróny zona intermedia (lamina VII), 4. pericentrálne neuróny (la-
mina X) a 5. neuróny v hlbokej vrstve dorzálnych rohov (lamina
III-V). Posledné tri skupiny tvoria len malú èas� celkovej populá-
cie neurónov v mieche. Funkèná úloha ACh sa potvrdila v modu-
lácii primárnych senzorických prenosov v mieche, obzvlá�� pre-
nosov spojených s nocicepciou (Gordh a spol., 1989).

Ïal�í messenger je oxid dusíka (nitric oxide � NO), vo¾ný
radikál, ktorý ako plyn mô�e bez preká�ok difundova� z bunky,
v ktorej vznikol, do bezprostredného okolia a takto pôsobi� na
v�etky susedné bunky (Bredt a Snyder, 1992). Táto vlastnos� umo�-
òuje NO spåòa� rozlièné úlohy v centrálnom nervovom systéme.
NO tvorený v nitrergických neurónoch mô�e by� urèovaný pou�i-
tím NADPH-diaforázovej (NADPH-d) histochémie (Dawson
a spol., 1991; Hope a spol., 1991). V mieche sa vyskytuje pä�
oblastí, v ktorých mo�no nájs� NADPH-d pozitívne neuróny. Sú
to: 1. autonómne pregangliové neuróny, 2. neuróny zona interme-
dia (lamina VII), 3. pericentrálne neuróny (lamina X), 4. neuróny
v hlbokej vrstve (lamina III-V) a 5. povrchovej vrstve (lamina I-
II) dorzálnych rohov (Kluchová a spol., 1997, 1998; Mar�ala
a spol., 1997). Ve¾ká èas� NADPH-d pozitívnych �truktúr je zapo-
jená do senzorických procesov a viscerálnej regulácie, èím sa na-
znaèuje úloha NO ako neurotransmitera v mieche (Valtschanoff
a spol., 1992).

V tejto práci sme sa pokúsili zisti�, èi existuje nejaká skupina
neurónov, ktoré by poukazovali na prítomnos� oboch transmite-
rov, a teda boli dvojito sfarbené, alebo èi v�etky neuróny sú v tomto
zmysle heterogénne. Pri hodnotení týchto dvoch mo�ností sme
pou�ili NADPH-d aj AChE histochémiu na tých istých rezoch hrud-
níkovej miechy.

Materiál a metódy

Ako experimentálny materiál pre �túdium danej problematiky
sme si zvolili miechu králika so zameraním na jej hrudníkovú èas�.
V pokusoch boli v�etky experimentálne zvieratá anestetizované
pentobarbitalom (50 mg/kg i.v.). Potom boli zvieratá usmrtené
intrakardiálnou perfúziou fyziologickým roztokom. Po perfúzii boli
miechy vyoperované z vertebrálneho kanála. Pre vizualizáciu
AChE sme pou�ili histochemickú metódu pod¾a El Badawiho
a Schenka (1967).

Pri spracovaní na znázornenie NADPH-diaforázy (NADPH-
d) sme po úvodnej perfúzii fyziologickým roztokom pou�ili ná-
slednú perfúziu 4 % paraformaldehydom s 0,1 % glutaraldehy-
dom v 0,1 M fosfátovom tlmivom roztoku, pH 7,4. Roztoky boli
èerstvé, pripravované tesne pred perfúziou. Po perfúzii a vyope-
rovaní miech z vertebrálneho kanála sme ich ulo�ili v rovnakom
fixaènom roztoku poèas 3�4 h. Nasledovalo ich umiestnenie
v 30 % sacharóze v tom istom fosfátovom pufri cez noc pri 4 °C.
Potom sme miechy narezali na zmrazovacom mikrotóme na rezy
s hrúbkou 45 µm. Histochemické spracovanie na NADPH-d sme
urobili, ako bolo opísané v predo�lých prácach (Kluchová a spol.,
1997, 1998; Mar�ala a spol., 1997). Táto metóda sa osvedèila ako
vhodný marker syntázy NO (NOS), t.j. enzýmu, ktorý syntetizuje
NO v neurónoch.

Kontrolu NADPH-d aktivity sme urobili tak, �e pri histoche-
mickom spracovaní sme vynechali z reakcie b-NADPH, pre kon-
trolu AChE sme vynechali substrát acetylcholínjodid (Alonso

Fig. 1. Preview of the rabbit thoracic spinal cord stained for AChE
and NADPH-d (3,2x3,2).
Obr. 1. Celkový poh¾ad na prieèny rez hrudníkovou miechou králika
sfarbenou na AChE a NADPH-d (3,2x3,2).
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Fig. 2. Three types of neurons with different staining in the deep part
of dorsal horn (25x4).
Obr. 2. Tri typy neurónov s odli�ným sfarbením v hlokej vrstve do-
rzálneho rohu (25x4).

Fig. 3. Longitudinal section through the lamina VII shows the presen-
ce of single AChE and NADPH-d positive neurons, and double stai-
ned colocalized neurons (25x2).
Obr. 3. Pozdå�ny rez laminou VII ukazuje prítomnos� jednotlivých
AChE a NADPH-d pozitívnych neurónov, ale tie� dvojito sfarbené
kolokalizované neuróny (25x2).

Fig. 4. Ventral horn showed the presence of only AChE positive neu-
rons with no NADPH-d staining (10x2,5).
Obr. 4. Vo ventrálnych rohoch sa zistila výluèná prítomnos� AChE
pozitívnych neurónov bez NADPH-d sfarbenia tejto lokality (10x2,5).

a spol., 1995). Pri týchto experimentoch sme nezistili �iadnu rezi-
duálnu aktivitu.

Po skonèení reakcie sme rezy preplachovali v 0,1 M fosfáto-
vom tlmivom roztoku (pH 7,4) a montovali na sklíèka. Rezy, vy-
su�ené cez noc, sme potom pokrývali Entellanom.

Výsledky

Pozorovanie rezov miechy farbených na NADPH-d a AChE
potvrdilo, �e ve¾ká èas� neurónov preukazovala prítomnos� oboch
enzýmov buï samostatne, alebo súèasne v jednej bunke (obr. 1).

Dvojité farbenie rezov miechy ukázalo pri pozdå�nom reze cez
laminu VII 3 rôzne sfarbenia neurónov (obr. 2):
1. neuróny znaèené NADPH-diaforázou ukázali tmavomodrý re-

akèný produkt,
2. AChE-pozitívne neuróny sa znázoròovali ako jantárovo �lté

�truktúry,
3. dvojito sfarbené neuróny poukazujúce na kolokalizáciu oboch

predo�lých enzýmov sa javili ako sivofialové útvary.
Teda ka�dý z troch typov neurónov bolo mo�né rozpozna�

pod¾a ich typického sfarbenia (obr. 3). Pri prieènom reze cez hrud-
níkovú miechu sme zistili v�etky tri druhy sfarbenia, ale ich prí-
tomnos� bola odli�ná v jednotlivých Rexedových zónach (obr. 1).

Pri vy��om zväè�ení ventrálneho rohu bolo zrejmé, �e jednot-
livé skupiny motoneurónov sa znázoròovali iba jantárovo�lto, t.j.
na AChE, iné sfarbenie sme tam nena�li (obr. 4). V oblasti IML
jadier sme pozorovali zhluky pregangliových neurónov s rôznym
farbením (obr. 4). Kvôli preh¾adnosti sme skontrolovali aj pozdå�-
ne rezy (obr. 5), kde sme potvrdili aj samostatné farbenie na NAD-
PH-diaforázu, aj na AChE. Zistili sme aj prítomnos� dvojitého sfar-
benia, ktoré svedèí o kolokalizácii oboch enzýmov.
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V poslednej skúmanej lokalite sme sa zamerali na okolie cen-
trálneho kanála a pri¾ahlú Rexedovu zónu VII, kde sme zistili v�et-
ky 3 typy sfarbení v jednotlivých neurónoch (obr. 6, 7).

Oblas� dorzálnych rohov (obr. 8) ukázala v povrchových vrst-
vách výluèné NADPH-diaforázové tmavomodré sfarbenie. �truk-
túry pozitívne na AChE sme zistili hlavne v hlbokých vrstvách
dorzálnych rohov, prièom ojedinele tu bolo mo�né pozorova� aj
výskyt dvojito sfarbených kolokalizovaných neurónov. Nezistili
sme �iadnu kolokalizáciu v povrchových vrstvách dorzálnych ro-
hov (obr. 8).

Diskusia

Pou�itím NADPH-d a AChE histochémie sme potvrdili ko-
existenciu medzi NADPH-d a AChE neurónmi v mieche králika.
Táto kolokalizácia je v�ak len èiastoèná. Poèet kolokalizovaných
neurónov varíroval v jednotlivých Rexedových zónach miechy, a to
od nulovej kolokalizácie vo ventrálnych rohoch a v povrchových
vrstvách dorzálnych rohov, a� po maximálny výskyt takýchto ne-
urónov v zona intermedia (lamina VII) a v pericentrálnej oblasti
(lamina X).

V centrálnom nervovom systéme sa �tudovali rozmanité in-
terakcie medzi produkciou NO a ACh (Crespo a spol., 1998).
NO mô�e ovplyvòova� cholínergickú transmisiu v presynaptic-
kej alebo postsynaptickej èasti na úrovni periférnych nervov
v svalstve (Baccari a spol., 1994). Zdá sa, �e NO má znaèný
inhibièný úèinok na uvo¾òovanie ACh v rôznych lokalitách, ako
napr. trachea (Belvisi a spol., 1991) a tenia coli (Knudsen a Tot-
trup, 1992).

Najnov�ie �túdie potvrdzujú, �e transmisia v nervovom systé-
me je nesmierne zlo�itý, komplexný proces a chemické procesy

Fig. 5. In the area of autonomic preganglionic neurons both NADPH-
d and AChE enzymes were confirmed in separately and colocalized
neurons (10x4).
Obr. 5. V oblasti autonómnych pregangliových neurónov sa potvrdila
prítomnos� aj NADPH-d aj AChE enzýmov, a to v jednotlivých aj
v kolokalizovaných neurónoch (10x4).

Fig. 6. The investigation of pericentral area revealed the presence of sing-
le AChE positive yellow neurons, single NADPH-d positive dark blue ne-
urons and a number of cells expressing both colocalized enzymes (25x2).
Obr. 6. Skúmanie pericentrálnej oblasti ukázalo prítomnos� samo-
statných AChE pozitívnych �ltých neurónov, samostatných NADPH-
d pozitívnych tmavomodrých neurónov a tie� bunky vykazujúce prí-
tomnos� oboch kolokalizovaných enzýmov (25x2).

Fig. 7. In the intermediate zone (lamina VII) all three types of neu-
rons were detected (25x2).
Obr. 7. V zona intermedia (lamina VII) sa nachádzali v�etky tri typy
neurónov (25x2).
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v senzorických i motorických prenosoch zahròujú �irokú �kálu
látok � transmiterov s rozliènými vlastnos�ami, ako je syntéza,
uskladnenie, vylúèenie, receptory a inaktivácia. Tieto procesy pre-
javujú do urèitej miery druhové a tkanivové odli�nosti, no naj-
pravdepodobnej�ie je, �e rozlièné kombinácie trasmiterov odrá�a-
jú ich �pecifické funkcie.

Pri hodnotení uvedených výsledkov sa vynorila otázka:
k akému mechanizmu dochádza pri transmisii v takom neuró-
ne, ktorý prejavuje obojaké sfarbenie? Pôsobenie ACh je zná-
me u� dlh�ie, úèinok plynného NO bol objavený len v posled-
nom desa�roèí (Bredt a Snyder, 1992; Kluchová 1999). Dote-
raz v�ak nie je známy mechanizmus spolupôsobenia takýchto
dvoch neurotransmiterov v mieche. Preto sme sa pokúsili vy-
tvori� hypotézu, pod¾a ktorej by bolo mo�né vysvetli� vzájom-
né vz�ahy ACh a NO (obr. 9).

Zvlá�tnos�ou NO ako plynného mediátora je jeho schopnos�
difundova� z miesta svojho vzniku z postsynaptickej èasti na pre-

synaptické èasti pri¾ahlých �truktúr, teda jeho pôsobenie sa usku-
toèòuje formou retrográdneho mediátora, prièom jeho úèinok na
tieto �truktúry je inhibièný (Garthwaite, 1995). NO mô�e fun-
gova� ako inhibièný neurotransmiter na interneurónoch predsta-
vujúcich presynaptickú èas� podie¾ajúcu sa na tvorbe tohto kom-
plexu. NO pôsobí priamo na K+-kanály, èím spôsobí hyperpola-
rizáciu s následným poklesom a� zastavením vyplavovania me-
diátora tohto interneurónu. Týmto spôsobom doká�e NO
ovplyvòova� uvo¾òovanie mediátora, ktorý mô�e by� úplne inej
chemickej podstaty ako ACh a NO v kolokalizovanom neuróne.
Tento fakt poukazuje na vysoký stupeò komplexnosti tohto sys-
tému. Inhibièné pôsobenie NO na interneurón sa teda následne
prejaví poklesom vyplavovania ACh. Receptory pre mediátor
interneurónu sa nachádzajú na kolokalizovanom neuróne, inhi-
bièné pôsobenie NO na interneurón sa v�ak následne prejaví
poklesom vyplavovania ACh. NO sa teda takýmto mechanizmom
mô�e podie¾a� na modulácii úèinku ACh, a to reguláciou mno�-
stva jeho vyluèovania.

Túto hypotézu podporuje aj fakt, �e prítomnos� kolokalizova-
ných neurónov sme najèastej�ie zaznamenali v okolí centrálneho
kanála a v Rexedovej zóne VII, ktoré sú známe ako oblasti naj-
väè�ieho výskytu interneurónov. Potvrdenie tejto hypotézy v�ak
bude vy�adova� ïal�ie komplexnej�ie �túdie. Uvedený systém trans-
misie by bolo mo�né vyu�i� v klinickej praxi pri takých patolo-
gických stavoch, kde nie je transmiterová odpoveï organizmu zrej-
má, resp. nie je v súlade s oèakávanou reakciou.

Ve¾ký význam tohto poznania vidíme aj pri opise farmakolo-
gických procesov prebiehajúcich na bunkovej úrovni po aplikácii
liekov. V takom prípade je potrebné zoh¾adni� v�etky transmitero-
vé systémy zahrnuté v nervovom prenose.

Fig. 8. View on the dorsal horn confirmed single AChE and NADPH-
d positive structures, but double labelled neurons were seen only ra-
rely in its deep parts. In the superficial layers no coexistence of enzy-
mes was found.
Obr. 8. Poh¾ad na dorzálne rohy potvrdil prítomnos� jednotlivých
AChE a NADPH-d pozitívnych �truktúr, ale dvojito sfarbené neuró-
ny bolo mo�né vidie� len zriedkavo v jeho hlbokých èastiach. V po-
vrchových vrstvách sa nezistila �iadna koexistencia.

Fig. 9. Diagram of NO influence on ACh release in complex mecha-
nism of presynaptic inhibition.
Obr. 9. Schéma vplyvu NO na uvo¾òovanie ACh v komplexnom me-
chanizme presynaptickej inhibície.
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Uvedená práca teda mô�e by� odrazovým mostíkom pri kli-
nicky významných �túdiách NO a jeho úlohy v patogenéze roz-
lièných nervových ochorení.

Záver

Pou�itím histochemických metód na znázornenie NADPH-d
a AChE na tých istých rezoch sme zistili prítomnos� jednotlivo
i dvojito sfarbených neurónov. Táto odli�nos� sfarbenia mô�e by�
odrazom utilizácie rôznych intercelulárnych transmiterov, ktoré
mô�u plni� rozdielne funkcie v centrálnom nervovom systéme.
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