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Expression of peptidergic and nitrergic structures in dorsal root
ganglia of the rabbit

Rybarova S, Kluchova D, Kocisova M, Schmidtova K, Lovasova K

Dékaz pritomnosti peptidergickych a nitrergickych struktur
v spindlnych gangliach kralika

Abstract

Rybarova S, Kluchova D, Kocisova M, Schmidtova K, Lova-
sova K:

Expression of peptidergic and nitrergic structures in dorsal
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In this study we have demonstrated the presence of neuro-
peptide substance P and non-peptide neurotransmitter NO
(nitric oxide) in the dorsal root ganglia of rabbit.
NADPH-diaphorase histochemical staining was used for
the detection of NO and immunohistochemical method for
the detection of substance P. A particular number of dorsal
root ganglion (DRG) cells were stained by SP and NADPH-
d reaction. The presence of SP and NADPH-diaphorase po-
sitive cells varied depending upon spinal level of DRGs. Po-
sitively stained neurons were only small or medium-sized.
Cells of large diameter profiles showed no staining. Sub-
stance P immunoreactive cells were stained brown and
dark brown, the intensity of NADPH-d staining varied
from light to very dark blue. In some DRGs cells, there was
a very significant neuronal co-localization of immunoreac-
tivity for SP and reactivity for NADPH-d. In summary,
DRG cells appear to express diaphorase and substance P
activity, and some of them contain both neurotransmitters.
Recent studies analysing the participation of NO in the re-
gulation of SP release in the spinal cord suggest, that the
DRGs neurons may display a close interaction between NO
and SP. (Fig. 14, Ref. 39.)
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Neuropeptid substancia P (SP) sa uz davno povazuje za hlav-
ného NANC (neadrenergického a necholinergického) prenasaca
zmyslovych odpovedi (Pernow, 1983). Tuto myslienku podporila
neskorsia izolacia a urcenie poradia aminokyselin v jej vzorci
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Autori sa zamerali na sledovanie pritomnosti neuropeptidu substan-
cie P (SP) a nepeptidového neurotransmitera NO (oxidu dusika)
v spinalnych gangliach kralika. Na dokaz oxidu dusika pouzili jed-
noduchi NADPH-diafordzovu histochemicka metddu. Substanciu
P dokazovali na tych istych rezoch imunohistochemickym dofarbe-
nim pomocou $pecifickej primarnej protilatky. Spinalne ganglia na
vsetkych urovniach miechy vykazovali SP a NADPH-d pozitivitu,
no v réznej koncentracii. Dalej zistili, e pri oboch neurotransmite-
roch reagovali pozitivne vyluéne malé a stredné bunky. NADPH-d
pozitivne bunky sa farbili jasnomodro az tmavomodro, kym SP rea-
gujuce bunky boli hnedé az tmavo hnedé. Ani jedna velkd bunka
nevykazovala SP alebo NADPH-d pozitivitu. Velmi zaujimavo sa
javili bunky sfarbené do sivofialova, pri ktorych autori predpokla-
dajt, ze ide o kolokalizaciu SP a NADPH-d. V spindlnych gan-
gliach kralika sa teda vyskytuju bunky pozitivne samostatne na SP,
samostatne na NADPH-d, ale aj bunky obsahujuce oba tieto neurot-
ransmitery. Skutocnost, Ze sa SP a NADPH-d, dva uplne odlisné
neurotransmiterové systémy vyskytuju bud samostatne alebo spolu
v tych istych bunkdch, sved¢i pravdepodobne aj o ich funkénych
interakciach v bunkach spinalnych ganglii. Podla dnes uz zndmych
poznatkov o regulacii uvoliiovania SP prostrednictvom donorov
NO v mieche, sa da uvazovat o ich podobnom vzajomnom pdsobe-
ni aj v bunkach spinalnych ganglii. (Obr: 14, lit. 39.)

KIucové slova: substancia P, NADPH-d, spinalne ganglia, kralik.

(Chang a spol., 1971), ako aj dokaz pritomnosti SP v zmyslovych
neurénoch (Hokfelt a spol., 1975). Dnes vsak uz vieme, Ze exis-
tuje ovela viac neuropeptidov, ktoré spifiaju tieto poziadavky, a teda
tiez patria do skupiny NANC mediatorov. V poslednych rokoch
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bolo vyklonovanych viacero druhov patriacich medzi tachykini-
ny, ktorych hlavnym predstavitelom je substancia P. Boli umelo
syntetizované aj receptory pre tieto tachykininy — NK-receptory
(Nakanishi, 1991). Vysokouc¢inné receptorové antagonisty bloku-
ju ucinky exogénnej SP. Tieto malé molekuly nepeptidovej pova-
hy su prelomom vo vyskume neurotransmisie a mézu v mnohych
pripadoch na rozdiel od peptidov prechddzat cez hematoencefa-
licku bariéru.

Pritomnost neuropeptidov variruje v zavislosti od réznych
podmienok, ako st endogénne zmeny, zmeny po experimental-
nych zasahoch, pocas uzivania lickov alebo pri patofyziologic-
kych stavoch. Peptidy st v§eobecne produkované ribozémami a ich
kone¢né rozmiestnenie zavisi od syntézy v bunkovych telach,
odkial sa axondlnym transportom dopravuju do terminalnych ob-
lasti (Hokfelt a spol., 1994). Na druhej strane hladina klasickych
neurotransmiterov je relativne konstantna aj za premenlivych pod-
mienok, ¢o je spésobené lokalnou syntézou v nervovych zakon-
¢eniach a mechanizmus, ktory kontroluje dopyt a dodavku neu-
rotransmiterov v blizkosti miesta uvolnenia.

Substancia P sa syntetizuje v spindlnych gangliach, odkial sa
axonalnym tokom transportuje do dorzalnych rohov miechy a do
nervovych zakonéeni periférneho nervového systému, kde sa aj
uskladnuje. V mieche je lokalizovana predovsetkym v jej dorzal-
nych rohoch, preto sa predpoklada, Ze tu ma délezitu ulohu pri no-
cicep¢nej transmisii (Schneider a spol., 1988; Sluka a spol., 1992).

Oxid dusika (NO) je nepeptidovy neurotransmiter, ktory po-
sobi priamo na nervovych zakonceniach, kde reguluje synapticky
prenos (Sanders a spol., 1992). Pre syntézu NO je nevyhnutna
pritomnost enzymu NOS — syntaza oxidu dusika, na dokaz kto-
rej sa okrem ekonomicky velmi ndroénych imunohistochemickych
metdd pouziva aj jednoduchd NADPH-d histochemickd metdda.
NADPH-d (redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat —
diaforaza) je enzym, ktory dokazuje pritomnost NOS.

NO je syntetizovany pocas dopytu z L-argininu enzymom —
syntaza oxidu dusika (Bredt a Snyder, 1992). NO sa neuvolnuje
vezikulami a exocytozou, ale volne difunduje do okolitych tka-
niv, pricom ma vo vSeobecnosti vysoky prienik membranami
(Kiechle a Malinsky, 1993).

Enzym NOS je aktivovany Ca®*, a teda syntéza NO zavisi od
intracelularnej koncentracie Ca>". Neuronalna NOS (Bredt a spol.,
1990; Bredt a Snyder, 1990, 1992) sa nachadza v CNS v nadbyt-
ku, kym NO je produkovany postsynapticky ako odpoved na zvy-
Senie intracelularneho Ca?* (Garthwaite, 1991).

Dnes je znamych niekolko foriem NOS. Inducibilnd forma
NOS je pritomna v makrofagoch, ktoré za podmienok dopytu mézu
produkovat velké mnozstva NOS. Konstitutivna forma NOS sa
nachadza v endotelovych bunkach (Mayer a spol., 1989; Busse
a Mulsch, 1990) a v neuronalnych bunkéch (Bredta spol., 1990).
Okrem Ca?* tento enzym zavisi aj od kalmodulinu a NADPH (Pal-
mer a Moncada, 1989).

Material a metody

V experimentoch sme pouzili kraliky oboch pohlavi v pocte
n=4, hmotnosti 2500—3000 g. Zvieratdm sme v tiopentalovej
narkdze cez lavu srdcovi komoru preplachli cievny systém fy-
ziologickym roztokom. Nasledovala perfuzia 4 % paraformalde-
hydom s 0,1 % glutaraldehydom v 0,1 M fosfatovom timivom

roztoku, pH 7,4. Roztoky boli Cerstvo pripravené tesne pred po-
uzitim.

Dékaz substancie P pomocou nepriamej enzymatickej imunohis-
tochémie

Jednotlivé spinalne ganglia sme po odobrati ulozili do Zam-
boniho fixativu a postfixovali 24 h pri izbovej teplote (mozno po-
nechat tkanivo vo fixa¢nom roztoku az 7 dni a potom ho dalej
spracuvart).

Ganglia sme premiestnili do roztoku 20 % sachardzy na 24 h,
potom narezali na zmrazovacom mikrotdme rezy s hrubkou 35—
40 um. Za ucelom inhibicie endogénnej peroxidazovej aktivity
sme rezy inkubovali v roztoku 0,3 % H,O,v PBS pocas 30 minut.
Nasledovalo preplachnutie v PBS s 0,2 % Triton X-100, 3x5 min.
Zablokovanie nesSpecifickej reaktivity pozadia sme dosiahli inku-
béciou rezov v 4 % kozom sére pocas 2 h, alebo pre urychlenie
metddy v termostate pri 37 °C pocas 30 minut. Bez oplachnutia
sme na rezy navrstvili nariedent primarnu protilatku (potkania
anti-SP, Serva, Germany) a rezy sme ponechali cez noc v chlad-
nicke pri 4 "C. Nasledovalo preplachnutie v PBS + Triton X-100,
3x5 mintt. Rezy sme inkubovali s biotinylovanou sekundarnou
protilatkou (Sigma), nariedenou v roztoku PBS Triton v pomere
1:50, pocas 2—3 h, inkubaciu mozno opit urychlif v termostate.
Po uplynuti tejto doby sme rezy preplachli v zakladnom tlmivom
roztoku — PBS + Triton 3x5 minut, a na ne navrstvili komplex
streptavidin — peroxiddza (Sigma) na 60 minut v riedeni 1:50.
Po oplachnuti 2x5 min v oplachovacom roztoku sme pridali 5 mg
DAB do 10 ml PBS a tesne pred pouzitim sme k tomuto roztoku
pridali eSte 7 1 H,O,. Podla rychlosti nastupu farebnej reakcie sme
ponechali pdsobit tento roztok 2—5 minut. Nasledovalo 15—20
min premytia rezov v zakladnom tlmivom roztoku (PBS + Tri-
ton). Koneéna faza predstavovala natiahnutie rezov na sklicka a ich
ponechanie volnému usu$eniu cez noc pri izbovej teplote. Po od-
vodneni a zamontovani sme preparaty prezerali a vyhodnocovali
vo svetelnom mikroskope (Nikon).

Histochemicky dékaz NADPH-d — modifikovand metdda podla
Scherera-Singlera (1983)

Odobraté tkanivo sme umiestnili do perfiizneho fixativa na 3—
4 h. Nasledovala inkubécia tkaniva v 20 % sacharéze v tom istom
tlmivom roztoku cez noc, s naslednym narezanim tkanivovych re-
zov s hribkou 45 pm na zmrazovacom mikrotome. Rezy sme inku-
bovali 1 h pri 37 °C v roztoku 1,5 mM nitroblue tetrazdlia (NBT,
Sigma Chemicals, N-6876), 1,0 mM beta-nikotinamidadenindinuk-
leotidfosfatu (NADPH, Sigma Chemicals, N-1630), 10,0 mM mo-
nosodiummalatu (Malic acid, Sigma Chemicals, M-1125), 0,5 %
Tritonu X-100 rozpusteného v 0,1 M fosfatovom tlmivom roztoku,
pH 8,0. Tkanivové rezy sme prepierali v 0,1 M fosfatovom tlmivom
roztoku (pH 7,4), montovali na sklicka a ponechali volnému ususe-
niu cez noc. Po pokryti rezov Entellanom sme preparaty prezerali
a vyhodnocovali vo svetelnom mikroskope (Nikon).

Metdda dvojakého farbenia, NADPH-d histochemickd reakcia
s ndslednou substancia P imunoreakciou

Po ofarbeni tkanivovych rezov na NADPH-diaforazu sme
ich oplachovali 3x5 min vo fosfatovom tlmivom roztoku a na-
sledne ich dofarbovali imunohistochemickou reakciou na sub-
stanciu P.
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Fig. 1. Strong dark brown SP positivity of small cells, and lighter
medium-sized cells on the transverse section of the cervical DRG (C2),
MB — small cell, SB — mediu-sized cell.

Obr. 1. Vyrazne tmavohnedo sa farbiace malé a svetlejSie stredné SP
pozitivne bunky na prie¢nom reze krénym spinalnym gangliom (C2),
MB — mala bunka, SB — stredna bunka.
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Fig. 2. Large amounts of SP immunoreactive cells with ligth nuclei
(C6) (arrows).

Obr. 2. SP imunoreaktivne bunky v hustom zastipeni s jasne pre-
svetlenymi jadrami (C6) (Sipky).

Fig. 3. Axons — branches extending from ganglion cells form fascicu-
les which run longitudinally through the ganglion (S1) (axons fasci-
cules — ZA).

Obr. 3. Vybezky gangliovych buniek — axony, vytvaraji zvizky pre-
biehajice longitudindlne gangliom (S1) (zvazky axénov — ZA).

Touto metddou sme vizualizovali NADPH-d, SP, ako aj kolo-
kalizované NADPH-d + SP gangliové bunky.

Vysledky

Pritomnost substancie P v bunkdch spindlnych ganglii — imuno-
pozitivita

Pritomnost substancie P sme sledovali v spinalnych gangliach
na vsetkych urovniach miechy. Spinalne ganglia sme si rozdelili
do styroch skupin: kréné, hrudnikové, driekové a krizové. Z troch
zédkladnych typov buniek, ktoré sa vyskytuju v spinalnych gan-

Fig. 4. Detail of SP immunoreactive axons forming dense plexuses
(S1) (arrows).

Obr. 4. Detailny pohlad na vybezky gangliovych buniek SP pozitiv-
nych, ktoré vytvaraju husté splete (S1) (Sipky).

gliach (malé, stredné a velké), reagovali SP pozitivne vaésinou
malé bunky a bunky strednej velkosti. Tieto bunky sa farbili hne-
do az tmavohnedo (obr. 1). Ani jedna velka bunka nepreukazovala
SP pozitivitu. Malé bunky boli najcastejsie tmavohnedo sfarbené,
kym stredné bunky sa farbili ovela svetlejSie. Velmi ¢asto sme pri
malych aj strednych reagujucich bunkéch pozorovali vyrazne pre-
svetlené jadra (obr. 2). Ostatna cytoplazma sa farbila rovnomerne.
Reagujtce bunky boli difizne rozptylené po celom reze. Na nie-
ktorych rezoch sme viak zaznamenali usporiadanie buniek do stip-
cov, ktoré boli oddelené pasmi jednotlivo prebichajucich vldkien
— axdnov, Castejsie boli tieto vldkna usporiadané do hrubych zviz-
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Fig. 5. Relatively low concentration of SP reactivity in thoracic DRG
(Th12) (arrows).

Obr. 5. Relativne nizka koncentracia SP pozitivity v hrudnikovych
spinalnych gangliach (Th12) (Sipky).

v T ’ &

_!r.;-'.: i File e
e N ot y
j h- f ~,§,. ;f}'{.e’ 7 ;
L o™
& e & §

Fig. 6. Dense accumulation of SP reactivity in lumbar DRG (L3).
Obr. 6. Husta akumulacia SP buniek v lumbalnych gangliach (L3).

4

Fig. 7, 8. The transverse section through the cervical DRG (dorsal root ganglion) displays (C5) clearly stained small and medium-sized NADPH-

diaphorase positive cells. MB — small cell, SB — medium-sized cell.

Obr. 7, 8. Na prieénom reze krénym spinalnym gangliom (C5) si jasne znazornené mala a stredna NADPH-d pozitivna bunka. MB — mala

bunka, SB — stredna bunka.

kov (obr. 3). Tieto axény boli réznej dizky a vystupovali z tiel
pozitivnych malych a strednych buniek. Prebiehali priamo, alebo
stoc¢ene a boli aj vyrazne SP pozitivne (obr. 4).

Pouzitou metodou sme zaznamenali pomerne vyrazné rozdiely
v kvantite pozitivnych buniek v jednotlivych skupinach ganglii.
Najvicsiu hustotu reagujucich buniek sme videli v krénych gan-
gliach (C1—C7) (obr. 2), ganglion C8 uz ukazovalo ubtidanie pozi-
tivity, ktoré pokracovalo v rozsahu vsetkych hrudnikovych, vrata-
ne hornych driekovych ganglii (C8-L2) (obr. 5). Pozitivita v tychto
gangliach sa odliSovala aj kvalitativne, pretoze takmer vylucne rea-
govali svetlohnedym sfarbenim len bunky strednej velkosti, u kto-
rych sme nevideli bunkové vybezky (obr. 5). Malé tmavé bunky
sme v tychto gangliach nepozorovali takmer vobec. Narast poziti-

vity sme opét zaznamenali v dolnych driekovych a krizovych gan-
gliach (L3-S4), kde sme videli okrem strednych svetlych aj mnoho
malych tmavych buniek s pocetnymi vybezkami (obr. 6).

Pritomnost NADPH-diafordzy v bunkdch spindlnych ganglii —
histochemickd reakcia

Podobne ako pri substancii P sme aj diaforazovu aktivitu bu-
niek sledovali vo vSetkych Styroch skupinach spinalnych ganglii.
Uz pri prvom pozorovani rezov v mikroskope sme si vsimli vy-
razny rozdiel v mnozstve NADPH-d pozitivnych buniek v porov-
nani s poc¢tom SP buniek. Diafordzovo reagujucich buniek bolo
vo vsetkych Styroch skupinach ganglii ovela menej. NADPH-dia-
forazovu aktivitu sme zaznamenali pri SP najcastejSie v malych
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Fig. 9. Dark staining of diaphorase positive neuron in the thoracic
DRG (Th4).

Obr. 9. Tmavo, vyrazne diaforazovo sa farbiaci neuron hrudnikového
ganglia (Th4).
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Fig. 11. On the transverse section we can clearly follow the diaphora-
se-positive blood vessels due to strong NADPH-d positivity of their
endothelial cells (C6) (arrow).

Obr. 11. Na transverzalnom reze sledujeme jasne diaforazovo pozi-
tivne krvné cievy. Diaforazova pozitivita ciev je spésobena endotelo-
vymi bunkami, ktoré st NADPH-d reagujuce (C6) (Sipka).

bunkach, menej ¢asto v bunkach strednej velkosti. Kladna reak-
cia malych buniek sa prejavila tmavomodrym sfarbenim, stredné
bunky boli svetlomodré az svetlofialové. V ramci jednotlivych
rezov boli reagujice bunky rozptylené po celom reze. Vo vset-
kych skupinach ganglii mali NADPH-d bunky vyrazne svetlejSie
jadra. Cytoplazma bola tmavsia a rovnomerne sfarbena.

V krénych spinalnych gangliach sa nachadzali len ojedinelé
NADPH-d pozitivne bunky (obr. 7, 8). Podobny obraz vyskytu
pozitivnych buniek sme videli aj v hrudnikovych a driekovych
ganglidch (obr. 9). VyraznejSiu zmenu sme pozorovali len v kri-
zovych gangliach, kde boli diaforazovo pozitivne bunky pritomné

Fig. 10. Dense accumulation of small and medium-sized NADPH-diap-
horase positive cells in the sacral DRG (S2).

Obr. 10. Husta populacia malych a strednych NADPH-d reagujicich
buniek v kriZovom gangliu (S2).

v ovela va¢Som pocte, zastupené populaciou hlavne malych tma-
vomodro sa farbiacich buniek (obr. 10).

Pri NADPH-d pozitivnych bunkéach sme na rozdiel od SP imu-
noreaktivnych buniek nepozorovali axdny, alebo sa farbili len vel-
mi slabo.

Metodou NADPH-d sa nam vsak velmi jasnemodro farbili
endotelove bunky ciev, ktoré vyrazne konturovali ich priebeh (obr.
11). Pri porovnavani SP a NADPH-d pozitivity sme dostali velmi
podobny kvalitativny obraz distribucie tychto dvoch neurotran-
smiterov. Véacsie rozdiely sme pozorovali v pocte reagujucich SP
a NADPH-d buniek v ramci jednotlivych skupin spinalnych gan-
glii, ako aj v celkovej vyssej koncentracii SP pozitivnych buniek
v porovnani s vyskytom NADPH diaforazovo reagujucich buniek
vo vsetkych skupindch spindlnych ganglii.

Kolokalizdacia substancie P a NADPH-diafordzy v bunkdch spi-
ndlnych ganglii

Cast tkanivovych rezov sme farbili dvojako. Ako prvii sme po-
uzili metédu dokazu NADPH diaforazy, potom nasledovalo imuno-
histochemické dofarbovanie tych istych rezov na substanciu P.

Po takomto spracovani rezov sme v histologickom obraze po-
zorovali populdciu trojako sfarbenych buniek, modro, hnedo
a zvlast nas uputali bunky sfarbené sivofialovo. Z hladiska vel-
kosti patrili vsetky tieto bunky do skupiny malych a strednych
buniek. Modré bunky boli NADPH-diaforazovo pozitivne, hnedo
sa sfarbovali substancia P imunoreagujuce. K tymto dvom skupi-
nam buniek pristpili nové, sivofialovo sa farbiace, ktoré sme ozna-
¢ili ako bunky obsahujuice NADPH-d aj SP, teda kolokalizované
(obr. 12, 13). Opét sme pri vSetkych troch typoch buniek pozoro-
vali vyrazne svetlejsie jadra (obr. 14). Kolokalizované bunky sa
vyskytovali bud samostatne alebo v tesnej blizkosti so SP a NAD-
PH-d pozitivnymi bunkami. Farebna odlisnost bola v tychto pri-
padoch velmi napadna.

Nepozorovali sme vsak ziadne vyrazné rozdiely v pocte kolo-
kalizovanych buniek v jednotlivych skupinach ganglii. Vyskyt
tychto buniek bol celkovo pomerne nizky.
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Fig. 12, 13. We have used double labelling to detect SP, NADPH-d and corresponding cells (SP and NADPH-d). SP positive cells are brown (HB),
NADPH-diaphorase staining is blue (MB). Colocalization of SP immunoreactivity and NADPH-d positivity in the same cell body (KB). Clear

NADPH-diaphorase activity of blood vessels.

Obr. 12, 13. Dvejakym farbenim tkanivovych rezov sme dostali populdciu buniek SP pozitivnych (SP-bunky), NADPH-d reagujucich (NADPH-
d bunky) a kolokalizovanych (SP plus NADPH-d). SP pozitivne bunky sa farbia hnedo (HB), NADPH-d si modré (MB), kolokalizovana bunka
je modrohned4 az fialova (KB). Jasne sa znazoriuji aj diaforazovo pozitivne steny ciev.

Zaverom mdzeme konstatovat, ze niektoré bunky spinalnych
ganglii vykazuji NADPH-d pozitivitu, iné obsahuju substanciu P
a poslednu skupinu predstavuju kolokalizované bunky obsahuju-
ce oba tieto neurotransmitery.

Diskusia

Bunkova populacia spinalnych ganglii je heterogénna, to zna-
mena, ze v kazdom gangliu su zastipené velké, stredné a malé
bunky. Pocty buniek medzi jednotlivymi gangliami variruju, pri-
¢om existuju znacné rozdiely medzi zodpovedajicimi gangliami
alebo skupinami ganglii na oboch stranach tela (Ygge a spol.,
1981). Hrudnikové ganglia obsahuju zretelne menej buniek ako
kréné a driekové ganglia.

Viaceri autori sa zaoberali stanovenim kritérii pre rozdelenie bun-
kovej populacie spindlnych ganglii. U krélika sa dodnes pouziva roz-
delenie buniek podla velkosti, ktoré vypracoval roku 1943 Hydén.
Bunky rozdelil do troch zakladnych typov: a) malé neurdny s prie-
merom 30 pum, b) stredné neurény dosahujiice priemer 40 pm a c)
velké bunky s priemerom 60 um. Neskor boli bunky spinalnych gan-
glii vSeobecne rozdelené na dva zakladné typy: 1. velké svetlé bunky
(typ A) a 2. malé tmavé bunky (typ B) (Scharf, 1958; Andres, 1961).
Tieto dva typy buniek mozno odlisit na zaklade vyvojovych, histo-
chemickych, ako aj ultrastruktirnych zvlastnosti. Hlavné rozdiely
v ultrastruktire medzi uvedenymi typmi su v usporiadani granulo-
vané¢ho endoplazmatického retikula, Golgiho komplexu a ribozémov.

Anatomické dokazy sved¢ia o tom, Ze malé bunky maju ne-
myelinizované axony, kym myelinizované axony pochadzaji z vel-
kych buniek (Scharf, 1958). Z funkéného hladiska sa predpokla-
da, ze malé bunky predstavuju viscerdlne aferentné neurdny, a te-
da st $pecificky nociceptivne (Knyihar, 1971).

Primérne aferentné neurdny st chemicky heterogénne. Obsa-
huju rézne kombinacie neuropeptidov, aminokyselin, enzymov,
nukleotidov a inych latok.

Fig. 14. The light nuclei were seen in SP (HB), NADPH-d (MB) and
colocalized (KB) positive cells.

Obr. 14. SP (HB), NADPH-d (MB) a kolokalizované bunky (KB) s pre-
svetlenymi jadrami.

Vysledky, ktoré prezentujeme v tejto praci, dokazuju, Ze v po-
pulécii buniek spinalnych ganglii kralika sa nachadzaji bunky
substancia P imunoreaktivne, NADPH-d (NO) pozitivne aj kolo-
kalizované, ktoré obsahuju oba detegované neurotransmitery.

Substancia P a L-glutamat sa povazuju za zékladné mediatory
v spinalnych ganglidch. Substancia P je pritomna v centralnych
vybezkoch axénov gangliovych buniek mnohych druhov. Taka-
hashi a Otsuka (1975) pozorovali po pretati zadnych miechovych
korenov pokles hladiny SP v zadnych miechovych rohoch, ako aj
jej hromadenie v telach gangliovych buniek u macky. K poklesu
SP dochédza aj po poskodeni periférneho nervu. Podla viacerych
autorov sa SP tvori v malych bunkdch spinalnych ganglii (Chan-
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Palay a Palay, 1977). Tento nazor potvrdzuje zistenie, Ze pri nu-
merickom ubytku malych buniek dochddza k vyraznému poklesu
hladiny SP (Scaravili, 1983). V malych neurénoch sa okrem SP
dokazala pritomnost aj dalSich neuropeptidov, ako somatostatinu,
kalcitoninu (CGRP), cholecystokininu, galaninu aj vazoaktivne-
ho intestinalneho polypeptidu. Substancia P a CGRP sa povazuji
za excitacné nociceptivne mediatory. Pritomnost SP sa imunohis-
tochemicky dokézala v 20 % malych gangliovych buniek, pri¢om
pocet tychto buniek sa meni v zavislosti od roznej segmentalnej
urovne (Fer¢akova, 1997).

Usudzuje sa, Ze peptidy v bunkach spinalnych ganglii okrem
funkcie medidtora mézu mat tlohu aj pri trofickej odpovedi na
poskodenie (Hokfelt a spol., 1987).

Dalsi dokazany nepeptidovy neurotransmiter NO (oxid dusi-
ka) sa tvori v cytoplazme neurénov pomocou NOS (NO syntaza)
a difunduje do satelitovych buniek. Tato latka méze posobit aj
ako mediator visceralnych reflexnych drah u potkana a macky
(Aimi a spol., 1991; Vizzard a spol., 1994).

Zaujimavym sa javi aj zistenie autorov Wettsa a Vaughna
(1993), ktori sledovali pritomnost NADPH-d v spindlnych gan-
gliach potkanov pocas vyvoja. Vicsina buniek, ktoré preukazuju
pred narodenim diaforazovu aktivitu, ju po narodeni stracaji (Aimi
a spol., 1991; McNeil a spol., 1992 a, b; Papka a McNeil, 1992;
Vizzard a spol., 1993). Mozno ze tieto neurény nezanikaju, ale
migruju na iné miesta. Ndhrada stratenych neurénov novymi,
NADPH-d negativnymi, sa nezistila ani preto, lebo ako migracia
buniek neuralnej listy do spindlnych ganglii, tak aj neuronalna
proliferacia st ukoncené pred obdobim straty diaforazovej aktivi-
ty (Serbedzija a spol., 1990; Lawson a spol., 1974). Pretatie n.
ischiadicus spésobuje vyrazné zvySenie tvorby NOS v bunkach
zodpovedajucich spindlnych ganglii, ¢o naznacuje uc¢ast NO vo
funkcii gangliovych buniek v mieste poskodenia po 1€ézii perifér-
nych nervov (Fercakova, 1997). Vo vicsine tychto neurénov sa
imunohistochemicky dokazala aj pritomnost SP. Skuto¢nost, Ze sa
tieto dva uplne odli$né neurotransmitery vyskytuju spolocne v bun-
kach spinalnych ganglii, sved¢i pravdepodobne aj o ich funkénych
interakciach. Je v§eobecne zname, ze hladina SP v mieche je vy-
razne zvysena pocas hyperalgézie. Tento neuropeptid je teda zrej-
me zodpovedny spolocne s dal§imi za prenos nocicepénych pod-
netov na urovni CNS.

Oxid dusika, podla studii z poslednych rokov, ma za uréitych
podmienok vyznamnu tlohu pri vzniku hyperalgézie (Kitto a spol.,
1992; Meller a spol., 1992). Tento nazor podporuju vysledky
Mellera a spol. (1992 b), ktoré dokazuju, ze hyperalgézia, ktora
sa objavi pocas periférnej neuropatie, zavisi od produkcie NO
v mieche. Otazkou teda zostava, ¢i NO podporuje hyperalgéziu
na urovni miechy tym, ze zvySuje uvoliiovanie peptidov (SP) v jej
dorzalnych rohoch. Ciasto&nou odpovedou na tento zloZity prob-
1ém su vysledky Kamisakiho a spol. (1995), ktoré hovoria o0 moz-
nej spolupraci medzi SP a NO v mieche, pricom NO mdze pria-
mo pdsobif na nervové zakoncenia obsahujuce SP a ovplyvnit jej
zvysené uvolnenie, alebo za zmenenych podmienok, naopak, zni-
zenie produkcie SP. Ak vychadzame z poznatkov, ktoré svedcia
o uzkom funkénom prepojeni spinalnych ganglii a sivej hmoty
miechy a ¢iasto¢ne uz pozname pdsobenie SP a NO v mieche,
mdzeme hadam tento model spolupdsobenia aplikovat aj na neu-
rény spinalnych ganglii. Potvrdenie tejto hypotézy si bude v bu-
ducnosti vyzadovat dalsie skumanie.

Literatura

Aimi Y., Fujimura M., Vincent S.R., Kimura H.: Localization of NAD-
PH-diaphorase-containing neurons in sensory ganglia of the rat. J. Comp.
Neurol., 306, 1991, s. 382—392.

Andres K.H.: Untersuchungen uber den Feinbau von Spinalganglien. Z.
Zellforsch., 55, 1961, s. 1—48.

Bredt D.S., Hwang P.M., Snyder S.H.: Localization of nitric oxide synthase
indicating a neural role for nitric oxide. Nature, 347, 1990, s. 768—770.

Bredt D.S., Snyder S.H.: Isolation of nitric oxide synthetase, a calmoduli-
ne-requiring enzyme. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87, 1990, s. 682—685.

Bredt D.S., Snyder S.H.: Nitric oxide, a novel neuronal messenger. Ne-
uron, 8, 1992, s. 3—11.

Busse R., Mulsch A.: Calcium-dependent nitric oxide synthesis in endo-
thelial cytosol is mediated by calmoduline. FEBS Lett., 265, 1990, s.
133—136.

Fercakova A.: Morfoldgia senzitivnych ganglii. Bratislava, Veda 1997, s.
1—93.

Garthwaite J.: Glutamate, nitric oxide and cell-cell signalling in the ner-
vous system. Trends Neurosci., 14, 1991, s. 60—67.

Hokfelt T., Kellerth J.O., Nilsson G., Pernow B.: Experimental im-
munohistochemical studies on the localization and distribution of sub-
stance P in cat primary sensory neurons. Brain Res., 100, 1975, s. 235—
252.

Hokfelt T., Wiesenfeld-Hallin Z., Villar M., Melander T.: Increase of
galanine-like immunoreactivity in rat dorsal root ganglion cells after pe-
ripheral axotomy. Neurosci. Lett., 83, 1987, s. 217—220.

Hokfelt T., Zhang X., Wiesenfeld-Hallin Z.: Messenger plasticity in
primary sensory neurons following axotomy and its functional implica-
tions. Trends Neurosci., 17, 1994, s. 22—30.

Hydén H.: Protein metabolism in the nerve cell during growth and fun-
ction. Acta Physiol. Scand., 17, 1943, s. 1—136.

Chan-Palay V., Palay S.L.: Ultrastructural identification of substance P
cells and their processes in rat sensory ganglia and their terminals in the
spinal cord by immunohistochemistry. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74,
1977, s. 4050—4054.

Chang M.M., Leeman S.E., Nial H.D.: Amino acid sequence of sub-
stance P. Nature, 232, 1971, s. 86—87.

Kamisaki Y., Nakamoto K., Wada K., Itoh T.: Nitric oxide regulates
substance P release from rat spinal cord synaptosomes. J. Neurochem.,
65, 1995, s. 2050—2056.

Kiechle F.L., Maliski T.: Nitric oxide biochemistry, pathophysiology,
and detection. Amer. J. Clin. Pathol., 100, 1993, s. 567—573.

Kitto K.F., Haley J.E., Wilcox G.L.: Involvement of nitric oxide in spinal-
ly mediated hyperalgesia in the mouse. Neurosci. Let., 148, 1992, s. 1-—5.

Knyihar E.: Fluoride-resistent acid phosphatase system of nociceptive
dorsal root afferents. Experientia, 27, 1971, s. 1205—1207.

Lawson S.N., Caddy K.W.T., Biscoe T.J.: Development of rat dorsal
root ganglion neurons. Studies of cell birthdays and changes in mean cell
diameter. Cell Tiss. Res., 153, 1974, s. 399—413.

Mayer B., Schmidt K., Humbert P., Bohme E.: Biosynthesis of endo-
thelium-derived relaxing factor: a cytosolic enzyme in porcine aortic en-
dothelial cells Ca**-dependently converts L-arginine into an activator of



RYBAROVA S et al: EXPRESSION OF PEPTIDERGIC AND NITRERGIC...

287

soluble guanylyl cyclase. Biochem. Biophys. Res. Commun., 164, 1989,
s. 678—685.

McNeil D.L., Papka R.E., Harris C.H.: CGRP immunoreactivity and
NADPH-diaphorase in afferent nerves of the rat penis. Peptides, 13, 1992
a, s. 1239—1246.

McNeil D.L., Traugh N.E. Jr., Vaidya A.M., Hua H.T., Papka R.E.: Origin
and distribution of NADPH-diaphorase-positive neurons and fibers innerva-
ting the urinary bladder of the rat. Neurosci. Lett., 147, 1992 b, s. 33—36.

Meller S.T., Dykstra C., Gebhart G.F.: Production of endogenous nit-
ric oxide and activation of soluble guanylate cyclase and required for N-
methyl-D-aspartate-produced facilitation of the nociceptive tail-flick ref-
lex. Europ. J. Pharmacol., 214, 1992a, s. 93—96.

Meller S.T., Pechman P.S., Gebhart G.F., Maves T.J.: Nitric oxide me-
diates the thermal hyperalgesia produced in the model of neuropathic
pain in the rat. Neuroscience, 50, 1992b, s. 7—10.

Nakanishi S.: Mammalian tachykinin receptors. Annu. Rev. Neurosci.,
14, 1991, s. 123.

Palmer R.M.J., Moncada S.: A novel citrulline-forming enzyme impli-
cated in the formation of nitric oxide by vascular endothelial cells. Bio-
chem. Biophys. Res. Commun., 158, 1989, s. 348—352.

Papka R.E., McNeil D.L.: Distribution of NADPH-diaphorase-positi-
ve nerves in the uterine cervix and neurons in dorsal root and paracer-
vical ganglia of the female rat. Neurosci. Lett., 147, 1992, s. 224—228.

Pernow B.: Substance P. Pharmacol. Rev., 35, 1983, s. 85—141.

Sanders K.M., Ward S.M.: Nitric oxide as a mediator of noncholinergic
neurotransmission. Amer. J. Physiol., 262, 1992, s. G379—G392.

Scaravilli F.: Reduced substance P in hereditary sensory neuropathy in
the rat. Brain Res., 263, 1983, s. 147—150.

Serbedzija G.N., Fraser S.E., Bronner-Fraser M.: Pathways of trunk
neural crest cell migration in the mouse embryo as revealed by vital dye
labelling. Development, 108, 1990, s. 605—612.

Scharf J.H.: Sensible Ganglien. In: Handbuch der mikroskopischen Ana-
tomie des Menschen, Bd. IV/3. Nervensystem III. Berlin-Gottingen-He-
idelberg, Springer 1958.

Scherer-Singler U., Vincent S.R., Kimura H., McGreen E.G.: Demon-
stration of a unique population of neurons with NADPH diaphorase his-
tochemistry. J. Neurosci. Methods, 8, 1993, s. 229—234.

Schneider S.P., Perl E.R.: Comparison of primary afferent glutamate
excitation of neurons in the mammalian spinal dorsal horn. J. Neurosci.,
8, 1988, 5. 2062—2073.

Sluka K.A., Dougherty P.M., Sorkin L.S., Willis W.D., Westlund K.N.:
Neural changes in acute arthritis in monkeys. III. Changes in Substance
P, Calcitonin gene-related peptide and glutamate in the dorsal horn of the
spinal cord. Brain Res. Rev., 17, 1992, s. 29—38.

Takahashi T., Otsuka M.: Regional distribution of substance P in the
spinal cord and nerve roots of the cat and the effect of dorsal root section.
Brain Res., 87, 1975, I—II.

Vizzard ML.A., Erdman S.L., de Groat W.C.: Localization of NADPH-
diaphorase in pelvic afferent and efferent pathways of the rat. Neurosci.
Lett., 152, 1993, s. 72—76.

Vizzard M.A., Erdman S.L., Erickson V.L., Stewart R.J., Roppolo J.R.,
De Groat W.C.: Localization of NADPH diaphorase in the lumbosacral
spinal cord and dorsal root ganglia of the cat. J. Comp. Neurol., 339,
1994, s. 62—75.

Wetts R., Vaughn J.E.: Transient expression of B-BADPH diaphorase in
developing rat dorsal root ganglia neurons. Develop. Brain Res., 76, 1993,
s. 278—282.

Ygge J., Alskogius H., Grant G.: Asymetries and symetries in the num-
ber of thoracic dorsal root ganglion cells. J. Comp. Neurol., 202, 1981, s.
365—372.

Received June 27, 1999.
Accepted April 7, 2000.



