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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

Dôkaz prítomnosti peptidergických a nitrergických štruktúr
v spinálnych gangliách králika

Abstract

Rybarova S, Kluchova D, Kocisova M, Schmidtova K, Lova-
sova K:
Expression of peptidergic and nitrergic structures in dorsal
root ganglia of the rabbit
Bratisl Lek Listy 2000; 101 (5): 280�287

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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Abstrakt

Rybárová S., Kluchová D., Koèi�ová M., Schmidtová K., Lová-
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v spinálnych gangliách králika
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Autori sa zamerali na sledovanie prítomnosti neuropeptidu substan-
cie P (SP) a nepeptidového neurotransmitera NO (oxidu dusíka)
v spinálnych gangliách králika. Na dôkaz oxidu dusíka pou�ili jed-
noduchú NADPH-diaforázovu histochemickú metódu. Substanciu
P dokazovali na tých istých rezoch imunohistochemickým dofarbe-
ním pomocou �pecifickej primárnej protilátky. Spinálne gangliá na
v�etkých úrovniach miechy vykazovali SP a NADPH-d pozitivitu,
no v rôznej koncentrácii. Ïalej zistili, �e pri oboch neurotransmite-
roch reagovali pozitívne výluène malé a stredné bunky. NADPH-d
pozitívne bunky sa farbili jasnomodro a� tmavomodro, kým SP rea-
gujúce bunky boli hnedé a� tmavo hnedé. Ani jedna ve¾ká bunka
nevykazovala SP alebo NADPH-d pozitivitu. Ve¾mi zaujímavo sa
javili bunky sfarbené do sivofialova, pri ktorých autori predpokla-
dajú, �e ide o kolokalizáciu SP a NADPH-d. V spinálnych gan-
gliách králika sa teda vyskytujú bunky pozitívne samostatne na SP,
samostatne na NADPH-d, ale aj bunky obsahujúce oba tieto neurot-
ransmitery. Skutoènos�, �e sa SP a NADPH-d, dva úplne odli�né
neurotransmiterové systémy vyskytujú buï samostatne alebo spolu
v tých istých bunkách, svedèí pravdepodobne aj o ich funkèných
interakciách v bunkách spinálnych ganglií. Pod¾a dnes u� známych
poznatkov o regulácii uvo¾òovania SP prostredníctvom donorov
NO v mieche, sa dá uva�ova� o ich podobnom vzájomnom pôsobe-
ní aj v bunkách spinálnych ganglií. (Obr. 14, lit. 39.)
K¾úèové slová: substancia P, NADPH-d, spinálne gangliá, králik.
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Neuropeptid substancia P (SP) sa u� dávno pova�uje za hlav-
ného NANC (neadrenergického a necholínergického) prená�aèa
zmyslových odpovedí (Pernow, 1983). Túto my�lienku podporila
neskor�ia izolácia a urèenie poradia aminokyselín v jej vzorci

(Chang a spol., 1971), ako aj dôkaz prítomnosti SP v zmyslových
neurónoch (Hokfelt a spol., 1975). Dnes v�ak u� vieme, �e exis-
tuje ove¾a viac neuropeptidov, ktoré spåòajú tieto po�iadavky, a teda
tie� patria do skupiny NANC mediátorov. V posledných rokoch
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bolo vyklonovaných viacero druhov patriacich medzi tachykiní-
ny, ktorých hlavným predstavite¾om je substancia P. Boli umelo
syntetizované aj receptory pre tieto tachykiníny � NK-receptory
(Nakanishi, 1991). Vysokoúèinné receptorové antagonisty bloku-
jú úèinky exogénnej SP. Tieto malé molekuly nepeptidovej pova-
hy sú prelomom vo výskume neurotransmisie a mô�u v mnohých
prípadoch na rozdiel od peptidov prechádza� cez hematoencefa-
lickú bariéru.

Prítomnos� neuropeptidov varíruje v závislosti od rôznych
podmienok, ako sú endogénne zmeny, zmeny po experimentál-
nych zásahoch, poèas u�ívania liekov alebo pri patofyziologic-
kých stavoch. Peptidy sú v�eobecne produkované ribozómami a ich
koneèné rozmiestnenie závisí od syntézy v bunkových telách,
odkia¾ sa axonálnym transportom dopravujú do terminálnych ob-
lastí (Hokfelt a spol., 1994). Na druhej strane hladina klasických
neurotransmiterov je relatívne kon�tantná aj za premenlivých pod-
mienok, èo je spôsobené lokálnou syntézou v nervových zakon-
èeniach a mechanizmus, ktorý kontroluje dopyt a dodávku neu-
rotransmiterov v blízkosti miesta uvo¾nenia.

Substancia P sa syntetizuje v spinálnych gangliách, odkia¾ sa
axonálnym tokom transportuje do dorzálnych rohov miechy a do
nervových zakonèení periférneho nervového systému, kde sa aj
uskladòuje. V mieche je lokalizovaná predov�etkým v jej dorzál-
nych rohoch, preto sa predpokladá, �e tu má dôle�itú úlohu pri no-
cicepènej transmisii (Schneider a spol., 1988; Sluka a spol., 1992).

Oxid dusíka (NO) je nepeptidový neurotransmiter, ktorý pô-
sobí priamo na nervových zakonèeniach, kde reguluje synaptický
prenos (Sanders a spol., 1992). Pre syntézu NO je nevyhnutná
prítomnos� enzýmu NOS � syntáza oxidu dusíka, na dôkaz kto-
rej sa okrem ekonomicky ve¾mi nároèných imunohistochemických
metód pou�íva aj jednoduchá NADPH-d histochemická metóda.
NADPH-d (redukovaný nikotínamidadeníndinukleotidfosfát �
diaforáza) je enzým, ktorý dokazuje prítomnos� NOS.

NO je syntetizovaný poèas dopytu z L-arginínu enzýmom �
syntáza oxidu dusíka (Bredt a Snyder, 1992). NO sa neuvo¾òuje
vezikulami a exocytózou, ale vo¾ne difunduje do okolitých tka-
nív, prièom má vo v�eobecnosti vysoký prienik membránami
(Kiechle a Malinsky, 1993).

Enzým NOS je aktivovaný Ca2+, a teda syntéza NO závisí od
intracelulárnej koncentrácie Ca2+. Neuronálna NOS (Bredt a spol.,
1990; Bredt a Snyder, 1990, 1992) sa nachádza v CNS v nadbyt-
ku, kým NO je produkovaný postsynapticky ako odpoveï na zvý-
�enie intracelulárneho Ca2+ (Garthwaite, 1991).

Dnes je známych nieko¾ko foriem NOS. Inducibilná forma
NOS je prítomná v makrofágoch, ktoré za podmienok dopytu mô�u
produkova� ve¾ké mno�stvá NOS. Kon�titutívna forma NOS sa
nachádza v endotelových bunkách (Mayer a spol., 1989; Busse
a Mulsch, 1990) a v neuronálnych bunkách (Bredt a spol., 1990).
Okrem Ca2+ tento enzým závisí aj od kalmodulínu a NADPH (Pal-
mer a Moncada, 1989).

Materiál a metódy

V experimentoch sme pou�ili králiky oboch pohlaví v poète
n=4, hmotnosti 2500�3000 g. Zvieratám sme v tiopentalovej
narkóze cez ¾avú srdcovú komoru prepláchli cievny systém fy-
ziologickým roztokom. Nasledovala perfúzia 4 % paraformalde-
hydom s 0,1 % glutaraldehydom v 0,1 M fosfátovom tlmivom

roztoku, pH 7,4. Roztoky boli èerstvo pripravené tesne pred po-
u�itím.

Dôkaz substancie P pomocou nepriamej enzymatickej imunohis-
tochémie

Jednotlivé spinálne gangliá sme po odobratí ulo�ili do Zam-
boniho fixatívu a postfixovali 24 h pri izbovej teplote (mo�no po-
necha� tkanivo vo fixaènom roztoku a� 7 dní a potom ho ïalej
spracúva�).

Gangliá sme premiestnili do roztoku 20 % sacharózy na 24 h,
potom narezali na zmrazovacom mikrotóme rezy s hrúbkou 35�
40 µm. Za úèelom inhibície endogénnej peroxidázovej aktivity
sme rezy inkubovali v roztoku 0,3 % H

2
O

2 
v PBS poèas 30 minút.

Nasledovalo prepláchnutie v PBS s 0,2 % Triton X-100, 3x5 min.
Zablokovanie ne�pecifickej reaktivity pozadia sme dosiahli inku-
báciou rezov v 4 % kozom sére poèas 2 h, alebo pre urýchlenie
metódy v termostate pri 37 °C poèas 30 minút. Bez opláchnutia
sme na rezy navrstvili nariedenú primárnu protilátku (potkania
anti-SP, Serva, Germany) a rezy sme ponechali cez noc v chlad-
nièke pri 4 °C. Nasledovalo prepláchnutie v PBS + Triton X-100,
3x5 minút. Rezy sme inkubovali s biotinylovanou sekundárnou
protilátkou (Sigma), nariedenou v roztoku PBS Triton v pomere
1:50, poèas 2�3 h, inkubáciu mo�no opä� urýchli� v termostate.
Po uplynutí tejto doby sme rezy prepláchli v základnom tlmivom
roztoku � PBS + Triton 3x5 minút, a na ne navrstvili komplex
streptavidín � peroxidáza (Sigma) na 60 minút v riedení 1:50.
Po opláchnutí 2x5 min v oplachovacom roztoku sme pridali 5 mg
DAB do 10 ml PBS a tesne pred pou�itím sme k tomuto roztoku
pridali e�te 7 l H

2
O

2
. Pod¾a rýchlosti nástupu farebnej reakcie sme

ponechali pôsobi� tento roztok 2�5 minút. Nasledovalo 15�20
min premytia rezov v základnom tlmivom roztoku (PBS + Tri-
ton). Koneèná fáza predstavovala natiahnutie rezov na sklíèka a ich
ponechanie vo¾nému usu�eniu cez noc pri izbovej teplote. Po od-
vodnení a zamontovaní sme preparáty prezerali a vyhodnocovali
vo svetelnom mikroskope (Nikon).

Histochemický dôkaz NADPH-d � modifikovaná metóda pod¾a
Scherera-Singlera (1983)

Odobraté tkanivo sme umiestnili do perfúzneho fixatíva na 3�
4 h. Nasledovala inkubácia tkaniva v 20 % sacharóze v tom istom
tlmivom roztoku cez noc, s následným narezaním tkanivových re-
zov s hrúbkou 45 µm na zmrazovacom mikrotóme. Rezy sme inku-
bovali 1 h pri 37 °C v roztoku 1,5 mM nitroblue tetrazólia (NBT,
Sigma Chemicals, N-6876), 1,0 mM beta-nikotínamidadeníndinuk-
leotidfosfátu (NADPH, Sigma Chemicals, N-1630), 10,0 mM mo-
nosódiummalátu (Malic acid, Sigma Chemicals, M-1125), 0,5 %
Tritonu X-100 rozpusteného v 0,1 M fosfátovom tlmivom roztoku,
pH 8,0. Tkanivové rezy sme prepierali v 0,1 M fosfátovom tlmivom
roztoku (pH 7,4), montovali na sklíèka a ponechali vo¾nému usu�e-
niu cez noc. Po pokrytí rezov Entellanom sme preparáty prezerali
a vyhodnocovali vo svetelnom mikroskope (Nikon).

Metóda dvojakého farbenia, NADPH-d histochemická reakcia
s následnou substancia P imunoreakciou

Po ofarbení tkanivových rezov na NADPH-diaforázu sme
ich oplachovali 3x5 min vo fosfátovom tlmivom roztoku a ná-
sledne ich dofarbovali imunohistochemickou reakciou na sub-
stanciu P.
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Touto metódou sme vizualizovali NADPH-d, SP, ako aj kolo-
kalizované NADPH-d + SP gangliové bunky.

Výsledky

Prítomnos� substancie P v bunkách spinálnych ganglií � imuno-
pozitivita

Prítomnos� substancie P sme sledovali v spinálnych gangliách
na v�etkých úrovniach miechy. Spinálne gangliá sme si rozdelili
do �tyroch skupín: krèné, hrudníkové, driekové a krí�ové. Z troch
základných typov buniek, ktoré sa vyskytujú v spinálnych gan-

gliách (malé, stredné a ve¾ké), reagovali SP pozitívne väè�inou
malé bunky a bunky strednej ve¾kosti. Tieto bunky sa farbili hne-
do a� tmavohnedo (obr. 1). Ani jedna ve¾ká bunka nepreukazovala
SP pozitivitu. Malé bunky boli najèastej�ie tmavohnedo sfarbené,
kým stredné bunky sa farbili ove¾a svetlej�ie. Ve¾mi èasto sme pri
malých aj stredných reagujúcich bunkách pozorovali výrazne pre-
svetlené jadrá (obr. 2). Ostatná cytoplazma sa farbila rovnomerne.
Reagujúce bunky boli difúzne rozptýlené po celom reze. Na nie-
ktorých rezoch sme v�ak zaznamenali usporiadanie buniek do ståp-
cov, ktoré boli oddelené pásmi jednotlivo prebiehajúcich vlákien
� axónov, èastej�ie boli tieto vlákna usporiadané do hrubých zväz-

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. Výrazne tmavohnedo sa farbiace malé a svetlej�ie stredné SP
pozitívne bunky na prieènom reze krèným spinálnym gangliom (C2),
MB � malá bunka, SB � stredná bunka.

Fig. 2. Large amounts of SP immunoreactive cells with ligth nuclei
(C6) (arrows).
Obr. 2. SP imunoreaktívne bunky v hustom zastúpení s jasne pre-
svetlenými jadrami (C6) (�ípky).

Fig. 3. Axons � branches extending from ganglion cells form fascicu-
les which run longitudinally through the ganglion (S1) (axons fasci-
cules � ZA).
Obr. 3. Výbe�ky gangliových buniek � axóny, vytvárajú zväzky pre-
biehajúce longitudinálne gangliom (S1) (zväzky axónov � ZA).

Fig. 4. Detail of SP immunoreactive axons forming dense plexuses
(S1) (arrows).
Obr. 4. Detailný poh¾ad na výbe�ky gangliových buniek SP pozitív-
nych, ktoré vytvárajú husté splete (S1) (�ípky).
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kov (obr. 3). Tieto axóny boli rôznej då�ky a vystupovali z tiel
pozitívnych malých a stredných buniek. Prebiehali priamo, alebo
stoèene a boli aj výrazne SP pozitívne (obr. 4).

Pou�itou metódou sme zaznamenali pomerne výrazné rozdiely
v kvantite pozitívnych buniek v jednotlivých skupinách ganglií.
Najväè�iu hustotu reagujúcich buniek sme videli v krèných gan-
gliách (C1�C7) (obr. 2), ganglion C8 u� ukazovalo ubúdanie pozi-
tivity, ktoré pokraèovalo v rozsahu v�etkých hrudníkových, vráta-
ne horných driekových ganglií (C8-L2) (obr. 5). Pozitivita v týchto
gangliách sa odli�ovala aj kvalitatívne, preto�e takmer výluène rea-
govali svetlohnedým sfarbením len bunky strednej ve¾kosti, u kto-
rých sme nevideli bunkové výbe�ky (obr. 5). Malé tmavé bunky
sme v týchto gangliách nepozorovali takmer vôbec. Nárast poziti-

vity sme opä� zaznamenali v dolných driekových a krí�ových gan-
gliách (L3-S4), kde sme videli okrem stredných svetlých aj mnoho
malých tmavých buniek s poèetnými výbe�kami (obr. 6).

Prítomnos� NADPH-diaforázy v bunkách spinálnych ganglií �
histochemická reakcia

Podobne ako pri substancii P sme aj diaforázovú aktivitu bu-
niek sledovali vo v�etkých �tyroch skupinách spinálnych ganglií.
U� pri prvom pozorovaní rezov v mikroskope sme si v�imli vý-
razný rozdiel v mno�stve NADPH-d pozitívnych buniek v porov-
naní s poètom SP buniek. Diaforázovo reagujúcich buniek bolo
vo v�etkých �tyroch skupinách ganglií ove¾a menej. NADPH-dia-
forázovu aktivitu sme zaznamenali pri SP najèastej�ie v malých

Fig. 5. Relatively low concentration of SP reactivity in thoracic DRG
(Th12) (arrows).
Obr. 5. Relatívne nízka koncentrácia SP pozitivity v hrudníkových
spinálnych gangliách (Th12) (�ípky).

Fig. 6. Dense accumulation of SP reactivity in lumbar DRG (L3).
Obr. 6. Hustá akumulácia SP buniek v lumbálnych gangliách (L3).

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 prieènom reze krèným spinálnym gangliom (C5) sú jasne znázornené malá a stredná NADPH-d pozitívna bunka. MB � malá
bunka, SB � stredná bunka.
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bunkách, menej èasto v bunkách strednej ve¾kosti. Kladná reak-
cia malých buniek sa prejavila tmavomodrým sfarbením, stredné
bunky boli svetlomodré a� svetlofialové. V rámci jednotlivých
rezov boli reagujúce bunky rozptýlené po celom reze. Vo v�et-
kých skupinách ganglií mali NADPH-d bunky výrazne svetlej�ie
jadrá. Cytoplazma bola tmav�ia a rovnomerne sfarbená.

V krèných spinálnych gangliách sa nachádzali len ojedinelé
NADPH-d pozitívne bunky (obr. 7, 8). Podobný obraz výskytu
pozitívnych buniek sme videli aj v hrudníkových a driekových
gangliách (obr. 9). Výraznej�iu zmenu sme pozorovali len v krí-
�ových gangliách, kde boli diaforázovo pozitívne bunky prítomné

v ove¾a väè�om poète, zastúpené populáciou hlavne malých tma-
vomodro sa farbiacich buniek (obr. 10).

Pri NADPH-d pozitívnych bunkách sme na rozdiel od SP imu-
noreaktívnych buniek nepozorovali axóny, alebo sa farbili len ve¾-
mi slabo.

Metódou NADPH-d sa nám v�ak ve¾mi jasnemodro farbili
endotelové bunky ciev, ktoré výrazne kontúrovali ich priebeh (obr.
11). Pri porovnávaní SP a NADPH-d pozitivity sme dostali ve¾mi
podobný kvalitatívny obraz distribúcie týchto dvoch neurotran-
smiterov. Väè�ie rozdiely sme pozorovali v poète reagujúcich SP
a NADPH-d buniek v rámci jednotlivých skupín spinálnych gan-
glií, ako aj v celkovej vy��ej koncentrácii SP pozitívnych buniek
v porovnaní s výskytom NADPH diaforázovo reagujúcich buniek
vo v�etkých skupinách spinálnych ganglií.

Kolokalizácia substancie P a NADPH-diaforázy v bunkách spi-
nálnych ganglií

Èas� tkanivových rezov sme farbili dvojako. Ako prvú sme po-
u�ili metódu dôkazu NADPH diaforázy, potom nasledovalo imuno-
histochemické dofarbovanie tých istých rezov na substanciu P.

Po takomto spracovaní rezov sme v histologickom obraze po-
zorovali populáciu trojako sfarbených buniek, modro, hnedo
a zvlá�� nás upútali bunky sfarbené sivofialovo. Z h¾adiska ve¾-
kosti patrili v�etky tieto bunky do skupiny malých a stredných
buniek. Modré bunky boli NADPH-diaforázovo pozitívne, hnedo
sa sfarbovali substancia P imunoreagujúce. K týmto dvom skupi-
nám buniek pristúpili nové, sivofialovo sa farbiace, ktoré sme ozna-
èili ako bunky obsahujúce NADPH-d aj SP, teda kolokalizované
(obr. 12, 13). Opä� sme pri v�etkých troch typoch buniek pozoro-
vali výrazne svetlej�ie jadrá (obr. 14). Kolokalizované bunky sa
vyskytovali buï samostatne alebo v tesnej blízkosti so SP a NAD-
PH-d pozitívnymi bunkami. Farebná odli�nos� bola v týchto prí-
padoch ve¾mi nápadná.

Nepozorovali sme v�ak �iadne výrazné rozdiely v poète kolo-
kalizovaných buniek v jednotlivých skupinách ganglií. Výskyt
týchto buniek bol celkovo pomerne nízky.

Fig. 9. Dark staining of diaphorase positive neuron in the thoracic
DRG (Th4).
Obr. 9. Tmavo, výrazne diaforázovo sa farbiaci neurón hrudníkového
ganglia (Th4).

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 transverzálnom reze sledujeme jasne diaforázovo pozi-
tívne krvné cievy. Diaforázova pozitivita ciev je spôsobená endotelo-
vými bunkami, ktoré sú NADPH-d reagujúce (C6) (�ípka).

Fig. 10. Dense accumulation of small and medium-sized NADPH-diap-
horase positive cells in the sacral DRG (S2).
Obr. 10. Hustá populácia malých a stredných NADPH-d reagujúcich
buniek v krí�ovom gangliu (S2).
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Záverom mô�eme kon�tatova�, �e niektoré bunky spinálnych
ganglií vykazujú NADPH-d pozitivitu, iné obsahujú substanciu P
a poslednú skupinu predstavujú kolokalizované bunky obsahujú-
ce oba tieto neurotransmitery.

Diskusia

Bunková populácia spinálnych ganglií je heterogénna, to zna-
mená, �e v ka�dom gangliu sú zastúpené ve¾ké, stredné a malé
bunky. Poèty buniek medzi jednotlivými gangliami varírujú, pri-
èom existujú znaèné rozdiely medzi zodpovedajúcimi gangliami
alebo skupinami ganglií na oboch stranách tela (Ygge a spol.,
1981). Hrudníkové gangliá obsahujú zrete¾ne menej buniek ako
krèné a driekové gangliá.

Viacerí autori sa zaoberali stanovením kritérií pre rozdelenie bun-
kovej populácie spinálnych ganglií. U králika sa dodnes pou�íva roz-
delenie buniek pod¾a ve¾kosti, ktoré vypracoval roku 1943 Hydén.
Bunky rozdelil do troch základných typov: a) malé neuróny s prie-
merom 30 µm, b) stredné neuróny dosahujúce priemer 40 µm a c)
ve¾ké bunky s priemerom 60 µm. Neskôr boli bunky spinálnych gan-
glií v�eobecne rozdelené na dva základné typy: 1. ve¾ké svetlé bunky
(typ A) a 2. malé tmavé bunky (typ B) (Scharf, 1958; Andres, 1961).
Tieto dva typy buniek mo�no odlí�i� na základe vývojových, histo-
chemických, ako aj ultra�truktúrnych zvlá�tností. Hlavné rozdiely
v ultra�truktúre medzi uvedenými typmi sú v usporiadaní granulo-
vaného endoplazmatického retikula, Golgiho komplexu a ribozómov.

Anatomické dôkazy svedèia o tom, �e malé bunky majú ne-
myelinizované axóny, kým myelinizované axóny pochádzajú z ve¾-
kých buniek (Scharf, 1958). Z funkèného h¾adiska sa predpokla-
dá, �e malé bunky predstavujú viscerálne aferentné neuróny, a te-
da sú �pecificky nociceptívne (Knyihár, 1971).

Primárne aferentné neuróny sú chemicky heterogénne. Obsa-
hujú rôzne kombinácie neuropeptidov, aminokyselín, enzýmov,
nukleotidov a iných látok.

Výsledky, ktoré prezentujeme v tejto práci, dokazujú, �e v po-
pulácii buniek spinálnych ganglií králika sa nachádzajú bunky
substancia P imunoreaktívne, NADPH-d (NO) pozitívne aj kolo-
kalizované, ktoré obsahujú oba detegované neurotransmitery.

Substancia P a L-glutamát sa pova�ujú za základné mediátory
v spinálnych gangliách. Substancia P je prítomná v centrálnych
výbe�koch axónov gangliových buniek mnohých druhov. Taka-
hashi a Otsuka (1975) pozorovali po pre�atí zadných miechových
koreòov pokles hladiny SP v zadných miechových rohoch, ako aj
jej hromadenie v telách gangliových buniek u maèky. K poklesu
SP dochádza aj po po�kodení periférneho nervu. Pod¾a viacerých
autorov sa SP tvorí v malých bunkách spinálnych ganglií (Chan-

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. Dvojakým farbením tkanivových rezov sme dostali populáciu buniek SP pozitívnych (SP-bunky), NADPH-d reagujúcich (NADPH-
d bunky) a kolokalizovaných (SP plus NADPH-d). SP pozitívne bunky sa farbia hnedo (HB), NADPH-d sú modré (MB), kolokalizovaná bunka
je modrohnedá a� fialová (KB). Jasne sa znázoròujú aj diaforázovo pozitívne steny ciev.

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-
svetlenými jadrami.
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Palay a Palay, 1977). Tento názor potvrdzuje zistenie, �e pri nu-
merickom úbytku malých buniek dochádza k výraznému poklesu
hladiny SP (Scaravili, 1983). V malých neurónoch sa okrem SP
dokázala prítomnos� aj ïal�ích neuropeptidov, ako somatostatínu,
kalcitonínu (CGRP), cholecystokinínu, galanínu aj vazoaktívne-
ho intestinálneho polypeptidu. Substancia P a CGRP sa pova�ujú
za excitaèné nociceptívne mediátory. Prítomnos� SP sa imunohis-
tochemicky dokázala v 20 % malých gangliových buniek, prièom
poèet týchto buniek sa mení v závislosti od rôznej segmentálnej
úrovne (Ferèáková, 1997).

Usudzuje sa, �e peptidy v bunkách spinálnych ganglií okrem
funkcie mediátora mô�u ma� úlohu aj pri trofickej odpovedi na
po�kodenie (Hokfelt a spol., 1987).

Ïal�í dokázaný nepeptidový neurotransmiter NO (oxid dusí-
ka) sa tvorí v cytoplazme neurónov pomocou NOS (NO syntáza)
a difunduje do satelitových buniek. Táto látka mô�e pôsobi� aj
ako mediátor viscerálnych reflexných dráh u potkana a maèky
(Aimi a spol., 1991; Vizzard a spol., 1994).

Zaujímavým sa javí aj zistenie autorov Wettsa a Vaughna
(1993), ktorí sledovali prítomnos� NADPH-d v spinálnych gan-
gliách potkanov poèas vývoja. Väè�ina buniek, ktoré preukazujú
pred narodením diaforázovu aktivitu, ju po narodení strácajú (Aimi
a spol., 1991; McNeil a spol., 1992 a, b; Papka a McNeil, 1992;
Vizzard a spol., 1993). Mo�no �e tieto neuróny nezanikajú, ale
migrujú na iné miesta. Náhrada stratených neurónov novými,
NADPH-d negatívnymi, sa nezistila ani preto, lebo ako migrácia
buniek neurálnej li�ty do spinálnych ganglií, tak aj neuronálna
proliferácia sú ukonèené pred obdobím straty diaforázovej aktivi-
ty (Serbedzija a spol., 1990; Lawson a spol., 1974). Pre�atie n.
ischiadicus spôsobuje výrazné zvý�enie tvorby NOS v bunkách
zodpovedajúcich spinálnych ganglií, èo naznaèuje úèas� NO vo
funkcii gangliových buniek v mieste po�kodenia po lézii perifér-
nych nervov (Ferèáková, 1997). Vo väè�ine týchto neurónov sa
imunohistochemicky dokázala aj prítomnos� SP. Skutoènos�, �e sa
tieto dva úplne odli�né neurotransmitery vyskytujú spoloène v bun-
kách spinálnych ganglií, svedèí pravdepodobne aj o ich funkèných
interakciách. Je v�eobecne známe, �e hladina SP v mieche je vý-
razne zvý�ená poèas hyperalgézie. Tento neuropeptid je teda zrej-
me zodpovedný spoloène s ïal�ími za prenos nocicepèných pod-
netov na úrovni CNS.

Oxid dusíka, pod¾a �túdií z posledných rokov, má za urèitých
podmienok významnú úlohu pri vzniku hyperalgézie (Kitto a spol.,
1992; Meller a spol., 1992). Tento názor podporujú výsledky
Mellera a spol. (1992 b), ktoré dokazujú, �e hyperalgézia, ktorá
sa objaví poèas periférnej neuropatie, závisí od produkcie NO
v mieche. Otázkou teda zostáva, èi NO podporuje hyperalgéziu
na úrovni miechy tým, �e zvy�uje uvo¾òovanie peptidov (SP) v jej
dorzálnych rohoch. Èiastoènou odpoveïou na tento zlo�itý prob-
lém sú výsledky Kamisakiho a spol. (1995), ktoré hovoria o mo�-
nej spolupráci medzi SP a NO v mieche, prièom NO mô�e pria-
mo pôsobi� na nervové zakonèenia obsahujúce SP a ovplyvni� jej
zvý�ené uvo¾nenie, alebo za zmenených podmienok, naopak, zní-
�enie produkcie SP. Ak vychádzame z poznatkov, ktoré svedèia
o úzkom funkènom prepojení spinálnych ganglií a sivej hmoty
miechy a èiastoène u� poznáme pôsobenie SP a NO v mieche,
mô�eme hádam tento model spolupôsobenia aplikova� aj na neu-
róny spinálnych ganglií. Potvrdenie tejto hypotézy si bude v bu-
dúcnosti vy�adova� ïal�ie skúmanie.
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