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Laminar distribution of NADPH-diaphorase in pheasant’s 
thoracic spinal cord

Kluchova D, Rybarova S, Schmidtova K, Lovasova K, Miklosova M, Dorko F

Laminárna distribúcia NADPH-diaforázy
v hrudníkovej mieche bažanta

Abstract
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Background: The distribution of NADPH-diaphorase (NADPH-
d) activity was investigated in the spinal cord of pheasants.
Material and methods: Histochemical method for visualiza-
tion of NADPH-d was used in this study. This method is con-
sidered to be a good marker for NO synthase.
Results: The investigation of NADPH-d activity in laminae of
the thoracic spinal cord of pheasants revealed the presence
of scattered intensively stained neurons in laminae VIII and
IX of the ventral horn. In the location of autonomic pregan-
glionic neurons, no presence of NADPH-d positivity was no-
ticed. The pericentral area (lamina X) and intermediate zone
(lamina VII) showed NADPH-d positive neurons located
more dorsally with larger distance from the central canal. In
superficial layers of the dorsal horn (lamina I and II) mar-
ked differences were seen in the distribution of NADPH-d
activity through the medio-lateral direction.
Conclusion: In summary, it can be suggested that the obser-
ved presence of NADPH-d activity may reflect the utilization
of NO in the thoracic part of the spinal cord in pheasants.
(Fig. 5, Ref. 20.)
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Abstrakt
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�ová M., Dorko F.:
Laminárna distribúcia NADPH-diaforázy v hrudníkovej mieche
ba�anta
Bratisl. lek. Listy, 101, 2000, è. 8, s. 429�432

Cie¾ práce: V predlo�enej práci sme sledovali distribúciu NAD-
PH-diaforázy (NADPH-d) v hrudníkovej mieche ba�anta.
Materiál a metódy: Na znázornenie NADPH-d sme pou�ili his-
tochemickú metódu, ktorá sa pova�uje za vhodný marker prí-
tomnosti syntázy oxidu dusíka (NOS).
Výsledky: Pri sledovaní jednotlivých vrstiev miechy sa ukázalo,
�e v oblasti ventrálnych rohov (lamina VIII a IX) sme zazname-
nali výskyt roztrúsených intenzívne sfarbených NADPH-d pozi-
tívnych neurónov. Oblas� autonómnych pregangliových neuró-
nov neukázala u ba�anta �iadnu prítomnos� NADPH-d
pozitivity. Zona intermedia (lamina VII) a pericentrálna oblas�
(lamina X) potvrdili prítomnos� NADPH-d pozitívnych neuró-
nov lokalizovaných dorzálnej�ie a vo väè�ej vzdialenosti od cen-
trálneho kanála. Podobne dorzálne rohy ukázali prítomnos�
NADPH-d pozitivity, ale jej distribúcia bola odli�ná v medio-
laterálnom usporiadaní.
Záver: Mo�no kon�tatova�, �e prítomnos� NADPH-d aktivity
mô�e by� odrazom utilizácie syntázy NO (oxidu dusíka) v hrud-
níkovej mieche ba�anta. (Obr. 5, lit. 20.)
K¾úèové slová: ba�ant, NADPH-d, miecha, distribúcia.
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Objav vo¾ného radikálu oxidu dusíka � NO (nitric oxide) v me-
tabolizme cicavcov mal za následok prudký vzostup záujmu o túto
oblas� výskumu. Záujem sa zintenzívnil, keï bola objavená neuro-
nálna funkcia NO, ve¾mi podobná neurotransmiterom (Dawson
a spol., 1992; Snyder, 1992). NO je plyn s polèasom rozpadu 5
sekúnd, a teda metodicky je ve¾mi problematický priamy dôkaz jeho

prítomnosti (Kiechle a Malinsky, 1993). Enzým, ktorý syntetizuje
NO � NOS (nitric oxide synthase) v�ak mo�no dokáza� nepriamo
pou�itím histochemickej metódy na znázornenie NADPH-d (NAD-
PH-diaforázy) (Hope a spol., 1991). Nervové bunky, ktoré sú NAD-
PH-d pozitívne, majú NOS a sú rovnocenné s bunkami pozitívny-
mi na NOS imunocytochémiu (Grozdanovic a spol., 1992).
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Prítomnos� NADPH-d pozitívnych neurónov sa potvrdila
v mieche viacerých experimentálnych zvierat, napr. u maèky (Viz-
zard a spol., 1994), potkana (Valtschanoff a spol., 1992), králika
(Kluchová a spol., 1997) a psa (Vizzard a spol., 1997).

V tejto práci sme sa podrobnej�ie zamerali na skúmanie mie-
chy ba�anta z tohto h¾adiska, preto�e sme sa doteraz v literatúre
nestretli s rie�ením uvedenej problematiky.

Materiál a metódy

Na pokusy sme pou�ili 7 ba�antov, prièom sme v�etky expe-
rimentálne zvieratá anestetizovali pentobarbitalom (35 mg/kg,
i.v.). Potom sme zvieratá usmrtili intrakardiálnou perfúziou fy-
ziologickým roztokom a následnou perfúziou 4 % paraformal-
dehydom s 0,1 % glutaraldehydom v 0,1 M fosfátovom tlmi-
vom roztoku, pH 7,4. Roztoky boli èerstvé, pripravované tesne
pred perfúziou. Po perfúzii sme miechy vyoperovali z vertebrál-
neho kanála a ulo�ili v rovnakom fixatíve na 3�4 h. Následne
sme ich umiestnili v 30 % sacharóze v tom istom fosfátovom
tlmivom roztoku cez noc pri 4 °C. Potom sme miechy narezali na
zmrazovacom mikrotóme na rezy hrúbky 45 µm. Pou�itú histo-
chemickú reakciu na znázornenie NADPH-d aktivity sme modi-
fikovali pod¾a Scherera-Singlera a spol. (1993). Pod¾a nej sme
rezy miechy inkubovali 1 h pri 37 °C v roztoku 1,5 mM nitrob-
lue tetrazólia (NBT, Sigma Chemicals, N-6876), 1,0 mM ß-niko-
tínamidadeníndinukleotidfosfátu (NADPH, Sigma Chemicals, N-
1630), 10,0 mM monosodium malátu (Malic acid, Sigma Che-
micals, M-1125), 0,5 % Tritonu X-100 rozpusteného v 0,1 mM
fosfátovom tlmivom roztoku, pH 8,0 (Kluchová a spol., 1997,
1998; Mar�ala a spol., 1997). Kontrolné rezy sme inkubovali
takým istým spôsobom, ale bez NADPH v reakènom roztoku.
Takto sme testovali endogénnu redukènú aktivitu pod¾a Hopeho
a Vincenta (1989).

Po inkubaènej reakcii sme rezy prepierali v 0,1 mM fosfáto-
vom tlmivom roztoku (pH 7,4), montovali na sklíèka a nechali

vysu�i� na vzduchu cez noc. Nakoniec sme tieto rezy pokrývali
Entellanom.

Výsledky

Sledovanie distribúcie NADPH-d aktivity v mieche ba�anta
ukázalo pri malom zväè�ení nejasné kontúry medzi jej sivou a bie-
lou hmotou na prieènom reze (obr. 1). Zvlá�tnos�ou bolo, �e v ob-
lasti autonómnych pregangliových neurónov sme nezistili �iadne
sfarbenie. Detailnej�ie pozorovanie jednotlivých vrstiev (laminae)
miechy ukázalo ve¾ké odli�nosti v distribúcii NADPH-d pozitivity.

V dorzálnych rohoch, obzvlá�� v lamina I a II bolo mo�né
pozorova� úplný presun NADPH-d pozitívnych neurónov z me-
diálnej, do laterálnej èasti miechy (obr. 2).

Pericentrálna oblas� (lamina X) miechy potkana ukázala prí-
tomnos� NADPH-d pozitívnych neurónov, lokalizovaných pomer-
ne dorzálne k centrálnemu kanálu, ktorý bol ulo�ený ventrálnej-
�ie (obr. 3). NADPH-d pozitívne neuróny sa nachádzali v ni��om
poète, ich tvar bol typický tým, �e telá neurónov boli men�ie, len
s malým poètom krátkych výbe�kov (obr. 4).

V oblasti ventrálnych rohov miecha ba�anta ukazovala inten-
zívne sfarbené neuróny s malými výbe�kami, ktoré boli roztrúse-
né po celej ploche ventrálnych rohov (obr. 5).

Diskusia

V predlo�enej práci sme mapovali distribúciu NADPH-d ak-
tivity v hrudníkovej mieche ba�anta. Pozitívne sfarbenie bolo
mo�né pozorova� v týchto oblastiach:
1. v somatomotorických neurónoch ventrálnych rohov (lamina

VIII a IX),
2. v neurónoch zona intermedia (lamina VII),
3. v pericentrálnych neurónoch (lamina X) a v neurónoch hlbo-

kej vrstvy (lamina IV-VI) a povrchovej vrstvy (lamina I-III)
dorzálnych rohov.

Fig. 1. Transverse section through the thoracic spinal cord revealed
unclear border between gray and white matter. No staining was visib-
le in the region of IML column (3,2x4).
Obr. 1. Prieèny rez hrudníkovou èas�ou miechy ukazuje nejasné kon-
túry medzi sivou a bielou hmotou. V oblasti IML jadra nevidie� NAD-
PH-d pozitívne sfarbenie (3,2x4).

Fig. 2. Superficial layer of the dorsal horn (lamina I and II) showed
intensive NADPH-d staining in its lateral part (10x4).
Obr. 2. Povrchová vrstva dorzálnych rohov (lamina I a II) potvrdila
intenzívne NADPH-d farbenie v laterálnej èasti (10x4).
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NADPH-d pozitivitu sme nezistili v mieche ba�anta v oblasti
intermediolaterálneho jadra (IML), t.j. v mieste, kde sa be�ne na-
chádzajú autonómne pregangliové neuróny (Anderson a spol.,
1993; Kluchová a spol., 1998). Mediálne od IML jadra, medzi
ním a centrálnym kanálom, bolo mo�né vidie� pozitívne sfarbené
bunky. Táto oblas� tie� obsahuje autonómne pregangliové neuróny
a bola nazvaná nucleus intercalatus (Petras a Cummings, 1972).
Pod¾a tohto mo�no predpoklada�, �e NO mô�e pôsobi� ako neu-
rotransmiter v sympatikových pregangliových neurónoch ba�anta.

V protiklade k oblasti IML jadra sme zistili prítomnos� roz-
trúsených, pozitívne sfarbených neurónov vo ventrálnych rohoch
miechy ba�anta. Z experimentov na iných druhoch vyplýva, �e za
fyziologických podmienok sa ani NADPH-d, ani NOS pozitivita
vo ventrálnych rohoch nenachádza (Valtschanoff a spol., 1992).
Napriek tomu sa v cervikálnej mieche potvrdila ich prítomnos�
vo ventrolaterálnej èasti, dovo¾ujúc tak predpoklad, �e ide o spi-
nálne jadro n. accessorius (Vizzard a spol., 1994). Malé mno�-
stvo neurónov, ktoré sa na�li v iných èastiach ventrálnych rohov,
vysvet¾uje, �e: 1. ide o populáciu motoneurónov so zvlá�tnymi
neurochemickými vlastnos�ami, alebo 2. sú tam prítomné iné typy
neurónov (napr. autonómnych, èi aferentných) okrem samých
motoneurónov (Vizzard a spol., 1994). V práci Pullena a spol.
(1997) sa v rezoch hrudníkovej miechy maèky zistila prítomnos�
zrete¾ných mediálnych a laterálnych skupín motoneurónov s NOS
pozitivitou. Pokusy s retrográdnym znaèením potvrdili, �e v hrud-
níkovej mieche maèky sú motoneuróny inervujúce externé inter-
kostálne svalstvo ulo�ené ventrolaterálne, kým motoneuróny pre
interné interkostálne svalstvo sú lokalizované skôr dorzomediálne
(Johnson, 1986). Z uvedeného logicky vyplýva, �e NADPH-d
pozitivita v motoneurónoch hrudníkovej miechy ba�anta je dô-
sledkom odli�nej funkcie, preto�e uvedený experimentálny druh
má krídla. Inou mo�nos�ou je, �e vtáky majú viac propriospinál-
nych spojení v porovnaní s inými druhmi (Mar�ala, 1999). Na
potvrdenie týchto teórií v�ak budú potrebné ïal�ie experimenty.

Pri hodnotení distribúcie NADPH-d aktivity v povrchových
vrstvách dorzálnych rohov sme nezaznamenali jej laminárne uspo-

riadanie ako pri iných predtým skúmaných druhoch (Saito a spol.,
1994), ale zistili sme rozdielnosti v intenzite NADPH-d sfarbenia
hlavne v zmysle mediolaterálnej distribúcie. Silná NADPH-d po-
zitivita v laterálnej èasti povrchovej vrstvy dorzálnych rohov ná-
padne kontrastovala s nulovým sfarbením v jej mediálnej èasti.
Vysvetli� tento jav pomô�e zistenie, �e aferentné vlákna sa e�te
pred vstupom do dorzálnych rohov miechy rozdelia na mediálny
a laterálny zväzok (Mar�ala, 1985). Mediálny zväzok pozostáva
z hrubých myelinizovaných vlákien, ktoré sú v periférii napojené
na receptory, akými sú Golgiho �¾achové vretienka, neuromusku-
lárne vretienka, ako aj Meissnerove a Pacciniho telieska. Laterál-
na èas� aferentných vlákien obsahuje ten�ie myelinizované, aj ne-
myelinizované vlákna. Neuróny laterálnej èasti teda privádzajú
vzruchy z receptorov, ktoré reagujú na mechanické, ako aj teplot-

Fig. 3. View of NADPH-d positive neurons in lamina X, localised do-
rsally to the central canal (10x4).
Obr. 3. Poh¾ad na NADPH-d pozitívne neuróny v lamina X, lokalizo-
vané dorzálne od centrálneho kanála (10x4).

Fig. 4. The shape of pericentral neurons was typical in smaller diame-
ter of their bodies possessing only few processes (25x5).
Obr. 4. Tvar pericentrálnych neurónov bol typický tým, �e ich telá
boli men�ie, len s malým poètom krátkych výbe�kov (25x5).

Fig. 5. Scattered NADPH-d positive neurons in the ventral horn re-
gion of the spinal cord (10x4).
Obr. 5. Roztrúsené NADPH-d pozitívne neuróny v oblasti ventrálnych
rohov miechy (10x4).
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né a bolestivé podnety. V mediálnej èasti sa zakonèujú vlákna
privádzajúce vzruchy zo �pecializovaných senzorických recepto-
rov (Ferèáková, 1997). Neuróny oboch èastí dorzálnych rohov majú
odli�né chemické substancie, èo mô�e svedèi� aj o odli�nej funk-
cii týchto neurónov v ich mediálnej a laterálnej èasti (O�Brien
a spol., 1989). Z na�ich výsledkov vyplýva, �e u ba�anta sa pre-
nos nervových vzruchov zo �pecializovaných senzorických recep-
torov zabezpeèuje pravdepodobne inými neurotransmitermi, ale
nie prostredníctvom NO. V kontraste s touto skutoènos�ou sa zdá
NO významným mediátorom pri prenose mechanických, teplot-
ných a bolestivých podnetov v mieche ba�anta.

Záver

Pri hodnotení prítomnosti NADPH-d v hrudníkovej mieche
ba�anta sme dospeli k záveru, �e NO pravdepodobne funguje ako
neurotransmiter v autonómnych pregangliových neurónoch a zú-
èastòuje sa na senzorických procesoch a viscerálnej regulácii
v mieche ba�anta.
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