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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

Laminarna distribucia NADPH-diaforazy
v hrudnikovej mieche bazanta
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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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Objav volného radikalu oxidu dusika— NO (nitric oxide) v me-
tabolizme cicavcov mal za nasledok prudky vzostup zaujmu o tuto
oblast vyskumu. Zaujem sa zintenzivnil, ked bola objavena neuro-
nalna funkcia NO, velmi podobna neurotransmiterom (Dawson
a spol., 1992; Snyder, 1992). NO je plyn s polc¢asom rozpadu 5
sekund, a teda metodicky je velmi problematicky priamy dokaz jeho
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Ciel prace: V predlozenej praci sme sledovali distribuciu NAD-
PH-diaforazy (NADPH-d) v hrudnikovej mieche bazanta.
Material a metédy: Na znazornenie NADPH-d sme pouzili his-
tochemicku metddu, ktord sa povazuje za vhodny marker pri-
tomnosti syntazy oxidu dusika (NOS).

Vysledky: Pri sledovani jednotlivych vrstiev miechy sa ukazalo,
ze v oblasti ventralnych rohov (lamina VIII a IX) sme zazname-
nali vyskyt roztrusenych intenzivne sfarbenych NADPH-d pozi-
tivnych neurdénov. Oblast autondmnych pregangliovych neurd-
nov neukdzala u bazanta ziadnu pritomnost NADPH-d
pozitivity. Zona intermedia (lamina VII) a pericentralna oblast
(lamina X) potvrdili pritomnost NADPH-d pozitivnych neuro-
nov lokalizovanych dorzélnejSie a vo vicsej vzdialenosti od cen-
tralneho kanala. Podobne dorzédlne rohy ukazali pritomnost
NADPH-d pozitivity, ale jej distribicia bola odlisna v medio-
lateralnom usporiadani.

Zaver: Mozno konStatovat, ze pritomnost NADPH-d aktivity
moéze byt odrazom utilizacie syntazy NO (oxidu dusika) v hrud-
nikovej mieche bazanta. (Obr: 5, lit. 20.)

KIacové slova: bazant, NADPH-d, miecha, distribtcia.

pritomnosti (Kiechle a Malinsky, 1993). Enzym, ktory syntetizuje
NO — NOS (nitric oxide synthase) v§ak mozno dokézat nepriamo
pouzitim histochemickej metddy na znazornenie NADPH-d (NAD-
PH-diaforazy) (Hope a spol., 1991). Nervové bunky, ktoré st NAD-
PH-d pozitivne, maju NOS a su rovnocenné s bunkami pozitivny-
mi na NOS imunocytochémiu (Grozdanovic a spol., 1992).
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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. Prie¢ny rez hrudnikovou ¢astou miechy ukazuje nejasné kon-
tiry medzi sivou a bielou hmotou.V oblasti IML jadra nevidiet NAD-
PH-d pozitivne sfarbenie (3,2x4).

Pritomnost NADPH-d pozitivnych neurénov sa potvrdila
v mieche viacerych experimentalnych zvierat, napr. u macky (Viz-
zard a spol., 1994), potkana (Valtschanoff a spol., 1992), kralika
(Kluchova a spol., 1997) a psa (Vizzard a spol., 1997).

V tejto praci sme sa podrobnejSie zamerali na skiimanie mie-
chy bazanta z tohto hladiska, pretoze sme sa doteraz v literatiire
nestretli s rieSenim uvedenej problematiky.

Material a metody

Na pokusy sme pouzili 7 bazantov, pricom sme vsetky expe-
rimentalne zvieratd anestetizovali pentobarbitalom (35 mg/kg,
i.v.). Potom sme zvierata usmrtili intrakardialnou perfuziou fy-
ziologickym roztokom a naslednou perfuziou 4 % paraformal-
dehydom s 0,1 % glutaraldehydom v 0,1 M fosfatovom tlmi-
vom roztoku, pH 7,4. Roztoky boli Cerstvé, pripravované tesne
pred perfuziou. Po perflizii sme miechy vyoperovali z vertebral-
neho kanala a ulozili v rovnakom fixative na 3—4 h. Nasledne
sme ich umiestnili v 30 % sacharéze v tom istom fosfatovom
tlmivom roztoku cez noc pri 4 °C. Potom sme miechy narezali na
zmrazovacom mikrotdme na rezy hrubky 45 pm. Pouzita histo-
chemicku reakciu na zndzornenie NADPH-d aktivity sme modi-
fikovali podla Scherera-Singlera a spol. (1993). Podla nej sme
rezy miechy inkubovali 1 h pri 37 °C v roztoku 1,5 mM nitrob-
lue tetrazolia (NBT, Sigma Chemicals, N-6876), 1,0 mM B-niko-
tinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH, Sigma Chemicals, N-
1630), 10,0 mM monosodium malatu (Malic acid, Sigma Che-
micals, M-1125), 0,5 % Tritonu X-100 rozpusteného v 0,1 mM
fosfatovom tlmivom roztoku, pH 8,0 (Kluchova a spol., 1997,
1998; Marsala a spol., 1997). Kontrolné rezy sme inkubovali
takym istym spdsobom, ale bez NADPH v reakénom roztoku.
Takto sme testovali endogénnu reduként aktivitu podla Hopeho
a Vincenta (1989).

Po inkubacnej reakcii sme rezy prepierali v 0,1 mM fosfato-
vom tlmivom roztoku (pH 7,4), montovali na sklicka a nechali

Fig. 2. Superficial layer of the dorsal horn (lamina I and II) showed
intensive NADPH-d staining in its lateral part (10x4).

Obr. 2. Povrchova vrstva dorzalnych rohov (lamina I a II) potvrdila
intenzivne NADPH-d farbenie v lateralnej casti (10x4).

vysusit na vzduchu cez noc. Nakoniec sme tieto rezy pokryvali
Entellanom.

Vysledky

Sledovanie distribucie NADPH-d aktivity v mieche bazanta
ukazalo pri malom zvécseni nejasné kontiiry medzi jej sivou a bie-
lou hmotou na prie¢nom reze (obr. 1). Zvlastnostou bolo, Ze v ob-
lasti autondmnych pregangliovych neurénov sme nezistili Ziadne
sfarbenie. Detailnejsie pozorovanie jednotlivych vrstiev (laminae)
miechy ukéazalo velké odliSnosti v distribicii NADPH-d pozitivity.

V dorzélnych rohoch, obzvlast v lamina I a II bolo mozné
pozorovat uplny presun NADPH-d pozitivnych neurénov z me-
dialnej, do lateralnej ¢asti miechy (obr. 2).

Pericentralna oblast (lamina X) miechy potkana ukazala pri-
tomnost NADPH-d pozitivnych neurdnov, lokalizovanych pomer-
ne dorzalne k centralnemu kanalu, ktory bol uloZeny ventralnej-
Sie (obr. 3). NADPH-d pozitivne neurdny sa nachadzali v niz§om
pocte, ich tvar bol typicky tym, Ze teld neurénov boli mensie, len
s malym poctom kratkych vybezkov (obr. 4).

V oblasti ventralnych rohov miecha bazanta ukazovala inten-
zivne sfarbené neurdny s malymi vybezkami, ktoré boli roztruse-
né po celej ploche ventralnych rohov (obr. 5).

Diskusia

V predlozenej praci sme mapovali distribuciu NADPH-d ak-
tivity v hrudnikovej mieche bazanta. Pozitivne sfarbenie bolo
mozné pozorovat v tychto oblastiach:

1. v somatomotorickych neurdnoch ventralnych rohov (lamina

VIII a 1X),

2. v neuronoch zona intermedia (lamina VII),

3. v pericentralnych neurénoch (lamina X) a v neurénoch hlbo-
kej vrstvy (lamina IV-VI) a povrchovej vrstvy (lamina I-I1I)
dorzalnych rohov.
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Fig. 3. View of NADPH-d positive neurons in lamina X, localised do-
rsally to the central canal (10x4).

Obr. 3. Pohlad na NADPH-d pozitivne neurony v lamina X, lokalizo-
vané dorzalne od centralneho kanala (10x4).

NADPH-d pozitivitu sme nezistili v mieche bazanta v oblasti
intermediolateralneho jadra (IML), t.j. v mieste, kde sa bezne na-
chadzaju autondmne pregangliové neurdny (Anderson a spol.,
1993; Kluchova a spol., 1998). Medialne od IML jadra, medzi
nim a centralnym kanalom, bolo mozné vidiet pozitivne sfarbené
bunky. Tato oblast tiez obsahuje autonémne pregangliové neurény
a bola nazvana nucleus intercalatus (Petras a Cummings, 1972).
Podla tohto mozno predpokladat, ze NO moze posobit ako neu-
rotransmiter v sympatikovych pregangliovych neurénoch bazanta.

V protiklade k oblasti IML jadra sme zistili pritomnost roz-
trusenych, pozitivne sfarbenych neurénov vo ventralnych rohoch
miechy bazanta. Z experimentov na inych druhoch vyplyva, ze za
fyziologickych podmienok sa ani NADPH-d, ani NOS pozitivita
vo ventralnych rohoch nenachadza (Valtschanoff a spol., 1992).
Napriek tomu sa v cervikalnej mieche potvrdila ich pritomnost
vo ventrolateralnej Casti, dovolujtc tak predpoklad, Ze ide o spi-
nalne jadro n. accessorius (Vizzard a spol., 1994). Malé mnoz-
stvo neuronov, ktoré sa nasli v inych Castiach ventralnych rohov,
vysvetluje, ze: 1. ide o populdciu motoneurénov so zvlasStnymi
neurochemickymi vlastnostami, alebo 2. su tam pritomné iné typy
neurénov (napr. autondmnych, ¢i aferentnych) okrem samych
motoneurdnov (Vizzard a spol., 1994). V praci Pullena a spol.
(1997) sa v rezoch hrudnikovej miechy macky zistila pritomnost
zretelnych medidlnych a lateralnych skupin motoneurénov s NOS
pozitivitou. Pokusy s retrogradnym znacenim potvrdili, Ze v hrud-
nikovej mieche macky su motoneurdny inervujuce externé inter-
kostalne svalstvo ulozené ventrolaterdlne, kym motoneurény pre
interné interkostalne svalstvo su lokalizované skor dorzomedialne
(Johnson, 1986). Z uvedeného logicky vyplyva, ze NADPH-d
pozitivita v motoneurénoch hrudnikovej miechy bazanta je do-
sledkom odlisnej funkcie, pretoze uvedeny experimentalny druh
ma kridla. Inou moznostou je, Ze vtaky maju viac propriospinal-
nych spojeni v porovnani s inymi druhmi (Marsala, 1999). Na
potvrdenie tychto tedrii vSak budu potrebné dalSie experimenty.

Pri hodnoteni distribucie NADPH-d aktivity v povrchovych
vrstvach dorzalnych rohov sme nezaznamenali jej laminarne uspo-

Fig. 4. The shape of pericentral neurons was typical in smaller diame-
ter of their bodies possessing only few processes (25x5).

Obr. 4. Tvar pericentralnych neurénov bol typicky tym, Ze ich tela
boli mensSie, len s malym poctom kratkych vybezkov (25x5).
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Fig. 5. Scattered NADPH-d positive neurons in the ventral horn re-
gion of the spinal cord (10x4).

Obr. 5. Roztriisené NADPH-d pozitivne neurény v oblasti ventralnych
rohov miechy (10x4).

riadanie ako pri inych predtym skiimanych druhoch (Saito a spol.,
1994), ale zistili sme rozdielnosti v intenzite NADPH-d sfarbenia
hlavne v zmysle mediolateralnej distribucie. Silna NADPH-d po-
zitivita v lateralnej casti povrchovej vrstvy dorzalnych rohov na-
padne kontrastovala s nulovym sfarbenim v jej medialnej Casti.
Vysvetlit tento jav pomdze zistenie, zZe aferentné vlakna sa este
pred vstupom do dorzalnych rohov miechy rozdelia na medialny
a lateralny zviazok (Marsala, 1985). Medialny zvédzok pozostava
z hrubych myelinizovanych vlakien, ktoré st v periférii napojené
na receptory, akymi st Golgiho §lachové vretienka, neuromusku-
larne vretienka, ako aj Meissnerove a Pacciniho telieska. Lateral-
na Cast aferentnych vlakien obsahuje tensie myelinizované, aj ne-
myelinizované vlakna. Neurdny lateralnej Casti teda privadzaju
vzruchy z receptorov, ktoré reaguji na mechanické, ako aj teplot-
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né a bolestivé podnety. V medidlnej Casti sa zakoncuju vldkna
privadzajuce vzruchy zo Specializovanych senzorickych recepto-
rov (Fer¢ékova, 1997). Neurdny oboch ¢asti dorzalnych rohov maju
odlisné chemické substancie, co méze svedcit aj o odlisnej funk-
cii tychto neurénov v ich medialnej a lateralnej Casti (O’Brien
a spol., 1989). Z nasich vysledkov vyplyva, Ze u bazanta sa pre-
nos nervovych vzruchov zo $pecializovanych senzorickych recep-
torov zabezpecuje pravdepodobne inymi neurotransmitermi, ale
nie prostrednictvom NO. V kontraste s touto skuto¢nostou sa zda
NO vyznamnym mediatorom pri prenose mechanickych, teplot-
nych a bolestivych podnetov v mieche bazanta.

Zaver

Pri hodnoteni pritomnosti NADPH-d v hrudnikovej mieche
bazanta sme dospeli k zaveru, Zze NO pravdepodobne funguje ako
neurotransmiter v autondmnych pregangliovych neurdénoch a zi-
Castiuje sa na senzorickych procesoch a visceralnej regulacii
v mieche bazanta.
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