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Abstract

Kluchova D, Pribula J, Rybarova S, Schmidtova K, Mikloso-
va M, Lovasova K, Dorko F:
Differences in localization of NADPH-d positive neurons in
the gray matter of the spinal cord in some species
Bratisl Lek Listy 2000; 101 (10): 558�564

The presence of NADPH-diaphorase (NADPH-d) activity
was investigated in the thoracic part of rat, rabbit and phea-
sant spinal cords. Histochemical method for visualization of
NADPH-d was used in this study.
The comparison between all spinal cord regions (laminae) in
three experimental species revealed marked differences. Es-
pecially in the ventral horn, the presence of NADPH-d activi-
ty was different. While the pheasant ventral horn possesed
number of scattered intensively stained neurons, the rat and
rabbit showed no NADPH-d activity in this region.
Pericentral area (lamina X), intermediate zone (lamina VII)
and dorsal horn revealed the presence of NADPH-d positive
neurons in all examinated species although they differed in
the distribution of NADPH-d activity.
In summary, it can be suggested that the observed differences
in the presence and distribution of NADPH-d activity among
species may reflect their different phylogenetic development.
As a consequence, different NO function in spinal cord of va-
rious species can be presumed. (Fig. 10, Ref. 28.)
Key words: comparison, NADPH-d, spinal cord, distribu-
tion.

Abstrakt

Kluchová D., Pribula J., Rybárová S., Schmidtová K., Miklo�o-
vá M., Lovásová K., Dorko F.:
Odli�nosti v lokalizácii NADPH-d pozitívnych neurónov v sivej
hmote miechy jednotlivých druhov
Bratisl. lek. Listy, 101, 2000, è. 10, s. 558�564

V predlo�enej práci sme porovnávali distribúciu NADPH-diafo-
rázy (NADPH-d) v hrudníkovej mieche potkana, králika a ba-
�anta. Na znázornenie NADPH-d sme pou�ili histochemickú
metódu, ktorá sa pova�uje za vhodný marker prítomnosti syntá-
zy oxidu dusíka (NOS).
Porovnanie jednotlivých vrstiev (lamín) miechy troch experi-
mentálnych druhov zvierat ukázalo znaèné rozdiely. Vo ventrál-
nych rohoch potkana a králika sme nezistili �iadne NADPH-d
pozitívne sfarbenie, kým u ba�anta sme v tejto oblasti zazname-
nali roztrúsené intenzívne sfarbené neuróny. V oblasti interme-
diolaterálneho jadra (IML) sa u potkana potvrdila prítomnos�
poèetných, tesne zoskupených neurónov, ktoré boli jasne tmavo-
modro sfarbené. Podobné neuróny sme zistili aj v mieche králi-
ka, tie v�ak boli menej poèetné. Táto lokalita neukázala u ba�an-
ta �iadnu prítomnos� NADPH-d pozitivity.
Zona intermedia a pericentrálna oblas� potvrdili prítomnos�
NADPH-d pozitívnych neurónov u v�etkých troch druhov expe-
rimentálnych zvierat, i keï sa lí�ili tvarom svojich tiel a poètom.
Podobne dorzálne rohy ukázali prítomnos� NADPH-d pozitivity,
ale jej prítomnos� v miechach jednotlivých zvierat bola odli�ná
v mediolaterálnom usporiadaní.
Na záver mo�no kon�tatova�, �e zistené rozdiely v prítomnosti
a distribúcii NADPH-d aktivity u jednotlivých druhov experi-
mentálnych zvierat mô�u vyjadrova� odli�ný fylogenetický vý-
voj. V dôsledku toho mo�no predpoklada� odli�nú funkciu NO
v mieche rôznych druhov zvierat. (Obr. 10, lit. 28.)
K¾úèové slová: porovnanie, NADPH-d, miecha, distribúcia.

Ústav anatómie Lekárskej fakulty Univerzity P.J. �afárika v Ko�iciach

Adresa: Doc. MUDr. D. Kluchová, CSc., Ústav anatómie LF UPJ�, �ro-
bárova 2, 040 01 Ko�ice.



559KLUCHOVA D et al: DIFFERENCES IN LOCALIZATION OF NADPH-d POSITIVE ...

Neuronálna funkcia oxidu dusíka � NO (nitric oxide) je v po-
slednom období intenzívne skúmanou problematikou, keï�e je
ve¾mi podobná neurotransmiterom (Bredt a Snyder, 1992; Daw-
son a spol., 1991). NO je plyn s polèasom rozpadu 5 sekúnd, a te-
da metodicky je ve¾mi problematický priamy dôkaz jeho prítom-
nosti (Kelm a spol., 1988). Enzým, ktorý syntetizuje NO � NOS
(nitric oxide synthase), v�ak mo�no dokáza� nepriamo pou�itím
histochemickej metódy na znázornenie NADPH-d (NADPH-dia-
forázy) (Hope a spol., 1991).

Nervové bunky, ktoré sú NADPH-d pozitívne, majú NOS a sú
rovnocenné s bunkami pozitívnymi na NOS imunocytochémiu
(Grozdanovic a spol., 1992).

Prítomnos� NADPH-d pozitívnych neurónov sa potvrdila
v mieche viacerých experimentálnych zvierat, napr. u maèky (Viz-
zard a spol., 1994; Mizukawa a spol., 1989), potkana (Valtscha-
noff a spol., 1992), králika (Kluchová a spol., 1997), psa (Vizzard
a spol., 1997), ale aj u oboj�ivelníkov (Muòoz a spol., 1996), rýb
(Funakoshi a spol., 1995) a plazov (Jiang a Terashima, 1996).

V tejto práci sme sa pokúsili objasni�, èi existujú nejaké dru-
hové odli�nosti v distribúcii NADPH-d pozitívnych neurónov
v mieche králika, potkana a ba�anta. Ïalej sme sa podrobnej�ie
zamerali na skúmanie miechy ba�anta z tohto h¾adiska, preto�e
sme sa doteraz v literatúre nestretli s rie�ením uvedenej proble-
matiky.

Materiál a metódy

V na�ich pokusoch sme v�etky experimentálne zvieratá anes-
tetizovali pentobarbitalom (35 mg/kg, i.v.). Potom boli zvieratá
usmrtené intrakardiálnou perfúziou fyziologickým roztokom a ná-
slednou perfúziou 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 boli mie-
chy vyoperované z vertebrálneho kanála a ulo�ené v rovnakom
fixaènom roztoku na 3�4 h. Nasledovalo ich umiestnenie v 30 %
sacharóze v tom istom fosfátovom tlmivom roztoku cez noc pri 4
°C. Potom sme miechy narezali na zmrazovacom mikrotóme na
rezy s hrúbkou 45 µm.

Pou�itú histochemickú reakciu na znázornenie NADPH-d ak-
tivity sme modifikovali pod¾a Scherera-Singlera a spol. (1993).
Pod¾a nej sme rezy miechy inkubovali 1 h pri 37 °C v roztoku 1,5
mM nitroblue tetrazólia (NBT, Sigma Chemicals, N-6876), 1,0
mM ß-nikotínamidadeníndinukleotid fosfátu (NADPH, Sigma
Chemicals, N-1630), 10,0 mM monosodium malátu (Malic acid,
Sigma Chemicals, M-1125), 0,5 % Tritonu X-100 rozpusteného
v 0,1 M fosfátovom tlmivom roztoku, pH 8,0 (Kluchová a spol.,
1997, 1998; Mar�ala a spol., 1997). Kontrolné rezy sme inkubo-
vali 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 M fosfátovom
tlmivom roztoku (pH 7,4), montovali na sklíèka a nechali vysu�i�
na vzduchu cez noc. Nakoniec sme tieto rezy pokrývali entelanom.

Výsledky

Uvedené výsledky sme získali z miech 4 potkanov, 7 králikov
a 3 ba�antov.

Pri sledovaní distribúcie NADPH-d aktivity v mieche potkana
sme zistili tri základné lokality, ktorých výskyt a kvantita sa meni-
li v jednotlivých segmentoch (obr. 1). Boli to dorzálne rohy (lami-
na I a II), pericentrálna oblas� (lamina X) a zona intermedia (la-

Fig. 1. Transverse section through the thoracic spinal cord of the rat shows an intensively stained area of autonomic preganglionic neurons
(3,2x4).
Obr. 1. Prieèny rez hrudníkovou miechou potkana. Oblas� autonómnych pregangliových neurónov je výrazne sfarbená (3,2x4).
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mina VII). Významné bolo zistenie, �e �iadnu NADPH-d poziti-
vitu sme nena�li vo ventrálnych rohoch miechy potkana. Distribú-
cia týchto �truktúr bola podobná v mieche králika (obr. 2). U ba-
�anta sa jeho miecha v prieènom reze odli�ovala celkovým tva-

rom a nejasnými kontúrami sivej hmoty, ale aj neprítomnos�ou
NADPH-d sfarbenia v zona intermedia (obr. 3).

Detailnej�ie pozorovanie jednotlivých vrstiev (laminae) mie-
chy ukázalo ve¾ké odli�nosti v distribúcii NADPH-d pozitivity

Fig. 3. Note the different shape and unclear border of gray matter in the section though the spinal cord of pheasant. No staining can be seen in
the area of IML column (3,2x4).
Obr. 3. Odli�ný tvar miechy ba�anta. Sivá hmota je len neostro ohranièená. �iadnu NADPH-d aktivitu nevidie� v oblasti IML jadra (3,2x4).

Fig. 2. View of the rabbit spinal cord reveals solitary arranged NADPH-d positive neurons in the IML area (3,2x4).
Obr. 2. Poh¾ad na rez miechy králika ukazuje jednotlivé NADPH-d pozitívne neuróny v IML oblasti (3,2x4).
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Fig. 4. Bilaminar NADPH-d staining in the superficial layers of the
rat dorsal horn (10x4).
Obr. 4. Bilaminárne NADPH-d sfarbenie v povrchových vrstvách
dorzálnych rohov potkana (10x4).

Fig. 5. NADPH-d positivity in the dorsal horn of the rabbit is inter-
rupted by the afferent nerve fibres (10x4).
Obr. 5. NADPH-d pozitivita v dorzálnych rohoch králika je preru�o-
vaná aferentnými nervovými vláknami (10x4).

Fig. 6. No staining in the medial part and a positive NADPH-d reac-
tion in the lateral direction were seen in neurons of the pheasant do-
rsal horn (10x4).
Obr. 6. V mediálnej èasti dorzálneho rohu ba�anta nevidie� �iadnu
NADPH-d reakciu. V�etka pozitivita je presunutá do jeho laterálnej
èasti (10x4).

Fig. 7. Numerous NADPH-d positive neurons around the central ca-
nal of the rat (10x4).
Obr. 7. Poèetné NADPH-d neuróny v okolí centrálneho kanála pot-
kana (10x4).

v dorzálnych rohoch, zvlá�� v lamina I a II. Zrete¾né vrstvenie
týchto lamín sme zistili u potkana (obr. 4), kým u králika bolo la-
minárne usporiadanie difúzne, ale pozitivita bola jasne preru�ova-
ná vstupujúcimi aferentnými vláknami (obr. 5). Dorzálne rohy
ba�anta preukazovali úplný presun NADPH-d pozitívnych neuró-
nov do laterálnej èasti (obr. 6).

Pericentrálna oblas� (lamina X) miechy potkana ukázala prí-
tomnos� NADPH-d pozitívnych neurónov s výraznými vzájomne
komunikujúcimi výbe�kami, èasto zasahujúcimi a� do dorzálnej
komisúry (obr. 7). Prekvapujúca bola ve¾kos� centrálneho kanála
v mieche králika (obr. 8). Pericentrálne neuróny boli èasto lokali-
zované tesne subependymálne. Znaèné rozdiely sme zaznamenali
v pericentrálnej oblasti miechy ba�anta (obr. 9). Malý centrálny
kanál bol ulo�ený nepomerne ventrálnej�ie, NADPH-d pozitívne
neuróny sa nachádzali v ni��om poète, posunuté viac dorzálnym

smerom. Tvar týchto buniek bol tie� odli�ný, ich telá boli men�ie,
s len malým poètom krátkych výbe�kov.

V oblasti ventrálnych rohov sme nezistili u potkana ani u krá-
lika takmer �iadne NADPH-d pozitívne neuróny. Miecha ba�anta
bola odli�ná aj v tomto smere (obr. 10). Pozitívne sfarbené neuró-
ny s malými výbe�kami boli roztrúsené po celej ploche ventrál-
nych rohov.

Diskusia

V predlo�enej práci sme mapovali distribúciu NADPH-d ak-
tivity v mieche potkana, králika a ba�anta. Výsledky predchádza-
júcich prác získané z miechy potkana a králika (Valtschanoff
a spol., 1992; Kluchová a spol., 1997, 1998) potvrdili pä� oblastí,
v ktorých sa stabilne nachádza NADPH-d. Ide o tieto lokality: 1.
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Absencia NADPH-d v autonómnych pregangliových neurónoch
a jeho prítomnos� v predných rohoch sa najvýraznej�ie odli�nosti
pozorovali v mieche ba�anta pri porovnaní s miechou potkana
a králika.

Ventrálne rohy
Vo ventrálnych rohoch miechy potkana a králika sa nezistila

prítomnos� NADPH-d pozitívnych neurónov. Táto skutoènos� je
pri fyziologických podmienkach zrejmá aj u iných druhov (Val-
tschanoff a spol., 1992; Dun a spol., 1993). Pri patologických pod-
mienkach sa v�ak zistili odli�né výsledky.

Po rhizotómii (Vizzard a spol., 1993) a po axonálnom po-
�kodení (Wu, 1993) ukazovali motoneuróny predných rohov prí-
tomnos� NADPH-d aj NOS aktivity. Napriek v�eobecnej absen-
cii NADPH-d sfarbenia v predných rohoch miechy pri fyziolo-
gických podmienkach bolo mo�né potvrdi� prítomnos� NAD-
PH-d aj NOS u maèky v tejto oblasti (Vizzard a spol., 1994).
V krènej mieche maèky boli takto sfarbené neuróny prítomné vo
ventrolaterálnej èasti predných rohov. Uvedená lokalita svedèí
tom, �e takéto neuróny mô�u by� súèas�ou nucleus accessorius.
Na�e výsledky z miechy ba�anta potvrdili prítomnos� NADPH-
d pozitívnych neurónov roztrúsených v predných rohoch. Táto
skutoènos� ponúka viacero mo�ností vysvetlenia. Buï ide o po-
puláciu motoneurónov so zvlá�tnymi neurochemickými vlastnos-
�ami, alebo okrem motoneurónov sú tam prítomné aj iné typy
neurónov, napr. autonómne alebo aferentné (Vizzard a spol.,
1994). V práci Pullena a spol. (1997) sa potvrdzuje, �e v nie-
ktorých rezoch hrudníkovej miechy maèky sú vidite¾né zrete¾ne
odlí�ené mediálne a laterálne skupiny NOS pozitívnych moto-
neurónov. Pokusy s retrográdnym znaèením potvrdili, �e moto-
neuróny, ktoré inervujú mm. intercostales externi a mm. levato-
res costarum, sú lokalizované ventrolaterálne, kým motoneuró-
ny pre mm. intercostales interni sa nachádzajú skôr dorzome-
diálne v predných rohoch miechy (Johnson, 1986). Tieto zistenia
a na�e výsledky potvrdzujúce prítomnos� NADPH-d aktivity
v predných rohoch ba�anta nám ponúkajú vysvetlenie, pod¾a

Fig. 8. Note the extensive diameter of the rabbit central canal (10x4).
Obr. 8. Výrazne zväè�ený priemer centrálneho kanála v mieche krá-
lika (10x4).

Fig. 9. Pericentral area of the pheasant spinal cord. Neurons were
more distant to the central canal (10x4).
Obr. 9. Pericentrálna oblas� v mieche ba�anta. Neuróny sú lokalizo-
vané vo väè�ej vzdialenosti od centrálneho kanála (10x4).

Fig. 10. NADPH-d positive neurons were seen scattered throughout
the ventral horn of the pheasant (10x4).
Obr. 10. NADPH-d pozitívne neuróny zrete¾ne vidie� roztrúsené vo
ventrálnych rohoch miechy ba�anta (10x4).

autonómne pregangliové neuróny (lamina VII), 2. neuróny zona
intermedia (lamina VII), 3. pericentrálne neuróny (lamina X), 4.
neuróny v hlbokej (lamina IV�VI) a 5. povrchovej vrstve (lami-
na I�III) dorzálnych rohov. Ve¾ké mno�stvo NADPH-d pozitív-
nych neurónov sa pravdepodobne zúèastòuje na senzorických pro-
cesoch v mieche a na viscerálnej regulácii.

Distribúcia NADPH-d aktivity bola odli�ná v mieche ba�an-
ta. Jej prítomnos� sa zistila v týchto oblastiach: 1. v somatomoto-
rických neurónoch ventrálnych rohov (lamina VIII�IX), 2. neu-
róny zona intermedia (lamina VII), 3. pericentrálne neuróny (la-
mina X), 4. neuróny v hlbokej (lamina IV�VI) a 5. povrchovej
vrstve (lamina I-III) dorzálnych rohov. Táto skutoènos� jasne po-
ukazuje na odli�nosti v lokalizácii NADPH-d v mieche potkana
a králika na jednej strane a v mieche ba�anta na druhej strane.
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ktorého mô�u uvedené motoneuróny takto vyjadrova� svoju od-
li�nú funkciu u vtákov, preto�e tento druh má krídla. Inou mo�-
nos�ou vysvetlenia tohto sfarbenia je fakt, �e u vtákov existuje
nepomerne viac propriospinálnych spojení v porovnaní s inými
�ivoèí�nymi druhmi. Potvrdenie tejto teórie si v�ak bude vy�a-
dova� v budúcnosti ïal�ie pokusy.

IML oblas�
Práce zamerané na prítomnos� NADPH-d v pregangliových

autonómnych neurónoch miechy ukázali, �e medzi jednotlivými
druhmi mô�u existova� odli�nosti. Sfarbenie v IML oblasti sa po-
tvrdilo u potkana (Anderson a spol., 1992; Valtschanoff a spol.,
1992; Blottner a Baumgarten, 1992), ale nezistilo sa u maèky
(Mizukawa a spol., 1989). V kontraste s uvedeným faktom sa u to-
ho istého druhu � maèky zistila výrazná NADPH-d aktivita v IML
oblasti pri skúmaní inými autormi (Vizzard a spol., 1994). Dôvo-
dom pre uvedené odli�nosti mô�u by� rozdielne spôsoby fixácie
pou�itej v oboch experimentoch (Mizukawa a spol., 1989). Auto-
nómne neuróny parasympatikového jadra sa u jednotlivých dru-
hov tie� lí�ili v tomto smere. Kým v mieche psa a maèky sa NAD-
PH-d pozitivita v tejto oblasti nezistila (Vizzard a spol., 1994,
1997), u potkana (Valtschanoff a spol., 1992) a králika (Mar�ala
a spol., 1997) bola táto lokalita výrazne sfarbená.

Výsledky získané v tejto práci potvrdili prítomnos� NAD-
PH-d aktivity v sympatikových pregangliových neurónoch pot-
kana a králika, ale nie u ba�anta. V mieche ba�anta sa v�ak zisti-
lo väè�ie mno�stvo pozitívne sfarbených neurónov lokalizova-
ných mediálnej�ie od oblasti IML, teda v mieste zodpovedajú-
com nucleus intercalatus. O tomto jadre je známe, �e obsahuje
sympatikové pregangliové neuróny. Vizzard a spol. (1994) po-
tvrdili prítomnos� NADPH-d aktivity v tejto oblasti aj u iných
�ivoèí�nych druhov. Tieto zistenia dovo¾ujú predpoklad, �e NO
mô�e fungova� ako neurotransmiter v sympatikových preganglio-
vých neurónoch a ba�anta a mô�e tam ma� dôle�itú úlohu pri
viscerálnej regulácii.

Dorzálne rohy
Pri hodnotení prítomnosti NADPH-d aktivity v dorzálnych

rohoch sme zaznamenali ve¾ké rozdiely medzi jednotlivými ex-
perimentálnymi zvieratami. Kým u potkana bola pozitivita v po-
vrchových vrstvách usporiadaná laminárne, u králika bolo vidie�
difúzne rozlo�enie NADPH-d sfabenia. Dorzálne rohy ba�anta
preukazovali v porovnaní s uvedenými druhmi znaèné odli�nos-
ti, a to hlavne v zmysle mediolaterálnej distribúcie. Silná NAD-
PH-d pozitivita v laterálnej èasti povrchovej vrstvy dorzálnych
rohov nápadne kontrastovala s nulovým sfarbením v jej mediál-
nej èasti. K vysvetleniu tohto javu mô�e napomôc� zistenie, �e
aferentné vlákna sa e�te pred vstupom do dorzálnych rohov mie-
chy 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, neuromuskulárne vretienka, ako aj Meissne-
rove a Pacciniho telieska. Laterálna èas� aferentných vlákien
obsahuje ten�ie myelinizované, aj nemyelinizované vlákna. Ne-
uróny laterálnej èasti teda privádzajú vzruchy z receptorov, kto-
ré reagujú na mechanické, ako aj teplotné a bolestivé podnety.
V mediálnej èasti sa zakonèujú vlákna privádzajúce vzruchy zo
�pecializovaných senzorických receptorov (Ferèáková, 1997).

Neuróny oboch èastí dorzálnych rohov majú odli�né chemické
substancie, èo mô�e svedèi� aj o odli�nej funkcii týchto neuró-
nov v ich mediálnej a laterálnej èasti (O�Brien a spol., 1989).
Z na�ich výsledkov vyplýva, �e u ba�anta je prenos nervových
vzruchov zo �pecializovaných senzorických receptorov zabez-
peèovaný pravdepodobne inými neurotransmitermi, ale nie pros-
tredníctvom NO. V kontraste s touto skutoènos�ou sa zdá NO
významným mediátorom pri prenose mechanických, teplotných
a bolestivých podnetov v mieche ba�anta.

Záver

Pri hodnotení výsledkov získaných z miech troch druhov ex-
perimentálnych zvierat sme zaznamenali viaceré rozdiely, ktoré
sa týkali jednak morfológie celkovej miechy, jednak distribúcie
NADPH-d pozitivity v jednotlivých èastiach sivej hmoty. Vo
v�etkých sledovaných lokalitách sme zistili men�ie rozdiely me-
dzi králikom a potkanom, v porovnaní s ba�antom. Uvedené
odli�nosti vyplývajú pravdepodobne z rozdielneho fylogenetic-
kého vývoja.
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