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Differences in localization of NADPH-d positive neurons
in the gray matter of the spinal cord in some species
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Odlisnosti v lokalizacii NADPH-d pozitivnych neurénov v sivej hmote
miechy jednotlivych druhov
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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.)
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tion.

Abstrakt
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Odlisnosti v lokalizacii NADPH-d pozitivnych neurénov v sivej
hmote miechy jednotlivych druhov
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V predlozenej praci sme porovnavali distribuciu NADPH-diafo-
razy (NADPH-d) v hrudnikovej mieche potkana, kralika a ba-
zanta. Na zndzornenie NADPH-d sme pouzili histochemicku
metodu, ktord sa povazuje za vhodny marker pritomnosti synta-
zy oxidu dusika (NOS).

Porovnanie jednotlivych vrstiev (lamin) miechy troch experi-
mentalnych druhov zvierat ukazalo zna¢né rozdiely. Vo ventral-
nych rohoch potkana a kralika sme nezistili ziadne NADPH-d
pozitivne sfarbenie, kym u bazanta sme v tejto oblasti zazname-
nali roztriisené intenzivne sfarbené neurdny. V oblasti interme-
diolateralneho jadra (IML) sa u potkana potvrdila pritomnost’
pocetnych, tesne zoskupenych neurénov, ktoré boli jasne tmavo-
modro sfarbené. Podobné neurény sme zistili aj v mieche krali-
ka, tie vSak boli menej pocetné. Tato lokalita neukazala u bazan-
ta ziadnu pritomnost NADPH-d pozitivity.

Zona intermedia a pericentralna oblast’ potvrdili pritomnost’
NADPH-d pozitivnych neurénov u vsetkych troch druhov expe-
rimentalnych zvierat, i ked’ sa lisili tvarom svojich tiel a po¢tom.
Podobne dorzalne rohy ukazali pritomnost NADPH-d pozitivity,
ale jej pritomnost’ v miechach jednotlivych zvierat bola odlisna
v mediolateralnom usporiadani.

Na zaver mozno konstatovat’, Ze zistené rozdiely v pritomnosti
a distribucii NADPH-d aktivity u jednotlivych druhov experi-
mentalnych zvierat mézu vyjadrovat’ odlisny fylogeneticky vy-
voj. V dosledku toho mozno predpokladat’ odlisnu funkciu NO
v mieche roznych druhov zvierat. (Obr. 10, lit. 28.)
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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. Prie¢ny rez hrudnikovou miechou potkana. Oblast’ autonomnych pregangliovych neuréonov je vyrazne sfarbena (3,2x4).

Neuronalna funkcia oxidu dusika — NO (nitric oxide) je v po-
slednom obdobi intenzivne skumanou problematikou, ked’ze je
vel'mi podobna neurotransmiterom (Bredt a Snyder, 1992; Daw-
son a spol., 1991). NO je plyn s pol¢asom rozpadu 5 sektind, a te-
da metodicky je vel'mi problematicky priamy dokaz jeho pritom-
nosti (Kelm a spol., 1988). Enzym, ktory syntetizuje NO — NOS
(nitric oxide synthase), v8ak mozno dokazat nepriamo pouzitim
histochemickej metody na zndzornenie NADPH-d (NADPH-dia-
forazy) (Hope a spol., 1991).

Nervové bunky, ktoré st NADPH-d pozitivne, maju NOS a st
rovnocenné s bunkami pozitivnymi na NOS imunocytochémiu
(Grozdanovic a spol., 1992).

Pritomnost’ NADPH-d pozitivnych neurénov sa potvrdila
v mieche viacerych experimentalnych zvierat, napr. u macky (Viz-
zard a spol., 1994; Mizukawa a spol., 1989), potkana (Valtscha-
noff a spol., 1992), kralika (Kluchova a spol., 1997), psa (Vizzard
a spol., 1997), ale aj u obojzivelnikov (Munoz a spol., 1996), ryb
(Funakoshi a spol., 1995) a plazov (Jiang a Terashima, 1996).

V tejto praci sme sa pokusili objasnit’, ¢i existuju nejaké dru-
hové odlisnosti v distribucii NADPH-d pozitivnych neurénov
v mieche kralika, potkana a bazanta. Dalej sme sa podrobnejsie
zamerali na skimanie miechy bazanta z tohto hl'adiska, pretoze
sme sa doteraz v literatire nestretli s rieSenim uvedenej proble-
matiky.

Material a metédy

V nasich pokusoch sme vSetky experimentdlne zvierata anes-
tetizovali pentobarbitalom (35 mg/kg, i.v.). Potom boli zvierata
usmrtené intrakardialnou perfuziou fyziologickym roztokom a na-
slednou perfiziou 4 % paraformaldehydom s 0,1 % glutaraldehy-

dom v 0,1 M fosfatovom tlmivom roztoku, pH 7,4. Roztoky boli
Cerstvé, pripravované tesne pred perfuziou. Po perfuzii boli mie-
chy vyoperované z vertebralneho kandla a ulozené v rovnakom
fixaénom roztoku na 3—4 h. Nasledovalo ich umiestnenie v 30 %
sachardze v tom istom fosfatovom tlmivom roztoku cez noc pri 4
°C. Potom sme miechy narezali na zmrazovacom mikrotome na
rezy s hrabkou 45 pm.

Pouzitl histochemicku reakciu na zndzornenie NADPH-d ak-
tivity sme modifikovali podl'a Scherera-Singlera a spol. (1993).
Podl'a nej sme rezy miechy inkubovali 1 h pri 37 °C v roztoku 1,5
mM nitroblue tetrazélia (NBT, Sigma Chemicals, N-6876), 1,0
mM B-nikotinamidadenindinukleotid fosfatu (NADPH, Sigma
Chemicals, N-1630), 10,0 mM monosodium malatu (Malic acid,
Sigma Chemicals, M-1125), 0,5 % Tritonu X-100 rozpusteného
v 0,1 M fosfatovom tlmivom roztoku, pH 8,0 (Kluchova a spol.,
1997, 1998; Marsala a spol., 1997). Kontrolné rezy sme inkubo-
vali takym istym spdsobom, ale bez NADPH v reak¢nom roztoku.
Takto sme testovali endogénnu reduként aktivitu podl'a Hopeho
a Vincenta (1989).

Po inkubacnej reakcii sme rezy prepierali v 0,1 M fosfatovom
tlmivom roztoku (pH 7,4), montovali na sklicka a nechali vysusit
na vzduchu cez noc. Nakoniec sme tieto rezy pokryvali entelanom.

Vysledky

Uvedené vysledky sme ziskali z miech 4 potkanov, 7 kralikov
a 3 bazantov.

Pri sledovani distribicie NADPH-d aktivity v mieche potkana
sme zistili tri zakladné lokality, ktorych vyskyt a kvantita sa meni-
li v jednotlivych segmentoch (obr. 1). Boli to dorzalne rohy (lami-
na I a IT), pericentralna oblast’ (lamina X) a zona intermedia (la-
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Fig. 2. View of the rabbit spinal cord reveals solitary arranged NADPH-d positive neurons in the IML area (3,2x4).
Obr. 2. PohP’ad na rez miechy krailika ukazuje jednotlivé NADPH-d pozitivne neurény v IML oblasti (3,2x4).

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. Odlisny tvar miechy baZanta. Siva hmota je len neostro ohrani¢ena. Ziadnu NADPH-d aktivitu nevidiet’ v oblasti IML jadra (3,2x4).

mina VII). Vyznamné bolo zistenie, ze ziadnu NADPH-d poziti-  rom a nejasnymi kontirami sivej hmoty, ale aj nepritomnostou
vitu sme nenasli vo ventralnych rohoch miechy potkana. Distrib- ~ NADPH-d sfarbenia v zona intermedia (obr. 3).

cia tychto $truktar bola podobna v mieche kralika (obr. 2). U ba- Detailnejsie pozorovanie jednotlivych vrstiev (laminae) mie-
zanta sa jeho miecha v prienom reze odliSovala celkovym tva-  chy ukazalo velké odlisnosti v distribucii NADPH-d pozitivity



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

Fig. 4. Bilaminar NADPH-d staining in the superficial layers of the
rat dorsal horn (10x4).

Obr. 4. Bilaminarne NADPH-d sfarbenie v povrchovych vrstviach
dorzalnych rohov potkana (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 medidlnej ¢asti dorzalneho rohu bazanta nevidiet’ Ziadnu
NADPH-d reakciu. VSetka pozitivita je presunuta do jeho lateralnej
casti (10x4).

v dorzalnych rohoch, zvlast' v lamina I a II. Zrete'né vrstvenie
tychto lamin sme zistili u potkana (obr. 4), kym u kralika bolo la-
minarne usporiadanie diftizne, ale pozitivita bola jasne prerusova-
na vstupujucimi aferentnymi vlaknami (obr. 5). Dorzalne rohy
bazanta preukazovali Gplny presun NADPH-d pozitivnych neuro-
nov do lateralnej Casti (obr. 6).

Pericentralna oblast’ (lamina X) miechy potkana ukézala pri-
tomnost NADPH-d pozitivnych neurdénov s vyraznymi vzajomne
komunikujucimi vybezkami, Casto zasahujucimi az do dorzalne;j
komistry (obr. 7). Prekvapujica bola vel'kost’ centralneho kanala
v mieche kralika (obr. 8). Pericentralne neurdny boli ¢asto lokali-
zované tesne subependymalne. Znac¢né rozdiely sme zaznamenali
v pericentralnej oblasti miechy bazanta (obr. 9). Maly centralny
kanal bol ulozeny nepomerne ventralnejsie, NADPH-d pozitivne
neurdny sa nachadzali v nizSom poéte, posunuté viac dorzalnym

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 dorzalnych rohoch kralika je preruso-
vana aferentnymi nervovymi vldknami (10x4).

Fig. 7. Numerous NADPH-d positive neurons around the central ca-
nal of the rat (10x4).

Obr. 7. Po¢etné NADPH-d neurény v okoli centralneho kanala pot-
kana (10x4).

smerom. Tvar tychto buniek bol tiez odlisny, ich tela boli mensie,
s len malym poétom kratkych vybezkov.

V oblasti ventralnych rohov sme nezistili u potkana ani u kra-
lika takmer ziadne NADPH-d pozitivne neurény. Miecha bazanta
bola odli$na aj v tomto smere (obr. 10). Pozitivne sfarbené neuro-
ny s malymi vybezkami boli roztrusené po celej ploche ventral-
nych rohov.

Diskusia

V predlozenej praci sme mapovali distribuciu NADPH-d ak-
tivity v mieche potkana, kralika a bazanta. Vysledky predchadza-
jucich prac ziskané z miechy potkana a kralika (Valtschanoff
a spol., 1992; Kluchova a spol., 1997, 1998) potvrdili pat’ oblasti,
v ktorych sa stabilne nachadza NADPH-d. Ide o tieto lokality: 1.
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Fig. 8. Note the extensive diameter of the rabbit central canal (10x4).
Obr. 8. Vyrazne zviac¢Seny priemer centralneho kanala v mieche kra-
lika (10x4).

Fig. 10. NADPH-d positive neurons were seen scattered throughout
the ventral horn of the pheasant (10x4).

Obr. 10. NADPH-d pozitivne neurdny zretel’ne vidiet’ roztrisené vo
ventralnych rohoch miechy bazanta (10x4).

autonomne pregangliové neurény (lamina VII), 2. neurény zona
intermedia (lamina VII), 3. pericentralne neurény (lamina X), 4.
neurény v hlbokej (lamina IV—VI) a 5. povrchovej vrstve (lami-
na [—III) dorzalnych rohov. Velké mnozstvo NADPH-d pozitiv-
nych neurénov sa pravdepodobne zicastiiuje na senzorickych pro-
cesoch v mieche a na visceralnej regulécii.

Distribucia NADPH-d aktivity bola odli$na v mieche baZan-
ta. Jej pritomnost’ sa zistila v tychto oblastiach: 1. v somatomoto-
rickych neurénoch ventralnych rohov (lamina VIII—IX), 2. neu-
rény zona intermedia (lamina VII), 3. pericentralne neurény (la-
mina X), 4. neurony v hlbokej (lamina IV—VI) a 5. povrchove;j
vrstve (lamina I-11I) dorzélnych rohov. Této skutocnost’ jasne po-
ukazuje na odliSnosti v lokalizacii NADPH-d v mieche potkana
a kralika na jednej strane a v mieche bazanta na druhej strane.

e

o
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Fig. 9. Pericentral area of the pheasant spinal cord. Neurons were
more distant to the central canal (10x4).

Obr. 9. Pericentralna oblast’ v mieche baZanta. Neuroény su lokalizo-
vané vo vidcsej vzdialenosti od centralneho kanala (10x4).

Absencia NADPH-d v autonomnych pregangliovych neurénoch
a jeho pritomnost’ v prednych rohoch sa najvyraznejsie odlisnosti
pozorovali v mieche bazanta pri porovnani s miechou potkana
a kralika.

Ventralne rohy

Vo ventralnych rohoch miechy potkana a kralika sa nezistila
pritomnost’ NADPH-d pozitivnych neurénov. Tato skutocnost’ je
pri fyziologickych podmienkach zrejma aj u inych druhov (Val-
tschanoffa spol., 1992; Dun a spol., 1993). Pri patologickych pod-
mienkach sa vSak zistili odlisné vysledky.

Po rhizotémii (Vizzard a spol., 1993) a po axondlnom po-
Skodeni (Wu, 1993) ukazovali motoneurény prednych rohov pri-
tomnost NADPH-d aj NOS aktivity. Napriek vSeobecnej absen-
cii NADPH-d sfarbenia v prednych rohoch miechy pri fyziolo-
gickych podmienkach bolo mozné potvrdit’ pritomnost NAD-
PH-d aj NOS u macky v tejto oblasti (Vizzard a spol., 1994).
V krénej mieche macky boli takto sfarbené neurdny pritomné vo
ventrolateralnej Casti prednych rohov. Uvedena lokalita sved¢i
tom, Ze takéto neurony mozu byt sucast’ou nucleus accessorius.
Nase vysledky z miechy bazanta potvrdili pritomnost NADPH-
d pozitivnych neurénov roztrusenych v prednych rohoch. Této
skuto¢nost’ ponuka viacero moznosti vysvetlenia. Bud’ ide o po-
puléciu motoneurdnov so zvlastnymi neurochemickymi vlastnos-
tami, alebo okrem motoneurdénov si tam pritomné aj iné typy
neurénov, napr. autonomne alebo aferentné (Vizzard a spol.,
1994). V praci Pullena a spol. (1997) sa potvrdzuje, Ze v nie-
ktorych rezoch hrudnikovej miechy macky st viditeI'né zretelne
odlisené¢ medidlne a lateralne skupiny NOS pozitivnych moto-
neurénov. Pokusy s retrogradnym znacenim potvrdili, Zze moto-
neurény, ktoré inervuju mm. intercostales externi a mm. levato-
res costarum, su lokalizované ventrolateralne, kym motoneuro-
ny pre mm. intercostales interni sa nachadzaju skor dorzome-
dialne v prednych rohoch miechy (Johnson, 1986). Tieto zistenia
anase vysledky potvrdzujuce pritomnost NADPH-d aktivity
v prednych rohoch bazanta nam pontkaji vysvetlenie, podl'a
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ktorého mdzu uvedené motoneurdny takto vyjadrovat’ svoju od-
lisna funkciu u vtakov, pretoze tento druh ma kridla. Inou moz-
nost'ou vysvetlenia tohto sfarbenia je fakt, Ze u vtakov existuje
nepomerne viac propriospinalnych spojeni v porovnani s inymi
zivo¢isnymi druhmi. Potvrdenie tejto teorie si vSak bude vyza-
dovat’ v buducnosti d’al$ie pokusy.

IML oblast

Prace zamerané na pritomnost NADPH-d v pregangliovych
autonémnych neurénoch miechy ukézali, ze medzi jednotlivymi
druhmi mézu existovat’ odlisnosti. Sfarbenie v IML oblasti sa po-
tvrdilo u potkana (Anderson a spol., 1992; Valtschanoft a spol.,
1992; Blottner a Baumgarten, 1992), ale nezistilo sa u macky
(Mizukawa a spol., 1989). V kontraste s uvedenym faktom sa u to-
ho istého druhu — macky zistila vyrazna NADPH-d aktivita v IML
oblasti pri skimani inymi autormi (Vizzard a spol., 1994). Dovo-
dom pre uvedené odlisnosti mézu byt rozdielne spdsoby fixacie
pouzitej v oboch experimentoch (Mizukawa a spol., 1989). Auto-
ndémne neurdény parasympatikového jadra sa u jednotlivych dru-
hov tiez lisili v tomto smere. Kym v mieche psa a macky sa NAD-
PH-d pozitivita v tejto oblasti nezistila (Vizzard a spol., 1994,
1997), u potkana (Valtschanoff a spol., 1992) a kralika (Marsala
a spol., 1997) bola tato lokalita vyrazne sfarbena.

Vysledky ziskané v tejto praci potvrdili pritomnost NAD-
PH-d aktivity v sympatikovych pregangliovych neurénoch pot-
kana a kréalika, ale nie u bazanta. V mieche bazanta sa vSak zisti-
lo vé¢sie mnozstvo pozitivne sfarbenych neuronov lokalizova-
nych medialnejsie od oblasti IML, teda v mieste zodpovedaju-
com nucleus intercalatus. O tomto jadre je zname, Ze obsahuje
sympatikové pregangliové neurdny. Vizzard a spol. (1994) po-
tvrdili pritomnost NADPH-d aktivity v tejto oblasti aj u inych
zivo¢isnych druhov. Tieto zistenia dovol'uju predpoklad, ze NO
mdze fungovat’ ako neurotransmiter v sympatikovych preganglio-
vych neurénoch a bazanta a méze tam mat’ dolezita tlohu pri
visceralnej regulacii.

Dorzalne rohy

Pri hodnoteni pritomnosti NADPH-d aktivity v dorzalnych
rohoch sme zaznamenali vel'ké rozdiely medzi jednotlivymi ex-
perimentalnymi zvieratami. Kym u potkana bola pozitivita v po-
vrchovych vrstvach usporiadana laminarne, u kralika bolo vidiet’
difuzne rozlozenie NADPH-d sfabenia. Dorzalne rohy bazanta
preukazovali v porovnani s uvedenymi druhmi zna¢né odli§nos-
ti, a to hlavne v zmysle mediolateralnej distribucie. Silna NAD-
PH-d pozitivita v lateralnej ¢asti povrchovej vrstvy dorzalnych
rohov napadne kontrastovala s nulovym sfarbenim v jej medial-
nej Casti. K vysvetleniu tohto javu moéze napomdct’ zistenie, Ze
aferentné vlakna sa este pred vstupom do dorzalnych rohov mie-
chy rozdelia na medialny a lateralny zvézok (Marsala, 1985).
Medidlny zvdzok pozostava z hrubych myelinizovanych vlakien,
ktoré st v periférii napojené na receptory, akymi su Golgiho
§lachové vretienka, neuromuskularne vretienka, ako aj Meissne-
rove a Pacciniho telieska. Lateralna Cast’ aferentnych vlakien
obsahuje tenSie myelinizované, aj nemyelinizované vldkna. Ne-
urény lateralnej Casti teda privadzaju vzruchy z receptorov, kto-
ré reaguji na mechanické, ako aj teplotné a bolestivé podnety.
V medialnej Casti sa zakoncuju vlakna privadzajuce vzruchy zo
$pecializovanych senzorickych receptorov (Ferc¢akova, 1997).

Neurony oboch Casti dorzalnych rohov maju odlisné chemické
substancie, ¢o moze svedcit’ aj o odlisnej funkecii tychto neurd-
nov v ich medidlnej a lateralnej casti (O’Brien a spol., 1989).
Z nasich vysledkov vyplyva, Ze u bazanta je prenos nervovych
vzruchov zo $pecializovanych senzorickych receptorov zabez-
pecovany pravdepodobne inymi neurotransmitermi, ale nie pros-
trednictvom NO. V kontraste s touto skutocnost'ou sa zdd NO
vyznamnym mediatorom pri prenose mechanickych, teplotnych
a bolestivych podnetov v mieche bazanta.

Zaver

Pri hodnoteni vysledkov ziskanych z miech troch druhov ex-
perimentalnych zvierat sme zaznamenali viaceré rozdiely, ktoré
sa tykali jednak morfolégie celkovej miechy, jednak distribucie
NADPH-d pozitivity v jednotlivych castiach sivej hmoty. Vo
vsetkych sledovanych lokalitach sme zistili mensie rozdiely me-
dzi kralikom a potkanom, v porovnani s bazantom. Uvedené
odlisnosti vyplyvaju pravdepodobne z rozdielneho fylogenetic-
kého vyvoja.
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