PUVODNI PRACE

Zmeny v aktivite syntazy oxidu dusnatého
v mieche po ligacii korenov cauda equina

V experimente

Changes in the Nitric Oxide Synthase Activity in the Spinal Cord
after Multiple Cauda Equina Constrictions in the Experiment

Souhrn

Oxid dusnaty (NO) je zndmy ako signalna molekula, ktord hra doélezitu ulohu v patofyzioldgii mnohych
neurodegenerativnych ochoreni. Méalo sa v3ak vie o Ulohe NO v patogenéze cauda equina syndrému. V praci
sme sledovali aktivitu kalciovo-zavislej syntézy oxidu dusnatého (NOS) v Th1-Th12, L1-L3 a L4-L7 segmen-
toch miechy, rozdelenej na dorzélnu, medidlnu a prednu cast a neurénovd NOS imunoreaktivitu ("NOS-IR)
v L4-L7 segmentoch po chirurgicky navodenej mnohondasobnej konstrikcii cauda equina (MCEC) u psa a po
prezivani experimentalnych zvierat po dobu 2 a 5 dni. Signifikantné zvy3enie kalciovo-zavislej NOS aktivity
bolo zaznamenané v zadnej Casti torakélnych a hornych lumbalnych segmentov 2 dni po MCEC, kym na
piaty der enzymova aktivita v zadnej Casti vy3sie uvedenych miechovych segmentov sa signifikantne znizila.
Nevyrazné rozdiely sa zaznamenali v zadnej casti L4-L6 segmentov. V medidlnej casti L4-L7 segmentov
odobranej 2 dni po MCEC, bola kalciovo-zavisla NOS aktivita zvysena len prechodne; hodnota sa vratila tak-
mer na Uroven kontroly piaty deri po konstrikcii. 2 dni trvajuca MCEC nespdsobila zmeny v enzymovej akti-
vite v medidlnej Casti torakdlnych a hornych lumbalnych segmentov. Signifikantné rozdiely sa zaznamenali
len 5 dni po MCEC. Vplyv MCEC na kalciovo-zavisli NOS aktivitu vo ventralnej casti torakalnych, hornych
a dolnych lumbalnych segmentov bol podobny, pricom sa zistilo signifikantné zvy3enie enzymovej aktivity
v sledovanych segmentoch avsak s vynimkou jej znizenia v hornych lumbélnych segmentoch 5 dni po kon-
strikcii. Zvysenie kalciovo-zavislej NOS aktivity v dolnych lumbalnych segmentoch korelovalo so zvysenym
poctom NOS-IR neurénov lokalizovanych v laminae VIl a IX a so zvy3enou expresiou NOS-IR axénov vo
ventrolateralnom povrazci.

Abstract

Nitric oxide (NO) is known as a signalling molecule playing an important role in the pathophysiology of many
neurodegenerative disorders. However, little is known about the role of NO in the pathogenesis of cauda
equina syndrome. In the present study we investigated calcium-dependent nitric oxide synthase (NOS) acti-
vity in the Th1-Th12, L1-L3 and L4-L7 spinal cord segments divided into dorsal, medial and ventral parts
and, neuronal NOS immunoreactivity ("NOS-IR) in L4-L7 segments after surgically-induced multiple cauda
equina constrictions (MCEC) in the dog and after survival of experimental animals for 2 and 5 days. A signi-
ficant increase of calcium-dependent NOS activity was noted in the dorsal part of thoracic and upper lum-
bar segments 2 days after MCEC. However, at 5th day the enzyme activity in the dorsal part of both above
mentioned spinal cord segments was significantly decreased. No significant changes were noted in the dor-
sal part of L4-L6 segments. In the medial part of L4-L7 segments taken 2 days after MCEC, calcium-de-
pendent NOS activity was only transiently enhanced; the value returned nearly to control level within 5 post-
constriction days. MCEC, lasting for 2 days did not caused changes in enzyme activity in medial part of tho-
racic and upper lumbar segments. Significant differences were noted only 5 days after MCEC. The effect of
MCEC on calcium-dependent NOS activity in the ventral part of thoracic, upper and lower lumbar segments
was similar, showing a significant increase of enzyme activity in all segments studied, except for its decrease
in the upper lumbar segments 5 days after postconstriction. The increase of calcium-dependent NOS activity
in the lower lumbar segments correlates with increased number of NOS-IR neurons located in laminae VIII
and IX and enhanced expression of NOS-IR axons in the ventrolateral column.
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ZMENY V AKTIVITE SYNTAZY OXIDU DUSNATEHO V MIECHE PO LIGACII KORENOV CAUDA EQUINA V EXPERIMENTE

Uvod
Cauda equina oznacuje zvazok intradu-
ralnych nervovych koreriov zacinajucich na
konci miechy v lumbalnej ¢asti spindlneho
kanala; tieto nervové korene (lumbdine
a sakrélne) zabezpecuju senzitivnu a moto-
rickd inervaciu dolnych koncatin a organov
umiestnenych v pelvickej oblasti [1]. Pri ich
poskodeni z réznych pricin, najcastejsie v do-
sledku kompresie (vysunutd medzistavcova
platnicka, stendza spinalneho kanala, nador
alebo ulomky zlomenin) dochadza k rozvoju
syndrému cauda equina (CES), ktory sa kli-
nicky prejavuje v zavislosti od miesta, mnoz-
stva postihnutych koreriov, resp. stupfia ich
poskodenia bolestami lumbosakralnej chrb-
tice, jednostrannymi, Castejsie vsak obojstran-
nymi radikularnymi bolestami dolnych kon-
Catin, periandlnymi a perigenitalnymi po-
ruchami citlivosti vnutornej plochy oboch
stehien, t.j. typu jazdeckych nohavic, vymiz-
nutim reflexov (analneho, RSA, RMpL), mo-
torickym oslabenim dolnych koncatin, pri-
padne paraplégiou a poruchami sfinkterov
a sexualnych funkcii. Strata volového ovla-
dania funkcie sfinkterov neprinasa len
zdravotné rizika, ale vyrazne obmedzuje aj
pracovné a spolocenské uplatnenie. Kedze
reverzibilita tohto nepriaznivého stavu zavis
od vcasného uvolnenia mechanického tlaku,
je CES indikdciou k urgentnej neurochirur-
gickej operécii. Experimentélne prace uka-
zali, Ze kriticky cas pre trvalé ischemické
poskodenie periférnych nervov je kratsi ako
6 hodin [2]. Pri pokusoch s CES na opiciach
sa dosiahlo vyrazné zlepsenie len v pripade,
ak bola dekompresia uskuto¢nena do 4 ho-
din [3]; takyto cas je v klinickej praxi prak-
ticky nedosiahnutelny. Urgentnd operacia,
uskutocnend u pacientov s inkompletnym
CES ihned' po ich transporte na Specializo-
vané pracovisko vyrazne zlepsuje prognézu
ochorenia [4,5] a brani rozvoju kompletného
CES, kym u pacientov s kompletnym CES
nebol zaznamenany rozdiel vo vysledkoch
medzi urgentnou a odloZenou operaciou.
V poslednych rokoch sa velkd pozornost
venuje skimaniu Ulohy NO pri rozvoji nie-
ktorych neurologickych poskodeni a symp-
tdmov, stvisiacich s intenzifikovanim reflex-
nej aktivity, ktord sa zaznamendva pri roz-
voji spasticity a hyperreflexie [1,6-8). U¢ast
tejto jednoduchej, ale biologicky velmi ak-
tivne] molekuly sa dokdzala aj na prenose

somatosenzitivnych a visceralnych (pravde-
podobne bolestivych) signélov, a tiez v au-
tonémnych spindlnych drahach reguluju-
cich viscerdlnu motilitu [9]. PretoZe ide
o molekulu s kratkym polcasom Zivota, jej
pritomnost v nervovom tkanive sa dokazuje
nepriamo, t.j. histochemickym dokazom ni-
kotinamiddinukleotidfosfat diaforazovej
(NADPHd) pozitivity a imunohistochemickou
vizualizaciu NOS imunoreaktivnych neuro-
novych profilov. Hlavnou ulohou NO je
aktivacia rozpustnej guanylatcyklazy (sGC),
produkcia cyklického guanozin monofosfatu
(cGMP) a nésledna aktivacia cGMP zavislych
procesov. Za patologickych stavov, naprik-
lad pri stimulacii nociceptivnych impulzov,
pripadne pocas ischémie kedy sa zvySuje
uvolfiovanie glutamatu a inych neuroaktiv-
nych substancii, dochadza k aktivacii (N-me-
tyl-D-aspartatovych) NMDA receptorov,
k influxu intracelularneho vépnika, aktivacii
NOS a nésledne k zvysenej syntéze NO.
Aktivacia spindlnych NMDA receptorov,
napriklad prostrednictvom tvorby NO méze
indukovat zvySenu citlivost na bolestivé
podnety [10,11]. V mieche s zmeny v akti-
vite NOS opisané prevaZzne po experimen-
talne navodenych léziach, ako je ligatura,
axotémia a elektrickd stimuldcia peri-
férnych nervov [12-14]. Zistilo sa, Ze axoto-
mia ischiadického nervu spdsobuje zmeny
v odpovedi NOS pozitivnych neurénov na
Urovni L4-L6 segmentov [15,16], v axo-
noch v rozsahu L3, Th10 a C3 segmentov
a v neuropile nucleus gracilis [17] ¢o doka-
zuje, ze NOS je po periférnom poskodeni
syntetizovand de novo v bunkach prislus-
nych spinalnych ganglii [15,18,19] a ax6-
nami drahy zadnych miechovych povraz-
cov sa transportuje az do terminalneho
jadra v pred(Zenej mieche [17]. Tieto ziste-
nia naznacuju, ze NO predstavuje neuro-
modulator, ktory vyrazne odpoveda nielen
na akutne a chronicky vyvolané bolestivé
podnety [10,11], ale zéroven sa podiela aj
na prenose signalov v niektorych dlhych
vodivych systémoch [20-23].

Za Ucelom sledovania zmien vznikajucich
po poskodeni koreriov CE bolo vytvorenych
viacero experimentalnych modelov, predo-
vetkym u psov, osipanych a potkanov. Ana-
lyzy, ktoré boli uskuto¢nené na ich zéklade
ukézali, Ze mechanicka stimulacia korenov
spbsobila anatomické a funkéné zmeny po-

stihnutych koreriov, ale zéroveri navodila
anterogradne i retrogrddne zmeny v mie-
che [24-27]. Za Ucelom sledovania ich roz-
sahu a intenzity po akutnej a chronickej
kompresii koreriov CE bol v predchadzaju-
cich experimentoch pouzity model viacna-
sobnej, chirurgicky navodenej konstrikcie
koreriov CE u psa [25]. Podrazdenie kore-
nov caudae equinae v dosledku ich ligacie
na Urovni L7-Co5 segmentov po dobu 2 dnf
navodilo v¢asné zmeny v NOS aktivite v bie-
lej hmote segmentov miechy, ktorych korene
priamo podliehali ligacii alebo boli lokalizo-
vané v tesnej blizkosti poskodenia. Piaty der
po navodeni chirurgického zasahu bola ak-
tivita NOS ovplyvnena vyraznejsie. Zmeny
sa zaznamenali v sivej hmote sakralnych
segmentov, ale aj v segmentoch vzdiale-
nych od epicentra poskodenia [1,28-30].
Ciefom naSej prace bolo zistit vplyv kon-
strikcie CE na zmeny v NOS aktivite a nNOS
imunoreaktivite v dorzalnej, medidlnej a ven-
tralnej Casti torakalnej a lumbalnej miechy
a tym prispiet k prehlbeniu poznatkov
o patogenéze CES.

Material a metody
Experimentalny protokol

V experimente sme pouzili 18 dospelych
psov oboch pohlavi o hmotnosti 5-8 kg.
Experiment bol schvéleny Etickou komisiou
pri Neurobiologickom Ustave SAV v KoSi-
ciach na zaklade protokolov, vypracova-
nych v sulade so Zdkonom na ochranu
zvierat SR ¢. 15/1995 Z.z. Zvieratd boli uve-
dené do celkovej anestézy ketaminom
a xylazinom podanym intramuskularne
(100 mg/kg a 15 mg/kg hmotnosti zvierata),
intubované endotrachedlnymi kanylami,
uloZené do polohy na brucho a napojené
na anesteziologicky aparat (Anemat N8,
Chirana, CR), ktorym sa zabezpecila me-
chanicka ventilacia. Anestéza bola pocas
operacie udrziavana zmesou kyslika s pri-
mesou 1-2 % Narcotanu. Vychadzajuc z po-
znatkov anatomie psa, laminektémiu sme
uskutocnili na urovni 6 a 7 lumbélineho
stavca a po odstraneni ZItého vazu sme ob-
nazili durdlny vak s korefimi CE. Konstrikciu
koreriov CE sme navodili nalozenim Styroch
silonovych ligatdr okolo durdlneho vaku
bez jeho otvorenia, a to priblizne vo vzdia-
lenosti 2 mm od seba na Urovni siedmeho
driekového stavca (obr. 1). MCEC zahfnala
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Obr. 1. Schematicky nacrt modelu
MCEC u psa (pozn.: pes ma 7 lumbal-
nych stavcov).

v sebe protrahovanu konstrikciu vybezkov
buniek dorzdlnych spindlnych ganglii L7,
S1-S3 a Co1-Co5 spolocne s ventralnymi
korefimi rovnakych segmentov. Po operac-
nom zékroku zvieratd prezivali 2 alebo 5 dni.
Kontrolné zvieratd (n = 6) a zvieraté prezi-
vajuce 2 dni (n=6) a5 dni (n = 6) po na-
vodeni konstrikcie CE boli rozdelené do
dvoch podskupin, t.j. na imunohistoche-
micku detekciu NOS a pre stavovenie kata-
lytickej NOS aktivity. Neurologické posko-
denie experimentalnych zvierat sme sledo-
vali denne po chirurgicky navodenej MCEC.

Stanovenie aktivity Ca*-zavislej
syntazy oxidu dusnatého

Pre radiometrické stanovenie aktivity Ca**-
zavislej syntdzy oxidu dusnatého bola
miecha psa zmrazend v tekutom dusfku.
Torakalne a lumbdalne segmenty boli nakra-
jané na 600 pum rezy a rozdelené na ven-
trdlnu, medidlnu a dorzélnu cast (obr. 2).
Aktivita sledovaného enzymu bola stano-
vena konverziou [*H]-argininu na [*H]-citru-
Iin, t.j. v reakcii, ktord katalyzuje tvorbu oxi-
du dusnatého [31]. Vzorky z jednotlivych
¢asti miechy boli homogenizované v 10mM
Tris-HCI pufri, pH = 7,4 a ich homogenaty

Obr. 2. Schematicky nacrt dolnej lumbalnej miechy (L5), ktory zobrazuje de-
lenie miechy na dorzdlnu, medidlnu a ventralnu cast.

(200 pg/ml) boli inkubované v reakcnej
zmesi (10 uM [3H]-L-arginin (Tp Ci), 1 mM
NADPH, 1 uM kalmodulin v 50 mM HEPES
pufri, pH = 7,4, ktory obsahoval 1m M di-
tiotreitol, 1 mM EDTA, 2 mM CaCl, a 15 pM
tetrahydrobiopterin) pri teplote 37 °C po
dobu 45 min. Reakcia bola zastavena
100 mM HEPES, pH = 5,5, ktory obsahoval
10 mM EDTA. Vzorky boli delené afinitnou
chromatografiou na Na*-vymennej koléne
(Dowex AG, 50W-X8), centrifugované
a merané na spektrofotometri (Beckman
LS-3801). Vysledky su vyjadrené v mol/min/
/mg bielkovin.

Imunohistochemické zobrazenie
syntazy oxidu dusnatého

Kontrolné zvieratd a zvierata, ktorym bola
navodena konstrikcia CE na dobu 5 dnf
(n = 3) boli anestetizované (pentobarbital,
50mg/kg, i.p.) a transkardidlne preplach-
nuté 4% paraformaldehydom. Odobratd lum-
balna miecha bola rozdelena na L4, L5 a L6
segmenty, ktoré boli ponorené vo fixative
na 4 hodiny a uskladnené cez noc pri 4 °C
v 20% roztoku sacharézy. Nasledujuci den
bolo tkanivo zmrazené v petroléteri na
=50 °C a nakrdjané na zmrazovacom mi-
krotome na 30 um rezy. Rezy boli umies-
tnené v komoérkach a inkubované pri izbo-
vej teplote (3h) v 0,1M fosfatovom pufri
(PBS), pH = 7,4, ktory obsahoval 5% kralicie
sérum, 0,2 % Triton X100 a 0,2% hovadzi
sérum albumin. Nasledne boli rezy inkubo-

vané s primarnou protildtkou (polyclonal
sheep anti-nNOS antibody) riedenou s 0,1M
PBS v pomere 1:1500 cez noc pri 4 °C. Pri-
marna protildtka bola ziskana ako dar od
Dr. Emsona [32]. Po premyti v PBS boli rezy
inkubované s biotinylizovanou sekundar-
nou protildtkou (anti-sheep; Vector Labora-
tories, Burlingame, CA), riedenou v pomere
1:200 po dobu 2 h a s avidin-biotin pero-
xiddzovym roztokom (Vectastain Elite ABC
peroxidazovy kit; Vector Laboratories, USA,
PK-6102) po dobu 1 h. Neurénova NOS
bola vizualizovand pomocou 0,05 DAB
v 0,058 M Tris pufri, ktory obsahoval
0,001 % H,0,. Rezy boli dokladne premyté
v Tris-fosfatovom pufri a natiahnuté na
sklicka s navrstvenou Zelatinou. Sklicka boli
vysusené, dehydratované vzostupnou alko-
holovou radou (50,70,90,100%), prejasnené
v xyléne a nasledne zamontované v Depexe
[33].

Pouzité Statistické metody

Pre Statistické spracovanie ziskanych expe-
rimentdlnych udajov bol pouzity ANOVA
test a Tukey-Kramerov test. Vysledky pred-
stavuju aritmeticky priemer + SEM.

Vysledky

Stvornasobné ligacia centralnych vybezkov
buniek spinalnych ganglii a prednych kore-
nov na urovni L7-Co5 segmentov navodila
regionalne a ¢asovo-zavislé zmeny v aktivite
syntdzy oxidu dusnatého. V dorzalnej casti
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Obr. 3. Aktivita kalciovo-zavislej syntdzy oxidu dusnatého, zaznamenana
v dorzdlnej (A), medialnej (B) a ventrdlnej (C) casti torakdlnych (Th1-Th13),
hornych lumbalnych (L1-L3) a dolnych lumbalnych (L4-L7) segmentov miechy
u kontroly a 2 a 5 dni po navodeni 4-nasobnej konstrikcie cauda equina.
Vysledky su vyjadrené v mol/min/mg bielkovin, predstavuju aritmeticky prie-
mer (n = 3) £ SEM; *p < 0.05 v porovnani s kontrolou.

torakalnych a hornych lumbéalnych segmen-
tov miechy sa dva dni po ligécii CE zazna-
menalo signifikantné zvysenie katalytickej
NOS aktivity. Aktivita sledovaného enzymu
bola vyrazne znizena piaty dert po navodeni
chirurgického zasahu, avsak pokles pod ba-
zélne hodnoty sa zaznamenal iba v L1-13
segmentoch. Nevyrazné zmeny v aktivite
NOS boli pozorované v dorzélnej casti
L4-L7 segmentov, a to v obidvoch postkon-
strik¢nych casoch (obr. 3A).

Menej vyrazna odpoved v NOS aktivite
bola zaznamenana 2 dni po ligacii CE v me-
didlnej casti miechy, kde enzymova aktivita
vyrazne vzrastla iba v dolnych lumbdélnych
segmentoch. Ligacia CE navodena experi-
mentalnym zvieratdm po dobu 5 dni
sposobila extrémny ndrast NOS aktivity
v Th1-Th12 segmentoch a naopak, navo-
dila signifikantné zniZzenie aktivity sledova-
ného enzymu v L1-L3 a L4-L7 segmentoch
(obr. 3B).

Rovnaky priebeh zmien v aktivite NOS
bol pozorovany vo ventrélnej casti sledova-
nych segmentov miechy dva dni po ligacii
CE. Ukéazalo sa, Ze drézdenie korenov CE
po dobu 2 dni spdsobuje v torakalnych,
hornych a dolnych lumbalnych segmen-
toch signifikantné zvysenie NOS aktivity,
a toto zvysenie v Th1-Th12 a L4-L7 seg-
mentoch vyrazne vzrastd aj piaty deri po li-
gacii (obr. 3C). V L1-L3 segmentoch mie-
chy sa zaznamenal signifikantny narast v ak-
tivite NOS iba v Stadiu kratkodobého
preZivania. DraZzdenie CE u experimentalnych
zvierat po dobu 5 dnf navodilo v L1-L3 seg-
mentoch signifikantny pokles enzymovej
aktivity (obr. 3C). Zvysenie NOS aktivity
v L4-L7 segmentoch koreluje s vyraznymi
zmenami zaznamenanymi v imunohistoche-
mickej reakci NOS. Kym nNOS-IR neurény
lokalizované vo ventralnom rohu vykazovali
u kontrolnych zvierat iba slabd imunohisto-
chemickd reakciu, 5 dni po navodeni kon-
strikcie CE, bola nNOS-IR zvy3ena v popu-
lacii neurénov, ktoré lemuju dorzome-
didlny okraj ventralneho povrazca (obr. 4).
Mnohé nNOS-IR neurény lokalizované v la-
minae VIII a IX v segmentoch dolnej lum-
bélnej miechy vykazovali intenzivnu dendri-
tickd nNOS imunopozitivitu. Tieto zmeny
boli doprevadzané vyraznou expresiou
NNOS-IR v axénoch, ktoré sa rozprestieraju
pozdlZ ventralneho povrazca (obr. 4).
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V obidvoch experimentélnych skupinach
(konstrikcia navodena po dobu 2 a 5 dni)
bola zaznamenana nahla motorickd a sen-
zitivna dysfunkcia, kombinovana s akutnou
urindlnou dysfunkciou. Konstrikcia caudae
equinae navodend po dobu 2 dnf spdsobila
Ciastocné neurologické poskodenie charak-
terizované paraparézou dolnych koncatin.
Plne vyvinutd paraplégia a strata citlivosti
sa zaznamenali u experimentalnych zvierat
piaty deri po konstrikcii caudae equinae.

Diskusia

Hoci neuropatogenéza polyradikularnej
symptomatoldgie CES bola v priebehu dvoch
desatroc¢i studovana velmi intenzivne [34,
35], doterajsie analyzy, ziskané po mecha-
nickej stimulacii caudae equinae u roznych
experimentalnych modelov, poskytli pre-
vazne funkc¢né a neuropatologické zmeny
postihnutych korefiov [1]. Nami pouZity mo-
del konstrikcie CE [22], ktory vyvolava pri-
znaky porovnatelné s rozvojom syndrému
CE u ludi, sme pouzili na monitorovanie
zmien v aktivite a expresii NOS v dorzélnej,
medidlnej a ventralnej casti miechy 2 a 5 dnf
po navodeni 4-nasobnej ligacie lumbosak-
ralnych koreriov (L7-Co5) u psa. Z analyzy
katalytickej aktivity NOS vyplyva, Ze 4na-
sobnd ligacia CE sposobuje signifikantné
zvysenie NOS aktivity v zadnej casti hor-
nych lumbalnych a torakélnych segmentov
uz 2 dni po konstrikcii, zatial ¢o v zadnej
¢asti dolnych lumbalnych segmentov sa sig-
nifikantné zmeny nezaznamenali ani v 5t&-
diu dlhodobého preZivania. Mechanizmus,
akym ligacia korenov CE ovplyviiuje enzy-
movu aktivitu v zadnych povrazcoch bielej
hmoty, ktoré tvoria stcast nami analyzova-
nej zadnej Casti, nie je doposial objasneny.
Predpokladame, Ze kontinudlne drazdenie
senzitivnych korefov caudae equinae stimu-
luje glutamatom determinovanu aktivaciu
NMDA receptorov v malych a strednych
bunkach spinalnych ganglif lumbosakralnych
segmentov a podobne ako po ligacii a axo-
témii  periférnych nervov, podmieniuje
v nich zvysenu tvorbu NOS, ktord sa trans-
portuje centralnymi vybezkami buniek spi-
nalnych ganglif az do zadného rohu miechy
[36]. Cast nNOS-IR axénov sa po vstupe do
miechy vertikalizuje a v zostave vlaken fas-
ciculus gracilis lokalizovanych v zadnom po-
vrazci prechadza do nucleus gracilis v pre-

Obr. 4. Obrazok, znazornujuci nNOS-imunoreaktivitu vo ventralnej ¢asti dol-
nej lumbalnej miechy u kontroly (A,B) a 5 dni po navodeni 4-ndsobnej kon-
strikcie cauda equina (C,D). A — dorzomedialna cast ventrélneho rohu a dorzélna
Cast ventralneho povrazca v segmente L7, ktord znazorniuje nNOS-IR v teldch neu-
ronov (hviezdicka), lokalizovanych v lamina VIII, vc — ventralny povrazec. B — hrubé
nNOS-IR axoény (Sipka) a nNOS-IR axény (hroty) vo ventrdlnom povrazci v tesnej
blizkosti ventralneho rohu, vc — ventrdlny povrazec. C — vyraznd nNOS imunopozi-
tivita v neuréonoch (hviezdicka) umiestnenych v dorzomedidlnej casti ventralneho
rohu v segmente L7, vc — ventrdlny povrazec. D — hrubé nNOS-IR axény (hroty) vo
ventradlnom povrazci v L4 segmente, vc — ventralny povrazec, vr — ventralny korer.

dlzenej mieche [17]. Na modeli axotémie is-
chiadického nervu u kralika sa kombinaciou
biochemickych a imunohistochemickych pri-
stupov zaznamenalo, Ze nNOS je transpor-
tovana centripetalne a rozhodujicou mierou
ovplyviiuje NADPHd pozitivitu v neuropile
zadného rohu a v axénoch, lokalizovanych
v medidlnej Casti zadného povrazca [17].
Stvornasobna ligacia centralnych vybezkov
buniek spindlnych ganglii na Urovni L7-Co5
segmentov, navodena po dobu 5 dni spo-
sobila vyrazné znizenie NOS aktivity v zad-
nej Casti hornych lumbalnych a torakalnych
segmentov. Rozdiely zaznamenané v NOS
aktivite po dlhsie trvajucej ligcii CE moézu
odrazat rozdielnu odpoved nNOS-IR neu-
ronov lokalizovanych v povrchovych a hl-
bokych vrstvach zadného rohu postihnutych
segmentov miechy a v segmentoch, ktoré
sU umiestnené rostralne od miesta posko-
denia, ako aj réznu intenzitu imunohisto-
chemického zobrazenia nNOS v neuropile.
Nase vysledky ukazuju, Zze zmeny v NOS ak-
tivite prebiehaju v senzitivnej oblasti mie-
chy po ligacii CE mimoriadne intenzivne

a pokryvaju pomerne rozsiahlu cast mie-
chy, a to nielen jej lumbalne segmenty.

K zmene, ktord sa zaznamenala v aktivite
NOS po ligécii CE vo ventralnej a medidlne]
Casti dolnych lumbalnych segmentov méze
dochddzat v dbsledku zvysenia nNOS-IR
v neurénoch prednych rohov (lamina VIII)
a pericentralnej oblasti (lamina X). Axony
tychto buniek sa vyskytuju vo velkom pocte
v prednom povrazci v okol sivej hmoty
a pravdepodobne tvoria propriospinalnu
drdhu, ktord je lokalizovand v medidlnej
Casti predného rohu, a ktora za pouzitia NO
ako neuromodulatora zabezpecuje interseg-
mentové prepojenia [20,28]. V medialne;
Casti bocného povrazca dolnych lumbal-
nych segmentov je zaznamenana vyrazna
nNOS imunoreaktivita axénov, ktoré spajaju
lumbdlnu intumescenciu s neurénmi ven-
trdlneho motorického jadra v C7-Th1 seg-
mentoch [21,37], to je jadra, ktoré je cha-
rakterizované v nasej experimentalnej praci
[21]. Tieto zistenia naznacuju ucast NOS na
patogenéze rozvoja syndromu caudae
equinae a poukazuji na skutocnost, Ze
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nNOS-IR senzitivne hotovosti v zadnom rohu
a motorické hotovosti v dorzo-medidlnej
Casti predného rohu odpovedaju na kon-
strikciu CE velmi vyrazne. PouZitie modelu
klinicky manifestného syndromu cauda
equina u psa poskytuje informéacie o zme-
nach v NOS aktivite a nNOS-IR v senzitivnej
a motorickej oblasti miechy pocas akutnej
fazy jeho rozvoja a poukazuje na to, Ze doba
pocas ktorej su korene CE komprimované,
vyrazne ovplyvriuje neurologické poskodenie.

Terapeutické pristupy, aplikované za Uce-
lom zlepsenia prognoézy tohto mimoriadne
zévazného ochorenia v Case od konstrikcie
az po chirurgicky navodent dekompresiu,
spocivaju v stimulacii obrannych alebo blo-
kécii destrukénych mechanizmov, teda v re-
paracii poskodeného nervového tkaniva
alebo v minimalizovani nasledkov uz jest-
vujlceho poskodenia. Poskodené nervové
tkanivo neregeneruje; vyskum v oblasti kme-
nowych buniek sice naznacil sfubnu per-
spektivu, ta je v3ak iba v zaciatkoch. V pocia-
tocnom Stadiu je aj objasfiovanie patoge-
nézy CES vo vztahu k NOS a k poskodeniu
senzitivnych a motorickych drah v mieche.
Nase predchadzajuce experimentdlne prace
dokdzali anterogradnu axondlnu degene-
raciu vsetkych sakralnych a L7 dorzélnych
nervovych korenov, retrogradnu degenera-
ciu motoneurénov v postihnutej oblasti
a degeneréaciu vldken fasciculus gracilis vo
vietkych torakédlnych a cervikalnych segmen-
toch miechy po konstrikcii MCEC u psa.
Mechanicka stimulacia takto postihnutych
lumbosakralnych koreriov zapricinila ana-
tomické a funkcéné zmeny nielen v kompri-
movanych korenoch, ale sposobila vyrazné
zmeny aj v bielej a sivej hmote miechy
[1,28-30]. Hladanie pricin rozsiahlych zmien
v NOS aktivite a nNOS-IR po experimen-
talne navodenej ligdcii MCEC v mieche nds
viedlo k zaverom, Ze ventralna ¢ast miechy
reaguje na zmeny v NOS aktivite a nNOS-IR
po konstrikcii koreriov kaudy vyraznejsie
ako jej dorzdlna a medidina cast.
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