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Autor daje pregled djelovanja nekih iona na sinaptiku transmisiju
i lutenje acetilkolina s narolitim osvrtom na vlastite rezultate dobivene
metodom perfuzije gornjeg vratnog simpatitkog ganglija macke.

Fiziolozi su vrlo rano poleli sumnjati, da razlike u ionskoj koncen-
traciji u stanici i izvan stanice igraju vaZnu ulogu u propagaciji elek-
trickih fenomena. Svaka je stanica organizirana struktura s nekom vrsti
grani¢nog sloja ili mebrane. Taj grani¢ni sloj dijeli vanjski od unutar-
njeg medija stanice. Izmedu unutarnjeg i vanjskog medija postoji odre-
dena razlika potencijala, t. zv. bioelektri¢ni potencijal.

Proudavajuéi utjecaj iona na biolo$ku aktivnost moZemo zapaziti dva
efekta: djelovanje iona zbog difuzije ili kojeg drugog nadina ulaZenja
u stanicu i djelovanje zbog vezanja iona na staniénu membranu. Jedno
i drugo djelovanje zavisi od fizikalno-kemijskih svojstava odredenog
iona (1). Znatne promjene u unutarnjem ionskom sastavu stanice imaju
manji u¢inak nego male promjene u stanitnoj membrani. Djelovanje
jona na protoplazmu svodi se uglavnom na precipitaciju koloida, dok
promjene u povrinskom sloju stanice pokazuju odredeni paralelizam
s nekim elektri¢kim fenomenima u stanici. Faktor koncentracije je
takoder znalajan, jer se djelovanje istog iona znatno razlikuje kod
razli¢itih koncentracija. Na povrSini stanice postoje specifitna mjesta
za vezanje iona ili razli¢itih supstrata (2). Ioni djeluju na encime,
koji se nalaze blizu ili na samoj povrsini stanice.

O utjecaju iona na nervnu kondukciju postoji vrlo obilna eksperi-
mentalna i teorijska literatura i nekoliko izvrsnih skupnih prikaza (na
pr. 3, 1, 4.). Bernsteinova (5) teorija nervne kondukcije pokazala se u
mnogome neadekvatna. Modernu-ionsku teoriju nervne kondukcije for-
mulirao je Hodgkin. Ta se teorija moZe sumirati otprilike ovako (4):

* Neki su odlomci uzeti iz disertacije autora (Zagreb 1955).
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»Akcioni potencijal zavisi od brzih promjena permeabilnosti membrane za ione
natrija i kalija. Temeljna je ¢injenica, da je K+ koncentriran u podrazljivoj stanici,
dok su Nat i Cl— relativno razrijedeni. Potencijal mirovanja obja$njava se pret-
postavkom, da je staniéna membrana umjereno prolazna za K+ i Cl—, a relativno
neprolazna za NaT i unutarnje anione. Dalje se pretpostavlja, da se Na*t, ¢im ude
u stanicu, izbacuje iz stanice specijalnim sekretornim procesom (natrijska pumpa),
koji u krajnjoj liniji mora zavisiti od metabolizma. Kad dode do depolarizacije
nervnog vlakna, bilo djelovanjem elektri¢ne struje ili Sirenjem struje iz pokrajnje
aktivne regije Zivca, permeabilnost za natrij se znatno ali prolazno povelava. loni
natrija zato velikom brzinom ulaze u nervno vlakno i izazivaju obrat u potencijalnoj
razlici kroz membranu stanice. Oni su takoder nosioci struje, koja depolarizira
susjedne regije Zivca. Povetanu permeabilnost za natrij slijedi slitan porast u
permeabilnosti za kalij. To povetava brzinu, kojom kalijevi ioni napu$taju vlakno,
i potpomaze uspostavljanje membranskog potencijala na osnovnu vrijednost. Izmjena
natrija i kalija je neposredni izvor energije za propagaciju nervnih impulsa; me-
dutim je za reverziju te izmjene u toku periode oporavljanja nakon eksplozije elek-
tri¢ne aktivnosti potrebna metabolicka energija. Buduéi da je nervna aktivnost obi¢no
intermitentna, mora se pretpostaviti, da nervna vlakna provode glavni dio svog Zivota
otpla¢ujuéi dug, koji je nastao za prolaza eletkri¢nog impulsa.«

Premda se transmsiija u sinapsi razlikuje od kondukcije u aksonu,
vrlo je vjerojatno, da transport iona, koji je tako vaZan u nervnoj kon-
dukeiji, igra znalajnu ulogu i u sinapti¢koj transmisiji. O djelovanju
iona na sinapti¢ku transmisiju i1 luCenje acetilkolina postoji medutim
malo, uglavnom indirektnih podataka. Fatt i Katz (6) traZe verifikaciju
svojih rezultata metodikom, koja omoguéava direktno mjerenje lutenja
acetilkolina. Paton (7) takoder smatra, da se zakljulci o ludenju acetil-
kolina smiju stvarati samo na temelju mjerenja lucenja acetilkolina, a
perfuzija ganglija je jedina metoda, koja takve rezultate moze dati.
Dosad se ta metodika uglavnom upotrebljavala samo za kvalitativno
dokazivanje acetilkolina. Vlastitom modifikacijom (8, 9), koja se sastoji
u pravilnom odabiranju frekvencije i trajanja stimulacije u odnosu na
periodu odmora, uspjelo nam je izbje¢i faktor iscrpljenja acetilkolinske
rezerve, pa smo na taj nacin dobili metodu, koja je prikladna i za kvan-
titavno istrazivanje utjecaja dona na luenje acetilkolina. Vrlo vjero-
jatno se rezultati dobiveni metodom perfuzije gornjeg vratnog simpa-
ticnog ganglija macke mogu primijeniti na sve ganglijske sinapse
autonomnog nervnog sistema. Rezultati se mozda mogu primijeniti i na
neuromuskularne sinapse, koje su farmakoloski sli¢ne ganglijskoj sinapsi
u autonomnom nervnom sistemu, premda, dakako, postoje strukturne
razlike. I jedne i druge su periferne sinapse, u kojima je acetilkolin
dokazan kao kemijski medijator.

Za natrij su Fatt (10) i Fatt i Katz (6) utvrdili, da sniZenje vanjske
koncentracije na jednu petinu normalne vrijednosti u Ringerovoj oto-
pini izaziva blokadu neuromuskularne transmisije. Amplituda potenci-
jala motorne plote proporcionalna je koncentraciji natrija u vanjskom
mediju, a senzitivnost receptora na cksternu aplikaciju acetilkolina mi-
jenja se manje s koncentracijom natrija. Na osnovu tih opa¥anja pred-
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lo¥ena je hipoteza, da se acetilkolin lu¢i u zamjenu za natrij, koji ulazi
u stanicu. To je t. zv. natrijska teorija luéenja acetilkolina na nervnim
zavriecima.

Provjeravajuéi Fattovu i Katzovu teoriju o lutenju acetilkolina di-
rektnom metodom dobili smo medutim druge rezultate (11,12). Po hipo-
tezi kationske izmjene moralo bi doéi do postepenog pada u lutenju iona
acetilkolina u toku postepenog sniZenja koncentracije natrijevih iona u
perfuzionoj tekuéini. Sto manje natrija ulazi u nervne zavrSetke kod
svakog impulsa, to bi se manje acetilkolina moralo lutiti. Kad smo me-
dutim koncentraciju natrija u perfuzionoj tekuéini snizili na jednu polo-
vinu i kasnije na jednu treéinu, nije bilo nikakve korelacije izmedu
koncentracije natrija u perfuzionoj otopini i lutenja acetilkolina na pre-
ganglijsku stimulaciju. Lulenje acetilkolina je tek palo na olekivanu
razinu, kad je koncentracija natrija bila toliko sniZena, da je doslo do
blokade kondukcije (10%0 normalne koncentracije natrija u perfuzionoj
otopini). Ti pokusi dokazuju, da natrijevi ioni nisu bitni za lucenje
acetilkolina s nervnih zavrSetaka.

Ioni natrija utjetu medutim specifitno na postsinapticki receptor, jer
olak$avaju reakciju receptora s acetilkolinom, koja vodi do depolari-
zacije stanitne membrane. To zakljutuju Fatt i Katz (6) i po tome, Sto
tubokurarin lak$e izaziva depresiju potencijala motorne ploce, ako je
koncentracija natrija sniZena. Ioni natrija, medutim, nisu bitni za
stvaranje aktivnog kompleksa receptora s transmiterom, jer acetilkolin
jo$ uvijek djeluje (izaziva depolarizaciju) i u mediju bez natrija. Ta se
depolarizacija medutim slabo odrzava (13).

Naglo poviSenje kalija u perfuzionoj tekuéini stimulira gornji vratni
simpatitki ganglij (14), a u isto se vrijeme u perfuzatu spontano (bez
elektritke stimulacije) javlja acctilkolin (15). Uzastopnim dodavanjem
kalija u perfuzionu tekuéinu postepeno se smanjuje spontano lucenje
acetilkol'na, dok napokon injekcija kalija uopée ne izaziva ni lutenje
acetilkolina ni kontrakciju membrane niktitans. Tako paralizirani
ganglij postaje neosjetljiv i na predganglijsku elektricku stimulaciju.
U tom je djelovanje kalija sli¢no djelovanju velikih koli¢ina acetil-
kolina. Zbog paralelizma izmedu stimulativnog djelovanja kalija i
spontane pojave acetilkolina u gangliju pri povienoj koncentraciji kalija
mogli bismo pomisliti, da se djelovanje kalija mozZe svesti na djelovanje
acetilkolina, t. j. kalij depolarizira stani¢nu membranu i na taj nalin
oslobada acetilkolin, koji djeluje stimulativno. Quastel (16) smatra, da
bi se lutenje acetilkolina pod utjecajem povisene koncentracije kalija
moglo objasniti i specifitnom reakcijom kalija, koji oslobada acetil-
kolin iz »vezanog oblika«, a ne samo jednostavnom termodinamickom
depolarizacijom stani¢ne membrane. Te hipoteze, medutim, ne mogu
objasniti sve efekte, koji su opaZeni u vezi s kalijem. Tako je na primjer
opazeno (17), da kalij stimulira kroni¢no denervirani ganglij, koji vise
ni pod kakvim uvjetima ne moZe luditi acetilkolin. Isto tako kurare
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paralizira simpaticki ganglij s obzirom na predsinaptitku stimulaciju i
s obzirom na djelovanje acetilkolina, ali ne spretava stimulativno djelo-
vanje kalija (17). Hutter i Kostial (12) su dokazali, da kalijevi ioni
izazivaju lufenje acetilkolina i u odsutnosti natrijevih iona. Pod tim
uvjetima kalij ne moZe izazvati propagirane akcione potencijale u pred-
ganglijskim nervnim vlaknima (18) i njegovo se djelovanje mora pri-
pisati direktnoj depolarizaciji nervnih zavrietaka.

Pomanjkanje iona kalcija izaziva smanjeno lutenje acetilkolina (19),
a u isto vrijeme uzrokuje elektri¢no praznjenje ganglijskih stanica,
dakle blokadu transmisije uz postganglijsku "aktivnost. Copée (20),
Kuffler (21) i Castillo i Stark (22) su utvrdili, da promjene u koncen-
traciji Ca®™" uzrokuju promjene u amplitudi sinaptitkog potencijala.
Fatt i Katz (23) smatraju, da se u ovom slu¢aju radi o varijaciji broja
terminalnih jedinica, koje luce acetilkolin. Do zakljutka, da promjena
sinaptitkog potencijala nastaje zbog promjene broja aktivnih jedinica
a ne zbog smanjenja ili poveanja izlu¢ene kolitine acetilkolina po je-
dinici, dolaze autori zato, §to Ca** ne djeluje na amplitudu minija-
turnih sinaptitkih potencijala. Hodgkin (24) u svojoj hipotezi o nervnoj
kondukeiji pretpostavlja, da »nosaé natrija« mora biti vezan s ionom
kalcija, da bi mogao djelovati. Uloga Ca™ u olakiavanju elektri¢nog
prainjenja terminalnih jedinica na predsinapticki impuls mogla bi se
prema tome svesti na opée djelovanje Ca** u stvaranju i propagaciji
akcionih potencijala. Fatt (13) pretpostavlja moguénost, da slitan »no-
sat« djeluje i u terminalnoj jedinici. On je i ovdje vezan sa Ca*™* i
vjerojatno iznosi acetilkolin iz stanice, a mo¥da djeluje i na uobitajeni
nadin, t. j. da unosi Na* u stanicu i na taj nadin aktivira neki meha-
nizam za prijenos acetilkolina. Kalcijeve soli imaju dekurarizantno
djelovanje, koje ostali dvovalentni ioni kao Srt+ i Mg** nemaju, nego
dapate izazivaju neuromuskularnu blokadu (25).

Harvey i McIntosh (19) su usporedivali djelovanje Lockeove otopine
bez kalcija i izotonitne otopine natrijeva klorida na lu¢enje acetilkolina
iz gornjeg vratnog simpati¢nog ganglija i doli su do zakljuctka, da je
kod perfuzije ganglija sa 0,9% Na CI lulenje acetilkolina normalno i
transmisija na predganglijsku stimulaciju dobro odr¥ana. Otprije je
medutim poznato (26), da perfuzija Zabljeg misiéa izotoni¢nom otopi-
nom natrijeva klorida izaziva neuromuskularnu blokadu. Tu otiglednu
razliku u reakciji neuromuskularne i ganglijske sinapse na manjak kal-
cijevih iona teSko je razumjeti.

Mi smo pokusali direktnom metodom dokazati ovisnost koliine izlu-
¢enog acetilkolina o koncentraciji kalcija u ekstracelularnoj tekuéini, a
ponovili smo i navedeni pokus Harveya i McIntosha. Rezultati su po-
tvrdili pretpostavku, da ioni kalcija jednako djeluju na luenje acetil-
kolina 1z kolinergi¢nih nervnih zavrietaka u neuromuskularnoj i gan-
glijskoj sinapsi (8, 12). Nakon 10 minuta perfuzije sa 0,9%/o-otopinom
Na Cl lu¢i se svega oko 10% normalne kolitine acetilkolina. Utinak je,
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dakle, isti kao kad se perfuzija vr$i Lockeovom otopinom bez kalcija.
Djelomi¢no odstranjenje kalcija snizuje lulenje acetilkolina, kao $to
smo mogli ocekivati (19). PoviSenje koncentracije kalcija (6,3-10,5
mM/1) izaziva pojatano lucenje acetilkolina. Ti rezultati potvrduju pret-
postavku, da pri normalnoj koncentraciji kalcija sudjeluje samo jedan
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Graficki prikaz djelovanja iona Mg~, Na, K, Ca~ i Pb~ na lulenje acetilkolina
(metodom perfuzije gornjeg vratnog simpatikog ganglija macke)

Stupci prikazuju koli¢inu izlu¢enog acetilkolina; C= lulenje acetilkolina za vrijeme
skupljanja kontrolnog uzorka (perfuzija Lockeovom otopinom), oznake + pred poje-
dinim ionom oznaluju dodavanje tog iona perfuzionoj otopini; oznake — oznatuju
oduzimanje tog iona iz perfuzione otopine.

a) povisena koncentracija magnezija (10-25 mM/I) izaziva smanjeno lutenje acetil-

kolina. Kalcij (6,6 mM/l) djeluje antagonistitki;

b) sniZenje natrija na jednu treéinu normalne vrijednosti ne djeluje na lutenje

acetilkolina;

c) povi$enje kalija (23 mM/l) izaziva spontano luéenje acetilkolina (bez stimulacije).

Isti efekt izaziva povifena koncentracija kalija u perfuzionoj otopini bez natrija;

d) snizena koncentracija kalcija (0,84 mM/]) izaziva smanjeno lucenje acetilkolina,

dok poviSena koncentracija kalcija (6,6-10,5> mM/l) izaziva obrnuti efekt;

e) dodatak olovnih iona (5-40 mikro M/I) perfuzionoj otopini izaziva sniZeno lufe-

nje acetilkolina. Kalcijevi ioni djeluju antagonisticki na te efekte olovnih iona.
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dio mehanizma za luéenje acetilkolina u nervnim zavrSecima. PoviSenje
koncentracije kalcija i poviSena frekvencija stimulacije (27) vjerojatno
mobiliziraju ostale jedinice u ganglijskoj kao i u neuromuskularnoj
sinapsi.

Za magnezijeve ione je poznato, da blokiraju ganglijsku i neuromu-
skularnu transmisiju (28). Taj se efekt Mg™" moze ukloniti dodatkom
ezerina, pa je u tome djelovanje iona magnezija sli¢no djelovanju tubo-
kurarina. U preparatima, medutim, koji su do odredene mjere blokirani
dodatkom iona magnezija, mi$i¢ reagira vrlo dobro na tetanicku stimu-
laciju Zivca, iako je transmisija uz sporiju stimulaciju blokirana (29),
dakle upravo obrnuto nego u kurariziranom preparatu (30). Ioni magne-
zija osim toga sprefavaju stimulantno djelovanje kalija i acetilkolina
na sinapti¢ki potencijal (28, 31). Zbog toga se smatralo, da ioni magne-
zija blokiraju transmisiju nespecifi¢nim djelovanjem na postsinapticki
element. Hutter i Kostial (8, 32) su medutim direktnom metodom uspjeli
dokazati, da magnezij smanjuje lulenje acetilkolina iz nervnih zavrse-
taka i da kalcijevi ioni djeluju antagonisticki na te efckte magnezija.
Iz tih se pokusa jo§ ne moze zakljuciti, koliko to djelovanje prinosi
blckadi transmisije, jer je poznato, da je koli¢ina acetilkolina, koja se
oslcbodi na maksimalnu stimulaciju predganglijskog vlakna, veéa nego
je potrebno za maksimalnu ekscitaciju ganglijskih stanica (33). Castillo
i Engback (34) su o tome dali kvantitativne pedatke za neuromuskularnu
sinapsu. Oni su ustanovili, da blok, koji magnezij izaziva u neuromusku-
larnoj sinapsi, nastaje uglavnom zbog smanjenog lucenja acetilkolina,
a manju ulogu igra snizena osjetljivost motorne plofe i poviseni prag
pedrazaja postsinaptickog elementa. Magnezij vrlo vjerojatno djeluje
na predganglijske nervne zavrSetke na isti na¢in kao na zavrSetke mo-
tornih Zivaca, t. j. smanjuje broj jedinica, koje reagiraju na jedan
nervni impuls (35). Antagonisticko djelovanje kalcijevih i magnezijevih
iona vjerojatno se takoder manifestira na tom mjestu.

Nasa istrazivanja (36, 9) o djelovanju iona olova na lucenje acetil-
kolina pokazuju, da slobodni ioni olova u koncentraciji od 5-40 mikro
-M/l izazivaju djelomi¢nu, a katkada i potpunu blokadu sinapticke trans-
misije. Buduéi da se pritom smanjuje lu¢enje acetilkolina, a ganglijske
stanice ostaju i dalje osjetljive na egzogeni acetilkolin, moZemo zaklju-
¢iti, da olovo djeluje uglavnom na terminalne zavr$etke predganglijskih
nervnih vlakana. Olovni ioni u tim koncentracijama, koje blokiraju
ganglijsku transmisiju, ne mijenjaju znatno mervnu kondukciju. Kal-
cijevi ioni djeluju antagonisticki na naprijed navedene efekte olovnih
icna. Ako po teoriji P. Fatta (13) pretpostavimo, da u membrani pred-
ganglijskih nervnih zavrietaka postoji faktor slitan encimu, koji se veze
za Ca™t, a inale posreduje pri iznoSenju acetilkolina iz stanice, mozda
bismo mogli objasniti antagonisticko djelovanje kalcijevih iona. Buduéi
da je vjerojatno, da olovo stvara ¢vrS¢e komplekse s bjelancevinama
nego Ca™*, olovo ée istisnuti Ca™" iz kompleksa i tako blokirati trans-
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port natrija (i acetilkolina). Ioni kalcija u suviSku istiskuju ione olova
iz kompleksa, pa je omoguéena normalna funkcija encimskog faktora u
membrani. O stvaranju olovnih kompleksa s bjelancevinama relativno
se malo zna (37), pa jo§ ne moZemo stvarati nikakve definitivne za-
kljutke. Ioni olova su u naSim pokusima izazvali blokadu sinaptitke
transmisije, prije nego moZzemo pretpostaviti da je doslo do iscrpljenja
acetilkolinske rezerve u gangliju, dakle prije nego bi inhibicija sinteze
acetilkolina mogla igrati bitnu ulogu, pa se ti efekti olova ne mogu
tumaciti iskljucéivo djelovanjem na sintezu acetilkolina. Ni efekt olova
na kolinesterazu (38, 39, 40) nije u tim pokusima mogao igrati bitnu
ulogu, jer je olovo izazivalo iste efekte i s dodatkom ezerina perfuzionoj
otopini i bez dodatka.

O djelovanju ostalih iona na sinapticku transmisiju i lucenje acetil-
kolina nema zasada gotovo nikakvih podataka.
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Summary

THE EFFECT OF SODIUM, POTASSIUM, CALCIUM,
MAGNESIUM AND LEAD IONS ON SYNAPTIC
TRANSMISSION

The effects of sodium, potassium, calcium, magnesium and lead ions on acetyl-
choline output and synaptic transmission are briefly summarised. Author’s own results
obtained by direct measurement of the acetylcholine output from the superior cervical
ganglion of the cat are discussed.
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