r R I K A Z I

Reviews Obospenus

METABOLIZAM ACETILKOLINA
U SIMPATICKOM GANGLI]JU*

Branka Svar
Institut za medicinska istrativanja i medicinu rada, Zagreb
(Primljeno 22. U 1964.,

Na osnovu podataka iz literature prikazani su historijski podaci i
dana$nje stanje te nalin gledanja na procese sinteze, deponiranja i oslo-
badanja acetilkolina, koji se zbivaju u simpatitkom gangliju.

. lNaTOMta paZnja posvelena je faktorima koji utjeéu na sintezu acetil-
Kodina.

Teorija o prijenosu podraZaja u ganglijskoj i neuromuskularnoj si-
napsi, bazirana na oslobadanju acetilkolina, ima svoju podlogu u per-
fuzionim pokusima. Za vrijeme perfuzije simpatitkog ganglija i sti-
mulacije preganglijskih nervnih vlakana (1., 2), acetilkolin je naden u
venskom perfuzatu. Perfuzija je izvrSena Lockeovom otopinom, kojoj
je dodan ezerin da sprijeéi enzimatsku hidrolizu acetilkolina.

Metabolizam acetilkolina u aktivnim nervnim zavrSecima ispitivali
su Brown i Feldberg (3), te Birks i Maclntosh (4, 5) i Mac Intosh (6).
Preparat kojim su se u istra¥ivanjima slu¥ili bio je gornji vratni simpa-
ticki ganglij macke. Taj je preparat prikladan jer se lako izolira od
cirkulacije i jednostavno kontrolira njegova aktivnost. Osim toga,
ganglij sadrzava velik broj sinapsa. Gornji vratni ganglij macke sa-
stavljen je od oko 100.000 neurona usko zbijenih i izmije$anih sa bez-
broj ogranaka i butona preganglijskih zavrietaka (7).

Mnogo tipova nervnih zavrietaka ispitivano je elektronskim mikro-
skopom. Postoje varijacije u obliku i veli¢ini sinapse.

Nervni zavrietak je odijeljen pukotinom oko oko 200 A od postsi-
naptitkog neurona. Presinapti¢ka aksoplazma sadrzava mitohondrije
i veliki broj malih kuglastih elemenata, sinaptitkih mjehuriéa, koji su
karakteristini za eferentne nervne zavrietke (6).

Ispitivanja elektronskim mikroskopom pokazala su da veli¢ina mje-
huriéa iznosi oko 400 A u promjeru (8). Anatomi koji su ih prvi opa-
zili (8, 9, 10) neovisno jedan od drugoga, smatrali su te Cestice depoima
u kojima je sinapti¢ki prenosilac uskladi$ten prije oslobadanja (11).

U kolinergi¢nim sinapsama prisutne su tri specifi¢ne tvari: kolina-
cetilaza (ChAc), acetilkolin (ACh) i kolinesteraza (ChE).

* Igvadak iz disertacije, Zagreb, 1963,
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Kolinacetilaza je enzim koji prenosi acetilnu grupu od koenzima
A do kolina i time vr8i vaZnu funkciju u sintezi acetilkolina (12). Acetil-
kolin je kvarterna amonijska baza koja se sintetizira kao rezultat en-
zimske reakcije. Acetilkonesteraza je enzim koji katalizira hidrolizu
acetilkolina na kolin i octenu kiselinu (13).

Sve tri tvari nadene su uzdu cijelog nervnog vlakna, ali im je kon-
centracija najveta u nervnim zavriecima (6, 14). Pretpostavlja se da
cba enzima nastaju u nervnoj stanici (15, 16, 17, 18).

Na temelju pretpostavke da mjehurié sadr¥ava jedan tzv. »paket« ili
»quantum« ACh, koii se oslobada kada dolazi do kolizije mjehuri¢a
s presinaptickom membranom, Birks (6) je pokuSao odrediti koncen-
traciju ACh u tekuéini mjehuri¢a. Izratunana vrijednost koli¢ine ACh
u jednom mjehuriéu iznosi 900 molekula u volumenu od 1,3 X 10—V’
ml, a koncentracija 0,11 M.

Acetilkolin je acetilni derivat kvarterne amonijske baze kolina:

CH?® 0

I
CHs —'N+—CH2—CH2—O'—‘C—"CH3
CH,

Postojanje acetilkolina je dokazano u motornim nervnim vlaknima,
u preganglijskim autonomnim nervnim vlaknima i u nekim postganglij-
skim vlaknima (kolinergitna vlakna). Ustanovlieno ie da simpati¢ki
gangliji sadrzavaju 1,3—3,9 ug acetilkolina na 1 kg tkiva (3, 19).

Smatra se da se sinteza acetilkolina zbiva u kolinergi¢nim nervnim
vlaknima i da on ostaje ovdje deponiran u razmjerno velikim koli&i-
nama. Kako je on vrlo aktivna supstancija, to mora biti deponiran u
neaktivnoj formi. SadrZaj acetilkolina u nervnom tkivu varira: mozak
sisavaca 0,1 — 5,9 ug/g, Zablji mozak 5— 10 ug, kolinergitni nervi
i simpaticki gangliji 6 — 14 ug/g (20).

Gornii vratni simpatitki ganglij matke sadr¥ava za odmora oko
250 — 800 mug ACh (14, 21). Ta se koli¢ina mnogo ne mijenja u
vrijeme aktivnosti. Nema razlike ni izmedu kolitine ACh ganglija
opskrbljenog krvlju ili perfundiranog hepariniziranom plazmom. Oba
ganglija macke imaju praktitki isti sadriaj acetilkolina, pa jedan od
njih moZe sluziti kao kontrola.

Acetilkolin se sintetizira u prisutnosti specifinog enzima kol nace-
tilaze, koja se nalazi u svim kolinergi¢nim neuronima i sposobna je da
prenosi acetilnu grupu koenzima A do kolina (22, 23, 24, 25).

Aktivni acetat sluZi za stvaranje acetil-GoA. Nachmansohn i Ma-
chado (22) i kasnije Lipmann (26) uspjeli su dokazati da adenosintri-
fosfat (ATP) daje energiju koja je potrebna za acetiliranje. Tok ace-
tiliranja je vrlo kompleksan i treba da bude ispunjeno niz uvjeta, da
bi se taj proces odvijao optimalno,




METABOLIZAM ACETILKOLINA U SIMPATICKOM GANGLIJU 207

Kolinacetilaza. — Raspodjela enzima kolinacctilaze usko je povezana
s acetilkolinom (27). Kolinacetilaza se nalazi u razli¢itim koncentraci-
jama u raznim dijelovima ervnog sistcma, Feldberg i Uogt smatraju da
nastaje u tijelu stanice, u nekoj vrsti subcelularnih djeliéa, a da na
periferiju dolazi kretanjem aksoplazme.

Hebb i Smalmann (28) su pokazali da kolinacetilaza sedimentira s mi-
tohondrijskom frakcijom homogenata mozga. Iz pokusa s homogenatom
ventralnih korijena, Hebb, Kraus i Silver (29) su zakljudili da je akson-
ska kolinacetilaza smjeStena u subcelularnim djeli¢ima.

Kolinacetilaza izolirana iz ganglija lignja (30) je nestabilna na
sojonoj i povienoj temperaturi, te kod 55° C gubi aktivnost unutar 10
minuta.

Nachmansohn i Machado (22) su pretpostavili da sistem kolinaceti-
laze sadrzava sulfhidrilne grupe, koje su bitni sastavni dio. Formuliran
je i mehanizam sinteze acetilkolina, gdje se kao meduclan ne javlja
slobodni acil-enzim veé enzim sa sulfhidrilnom grupom. Inhibitori koli-
nacetilaze, za koje se pretpostavlja da se natjetu s kolinom, prostigmin,
zatim acetilkolin. d-tubokurarin itd., djeluju opéenito u relativno viso-
kim koncentracijama (30).

Slobodni acetilkolin je nestabilan i brzo se hidrolizira u prisutnosti
specifine esteraze krvi ili tkiva u manje aktivni kolin.

Kolin je sastavni dio lecitina i drugih fosfolipida i nalazi se vjero-
jatno u svim Zivotinjskim i biljnim tkivima. On nastaje metilacijom
etanolamina s metioninom i slu¥ za transmetilaciju (2). Normalna
plazma ovjeka, matke i psa sadrzava oko 0,1 — 0,2 mg slobodnog ko-
lina na 100 ml, a plazma kuniéa 0,15 — 0,52 mg (31). Priblizno isia
koli¢ina postoii i u amnionskoj tekuéini, a ne$to viSe u urinu, pa u sréa-
nom i skeletnom misicu.

U pokusima na mozgu ili simpatitkim ganglijima, tj. na tkivu sa-
stavljenom od intaktnih nervnih stanica (3, 32, 33) koncentracija van-
stani¢nog kolina mo?e, ali ne mora biti faktor koji ogranituie sintezu
acetilkolina. Opa¥anija Birksa i Maclntosha (4) sugeriraju da je intra-
celularna zaliha kolina ogranilena, pa se mora dopunjavati iz van-
stani¢ne otopine kad je oslobadanije acetilkolina brzo. Ima pretpostavka
. (4) o postojanju transportnog mehanizma kolina u stanitnoj membrani.
Na to su navela Birksova opa¥anja da za produljenje aktivnosti simpa-
ti¢ki ganglij mo¥e koristiti kolin za tvorbu acetilkolina i osloboditi oko
809 kolina, koii je do ganglija doveden krvlju. Presinapticki za-
vréeci su vierojatno opskrbljeni nekom vrstom specijalnog prolaza za
ulaz iona kolina.

Pretpostavivéi da ekstracelularni kolin moZe biti faktor koji uvjetuje
sintezu ACh kod perfuzije ganglija Lockeovom otopinom, Brown i
Feldberg (3) su dodavali kolin perfuzionoj otopini u koncentraciji
1,4 X 10—° M, posto je kod produljene stimulacije lucenje acetilkolina
bilo reducirano na nisku razinu. U nekim pokusima pokazao se uspjeh.
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Kad je kolin bio dodan prije poletka stimulacije, oslobadanje acetil-
kolina padalo je sporije od kontrole bez kolina. Te pokuse su nastavili
Birks i Maclntosh (5) s koncentracijom kolina 3,5 — 10— M. I oni su
potvrdili da oslobadanje acetilkolina ostaje na razini znatno vi$oj nego
u pokusima samom Lockeovom perfuzionom otopinom, ali ipak na ni%oj
nego kod perfuzije plazmom. Medutim, sadrzaj ACh stimuliranog
ganglija nije se smanjio, §to se dogada kod perfuzije Lockeovom otopi-
nom, vet je pace povetan na 107 %. Gangliji, kojih je perfuzionoj oto-
pini dodan kolin, sintetizirali su ACh poput ganglija perfundiranih pla-
zmom, ali nisu oslobadali acetilkolin maksimalnom brzinom.

Birks i Maclntosh (5) zakljutuju da plazma sadrfava jo§ nepoznati
faktor potreban za optimalno oslobadanje ACh.

Ganglii koji je perfundiran Lockeovom otopinom ima neSto slo-
bodnog ekstracelularnog kolina koji je, vjerojatno, pristupa¢an nervnim
zavr$ecima za sintezu acetilkolina. Takav ganglij nastavlja da ispusta
kolin brzinom od oko 10-50 mug/min. bez obzira na stimulaciju ili
prisutnost ezerina (21, 34).

Perry (21) je nafao da u vrijeme preganglijske stimulacije, u od-
sutnosti ezerina, oslobadanje kolina najprije raste pa onda pada: porast
moZe ovisiti o pojavi hidroliziranog ACh, a pad o ulasku ekstracelu-
larnog kolina u stanicu radi sinteze. Na temelju svojih pokusa Birks i
Maclntosh (5) pretpostavliaiu da se u aktivnom gangliju kolin oslo-
bada iz nekih staniénih skladi$ta iz kojih je pristupalan za sintezu ace-
tilkolina.

Acetilkolinesteraza. — Hidroliza acetilkolina kolinesterazom, zbog ve-
like fizioloske vaZnosti, bila je predmet intenzivnih istraZivanja u po-
sljednjih trideset godina.

Aktivnost tog enzima ima odtro ogranien optimum koncentracije
supstrata i bitno se razlikuje od ostalih kolinesteraza, pa veéina autora
predlaZe naziv acetilkolinesteraza (35). :

Acetilkolinesteraza (AChE) je prisutna uzdu? &itavog kolinergi¢nog
neurona (36, 37). Ustanovljeno je da je koncentraciia AChE u presi-
naptitkoj 1 postsinapti¢koj membrani u raznim dijelovima kolinergiénog
nervnog sistema razli¢ita. Postoii mi§lienie da se AChE i ChAc sinte-
tizira u perikarionu i prenosi duz aksona (15, 17, 18).

Smatra se da je glavna funkcija AChE hidroliza ACh, podto je iza-
zvan postsinapti¢ki potencijal. Time je osiguran brzi zavrSetak lokalne
depolarizacije.

Postoii mi$ljenje da ie AChE lokalizirana na dva mjesta: na vanj-
skoj povriini presinapti¢cke membrane (ckstracelularna) gdje s¢ raz-
graduje oslobodeni ACh i tako ograniluie traianje njegova djelova-
nja; kolinesteraza u samoj nervnoj stanici (intracelularna) je moZda
povezana s endoplazmatskim retikulumom (17). Prema Maclntoshu (6),




METABOLIZAM ACETILKOLINA U SIMPATIEKOM GANGLIjU 200

vjerojatno je da se intracelularna kolinesteraza nervnih zavrietaka
nalazi na vanjskoj strani sinapti¢kih mjehuriéa ili na unutarnjoj strani
presinaptitke membrane.

Koenzim A (CoA) - je derivat pantotenske kiseline (38). CoA ima
vaznu ulogu u intermedijarnom metabolizmu, jer sudjeluje pri procesu
transmetiliranja i transfosforiliranja. On lako reagira s acetilnom sku-
pinom, koju zatim prenosi i predaje nekoj drugoj skupini. Pri tom
sudjeluje i odgovarajuéi enzim. Ta reakcija moZe se prikazati ovako (39):

: ATP + enzim = adenilna kiselina—enzim -+ pirosfat
adenilna kiselina—enzim + CoA = CoA-enzim + adenilna Kkiselina
CoA—enzim + acetat = acetil-CoA -+ enzim

Sinteza acetilkolina in vivo nije ogranitena nedostatkom CoA, jer je
vjerojatno CoA redovni sastojak stanice (40). Sinteza ACh in witro
ovisna je o koncentraciji CoA (41).

»Aktivni acetat« potreban za stvaranje acetil-CoA razlititog je intra-
f:elularm)g porijekla. Ugljikohidrati, aminokiseline i masne kiseline su
izvori acetilnih grupa potrebnih za acetiliranje CoA.

Utvrdeno je da je acetil-CoA molekula koja sadrfava veliku ener-
giju i predstavlja tip bioloski aktivnog i energijom bogatog spoja (42).

Za sintezu acetilkolina u intaktnom neuronu potreban je vanjski izvor
glukoze (32, 43). U eksperimentalnim uvjetima, kod perfuzije ganglija
Lockeovom otopinom, i glukoza je faktor koji moZe uvjetovati njegovu
sintezu. Maclntosh (44) i Kahlson i Maclntosh (45) su dokazali u per-
fuzionim pokusima na gangliju matke da otopina sastavljena samo od
anorganskih soli ograniduje sintezu ACh. Mo%e se pretpostaviti da je
i stvaranje acetil-CoA ovisno i1 o ekstracelularnom izvoru acetilne
grupe, a to uvjetuje odrzavanje zalihe ACh na normalnoj razini (14).
Za optimalni ACh metabolizam potreba za glukozom moZe biti mozda
vezana i uz transport Na™ ili kolina.

Ezerin inhibira aktivnost kolinesteraze i dodaje se perfuzionoj oto-
pini, kako bi se mogao dokazati prisutni ACh. H. Skelley (46) je nasla
da ezerin u visokim koncentracijama (2,7 X 102 M) reducira brzinu
sinteze ACh, a kako povelanje koncentracije kolina spre¢ava tu inhi-
biciju, zakljudila je da se ezerin natjefe s kolinom za aktivni centar
kolinacetilaze. Perry (21) takoder smatra da ezerin inhibira sintezu
ACh, samo je to objasnio kao djelovanje ezerina na spreavanje hidro-
lize oslobodenog acetilkolina. Birks i Maclntosh (5) su nasli da u gan-
gliju za perfuzije Lockeovom otopinom koncentracija od 3 X 10_51\/{
ezerina djeluje inhibitorno na sintezu ACh. Natin djelovanja nije jos
obja¥njen. Cini se vjerojatnim da ezerin moZe utjecati na sintezu na
dva nalina; prema Perryju, on spretava hidrolizu izlu¢enog ACh u
kolin i1 octenu kiselinu, a to moZe biti znafajno kpd niske kogcentracye
ezerina, 1 samo u pokusima gdje perfuziona otopina ne sadrzava kolin.
Druga je moguénost da se ezerin natjete s kolinom u nekom procesu
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potrebnom za sintezu ACh, a to postaje vaZno samo ako je koncentra-
cija ezerina visoka. Kad opet kolina ima u suvisku, on to ezerinsko
djelovanje ponistava.

Sinteza acetilkolina. — Premda ganglij u vrijeme perfuzije Locke-
ovom otopinom moZe proizvesti znatne koli¢ine ACh u toku stimula-
cije (8, 45), sinteza ACh je u takvom gangliju mnogo sporija nego pod
fiziolo¥kim uvjetima (5). Smanjenje sinteze moZe se potpuno korigirati
zko se Lockeovoj otopini doda kolin. Normalna madja plazma sadrzava
dovoljno kolina (81), tj. 5 X 105 M, da bi omogu¢ila oslobadanje ACh
na maksimalnom nivou. Nervni zavrSeci mora da su veoma efikasni
u koritenju kolina iz vanstani¢ne tekuéine. Kad se vr$i perfuzija gor-
njeg vratnog ganglija matke plazmom, acetilkolin se oslobada brzinom
od oko 19 mug/min kroz neograniteno dugo vrijeme preganglijske
stimulacije (5). Taj ACh mora potjecati od kolina plazme.

Isti autori smatraju da nervni zavrieci (ili elementi koji ih obavijaju)
moraju biti opskrbljeni nekim posebnim mehanizmom koji omogucuje
ulazak iona kolina.

Maclntosh (6) smatra da u kolinergi¢ni transmisioni sistem treba
ukljutiti, kao specifiénu supstanciju, 1 nosioca kolina smjestenog uz
membranu sinapse. Ispitivanja moraju pokazati da li je taj transport
aktivan ili pasivan i oznaliti talniji smjeStaj nosala. To moze biti 1
sama presinapticka membrana, ili neka vrsta Cestica unutar nervnih
zavrictaka.

Osim kolina, koji u eksperimentalnim uvjetima u vrijeme perfuzije
ganglija Lockcovom otopinom mo¥e predstavljati faktor koji uvjetuje
sintezu acetilkolina, i nedostatak glukoze u perfuzionoj otopini reducira
sintezu ACh (14, 44, 45). U nedostatku glukoze, zaliha acetilkolina se
iscrpljuje i oslobadanje kod produljene preganglijske stimulacije pada
na vrlo nisku razinu. Dodatkom glukoze, manoze, galaktoze, laktata ili
piruvata perfuzionoj otopini poveéava se sinteza acetilkolina.

Postoji hipoteza (5) da je sama koncentracija acetilkolina u blizini
enzima koji ga sintetizira dalji faktor za sintezu ACh. Neophodnost Na*
iona za sinteza ACh tumate tako da Na unutar nervnih zavrietaka sti-
mulira tvorbu mjehuri¢a. Kad je acetilkolin uklonjen iz blizine enzima
koji ga sintetizira, omoguéen je nastavak sinteze, koje brzina onda
ovisi o kolitini supstrata. Birks (47) ie naSao da kod ganglija perfun-
diranog s otopinom kojoj nedostaje Na* zaliha transmitera pada u vri-
jeme aktivnosti. Pretpostavlja se, ako vanstani¢ni Na utjete na sintezu
acetilkolina, da je on povezan s transportom glukoze i kolina u nervne
zavrietke.

Ako je pak intracelularni Na bitan, njegovo djelovanje vjerojatno je
vezano uz membranski transport supstrata do enzima koji je ukljulen

u sintezu ACh.
Birks i Maclntosh (5) su pokazali da baza hemikolin (HC — 3) dje-

luje kao inhibitor sinteze acetilkolina, a to se moZe pripisati njegovoj
sposobnosti da kompetitivno inhibira sintezu. I druge baze, pored
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HC — 3, mogu smanjiti sintezu ACh. Nekoliko autora (5, 21, 46) je
uodilo da ezerin u visokoj dozi ima slitan efekt, ali se njegov nadin
djelovanja razlikuje od djelovanja HC — 3.

Deponiranje acetilkolina. — Prema Perryju (21) sinteza se acetilkolina
odrzava i za stimulacije ganglija, ali ovaj novostvoreni acetilkolin ne
oslobada se dolaskom nervnog podraZaja. Perry smatra da se na pre-
presinaptitkim zavrSecima javlja acetilkolin u dva oblika: jedan je
raspoloziv (»available«) za momentano oslobodanje, a drugi nije. Taj
neraspolozivi acetilkolin postaje postepeno raspoloziv, 1 to se dogada
neovisno od stimulacije.

Uskladi$teni ACh, koji je raspoloZiv za oslobadanje (»available
stock«), iznosi izmedu 200 — 250 mug, a ta kolitina odgovara kolidini
ukupnog acetilkolina koji su ekstrakcijom ganglija dobili Brown i Feld-
berg (3).

Birks i Maclntosh (5) daju nelto drukéije tumalenje. U gangliju,
kojega kolinesteraza ostaje aktivna, koli¢inu ACh koja je raspoloziva
za oslobadanje dolaskom nervnog impulsa smatraju »zalihom« (depot).
Ona mora biti smje$tena u nervnim zavrSecima, i u prosjetnom gan-
gliju iznosi oko 220 mug ACh (oko 85 % od ukupnog ACh koji se moZe
ckstrahirati).

Residualnim (ili stacioniranim — »stationary«) ACh smatraju onu
frakciju ukupne kolitine ACh, koja ostaje u gangliju iz kojeg je ACh
maksimalno iscrpljen produljenom stimulacijom u prisutnosti supstan-
cije HC — 8 koja blokira sintezu acetilkolina. Ta frakcija iznosi oko
40 mug ili 15 %o ukupnog ACh koji se moZe ekstrahirati iz ganglija.
s»Rezidualni« acetilkolin mo¥e biti osloboden samo postupkom koji ra-
zara strukturu ganglija. Autori smatraju da je ta frakcija ACh smje-
$tena u vansinaptickom dijelu preganglijskog aksona, pa je tako pro-
storno odijeljena od kolinesteraze. Cini se vjerojatnim da su »rezi-
dualni« ACh, kao i »zaliha« smje§teni unutar specifi¢nih subcelularnih
Lestica, ali jo$ nisu identificirane takve lestice u dosad poznatoj struk-
turi aksona ili nervnih zavr$etaka.

Isti autori (5, 14) opisali su i treéu vrstu intracelularnog ACh. On se
nalazi samo u ganglijima kod kojih je izvrSena perfuzija plazmom, a
kolinesteraza je bila inaktivirana. To je tzv. ACh u suvisku (»surplus«).
Taj acetilkolin stvara se samo onda kad su perfuzioni uvjeti povoljni
za sintezu, a nestaje ga brzo ako se kolinesteraza reaktivira. Njegov
smjetaj je ipak razli¢it od normalnog acetilkolina u nervnim zavrse-
cima, buduéi da se ne oslobada dolaskom nervnog impulsa. Acetilkolin
»u suviSku« nema fizioloSko znadenje, ali njegovo nastajanje pokazuje
da se za odmora u nervnim zavrSecima ACh trajno i polagano stvara
i razgraduje (14). Smatra se (6) da se novonastali ACh ne sprema u
sinapti¢ke mjehuriée u cijelosti kao »zaliha«, veé jedan dio odlazi i
dalje, vierojatno u presinaptitku aksoplazmu. Premda ACh »>u suvitku«
nastaje polako, on moZe porasti do kolitine koja je veta od same »za-
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lihe« ACh. ACh »u suvisku« ne poveéava koli¢inu ACh koja se izlu-
tuje stimulacijom, jer je oslobadanje ACh kod perfuzije ganglija eze-
riniziranom plazmom konstantno, a u isto vrijeme se taj acetilkolin »u
suvisku« nagomilava.

Birks i Maclntosh (5) pretpostavljaju da se »zaliha« ACh sastoji od
dvije subfrakcije. Jedna je manja i odmah raspolo%iva za oslobadanje,
za razliku od druge veée, koja to nije. Postoje dva tumalenja kako te
dvije subfrakcije reagiraju na stimulaciju. Jedna je da te dvije sub-
frakcije reagiraju na stimulaciju neovisno, tj. svaka se oslobada u ka-
rakteristi¢noj proporciji svog ACh, paralelno, sve dok manja frakcija
nije iscrpljena. Drugo tumadenje je da su te dvije subfrakcije ACh
povezane u seriju i da ACh iz veée mora preéi u manju prije nego se
konaéno oslobodi. Prednost bilo koje hipoteze traz?i nove dokaze.

Svi ti nalazi najjednostavnije se obrazla¥u pretpostavkom da je »su-
viSak« ACh slobodan u presinaptitkoj aksoplazmi, a da je acetilkolin iz
»zalihe« smjeSten unutar neke vrste subcelularnih &estica. Kako u
nervnom aksonu ti elementi nisu dokazani, to je tetko prihvatiti tuma-
¢enje da je ACh dobiven ekstrakcijom ganglija smje$ten u mjehuriée
koji su karakteristi¢ni za presinapti¢ku aksoplazmu. Kolinergi¢na vlakna
mogu sadrZavati isto toliko ACh kao i gangliji (48). Sinapti¢ki zavrieci
sadrzavaju ACh vjerojatno u mnogo veéim koncentracijama nego
akson. ACh bi mogao biti smje$ten u mjehuriéima u aksonu, koji su tako
rijetko porazdijeljeni da nisu opaZeni elektronskim mikroskopom.

Druga je moguénost da je sav ACh aksona smjeften unutar mito-
hondrija, a da je samo u sinapti¢kim zavriecima ACh smjelten u manje
. mjehuriée, koji ga dovode do presinaptitke membrane. :

Birks i Maclntosh (4) pretpostavljaju da postoie dvije vrste tvorba
koie su ukljulene u mehanizam oslobadanja acetilkolina. Jedne su mi-
tohondriii u kojima se vr$i sinteza acetilkolina, a druge su sinapticki
mjehuri¢i povezani sa smjeStajem i oslobadanjem ACh.

Maclntosh (6) smatra da se ne§to ACh mora nalaziti u mitohondriju,
prije prijenosa do mjehuriéa. To obja$njava pojavu da se 10 — 15 %
ACh u gangliju ne mobilizira ni kod dugotrajne stimulacije (= resi-
dualni ACh).

Koncentracija ACh u otopini mjehuriéa mora biti vrlo visoka (5). Ako
novosintetizirani ACh ostaje povezan s kolinacetilazom i unutar mje-
huri¢a, daljnja sinteza se obustavlja tako dugo dok je mjehurié intaktan,
ali ¢e ponovo zapocleti posliie oslobadanja acetilkolina, tj. poslije koli-
zije miehuriéa i presinaptitke membrane. Zbog stvarania acetilkolina
»u suviSku« moZe se pretpostaviti da jedan njegov dio odlazi iz mjehu-
ri¢a u okolnu aksoplazmu, gdje se akumulira ako je kolinesteraza inhi-
birana.

Bez obzira u kojem je obliku acetilkolin smjeften, niegova ukupna
kolitina, koja je spremljena unutar heurona, prije ¢e biti ogranicena
kapacitetom &estica koje ga sadrZavaju, nego sposobno$éu neurona da
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ga sintetiziraju. Kako nervni zavrieci sintetiziranja ACh stalno a depo-
niraju samo odredeni dio, zakljuleno je (14) da su kod fiziolotkih
uvjeta za odmora i aktivnosti spremiita acetilkolina gotovo zasiéena.

Oslobadanje acetilkolina. — Oslobadanje acetilkolina vr¥i se sporo
u vrijeme mirovanja ganglija, ali mnogo brie u vrijeme aktivnosti
ganglija. Veé su Feldberg i Gaddum (1), Feldberg i Uartiainen (2) i
Maclntosh (44) pokazali da venski dio perfuzione tekuéine iz ezerini-
ziranog ganglija sadrfava male kolitine ACh. Postoji kontinuirano
oslobadanje acetilkolina u vrijeme odmora. Ono iznosi oko 0,15 — 0,5
myg/min, a to znali da treba oko 8 — 16 sati da se ukupni sadrzaj ace-
tilkolina izmijeni. Aktivni ganglij pod optimalnim uvjetima izmijeni
svoj acetilkolin za oko 10 minuta. :

Fatt i Katz (49) smatraju da se pojava spontanih minijaturnih poten-
cijala motorne plofe moze protumacditi oslobadanjem »quanta« u vri-
jeme mirovanja. :

U vrijeme aktivnosti ganglija, tj. stimulacije, bilo kako dugo ona
trajala, oslobadanje ACh ostaje visoko ako je frekvencija podrafiva-
nja fizioloska. Tvorba koja sadrfava acetilkolin, dolaskom nervnog
impulsa oslobada ga u vanstanilni prostor. Ovu mobilizaciju tvorba
uzrokuju promjene koje se dogadaju u njezinoj okolini. To bi moglo
biti uvjetovano smanjenjem aksoplazmatske viskoznosti koja, prema
miljenju nekih autora (4, 50), prati svaki podraZaj, a koja bi pospje-
Sila Brownovo gibanje éestica.

Druga je moguénost da dolazi do modifikacije u povriinskim svoj-
stvima bilo lestica ili membrane. pa to olabavljuje veze izmedu njih.
To moZe biti promjena u ionskom sastavu aksoplazme uz membranu,
§to se i dogada u depolariziranom aksonu.

Maclntosh i Emmelin (34) su u vrijeme perfuzije gornjeg vratnog
ganglija matke sa raznim perfuzionim otopinama (Locke, plazma, de-
fibrinirana krv) ustanovili da se kod odredenog broja preganglijskih
podraZaja koli¢ina oslobodenog ACh u prvoj periodi stimulacije iz
neiscrpljenog ganglija nalazi unutar uskih granica (26 — 28,5 pg/
podrazaj). :

Kolitina acetilkolina oslobodena u vrijeme preganglijske stimulacije
ovisi ne samo o veli¢ini zalihe acetilkolina u gangliju u to vrijeme veé
i o nizu drugih faktora.

Pokazalo se da oslobadanje acetikolina mo%e biti smanjeno kad se
vr§i perfuzija plazmom (6) samo u prisutnosti kisika bez CO,. Uzrok
smanjenju nije nedostatak acetilkolina u nervnim zavr$ecima, ve¢ manja
koli¢ina oslobodenog acetikolina na svaki preganglijski podraZaj. Djelo-
vanje CO, na oslobadanje ACh sastoji se vjerojatno u poveéanju ioniza-
cije kalcija plazme. Harvey i Maclntosh (51) su pokazali da je kalcij
potreban za oslobadanje acetilkolina, Hutter i Kostial (52) su ustanovili
u perfuzionim pokusima i Castillo i Katz (53) u elektrofizioloSkim anali-
zama da koli¢ina oslobodenogACh varira s koncentracijom kalcija u
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Yirokom podru¢ju. Unutarnjim kretanjem kalcijskih iona Flickiger i
Keynes (54) tumate na veoma prihvatljiv nadin mobilizaciju ACh jedi-
nice (»unit«). Prisutnost kalcijskih iona u vanstani¢noj otopini neopho-
dan je preduvjet za oslobadanje acetilkolina u vrijeme presinaptitkog
impulsa, a 1 kod stimulativnog djelovanja kalija. Kod promjena koncen-
tracije kalcija dolazi do odgovarajuéih promjena i u ukupnoj koli¢ini
ACh koja se oslobada na jedan impuls (52) i u broju spontano oslobo-
denih kvanta (49, 53).

Ima jo¥ faktora koji utjetu na oslobadanje ACh. To je nepoznati fak-
tor, prisutan u plazmi, za koji Birks ¢ Mac Intosh (5) smatraju da je mo-
¥da povezan na neki nalin s primanjem ili djelovanjem kalcija. Kad
vanstani¢na sredina oskudijeva materijalom za optimalnu sintezu acetil-
kolina, viSekratno preganglijsko podraZivanje moZe dovesti do redukcije
u oslobadanju ACh (4).

Transmisija pod fizioloSkim uvjetima nije nikad smanjena zbog po-
manjkanja raspoloZivog acetilkolina na nervnim zavrSecima. Duga sti-
mulacija visoke frekvencije blokira transmisiju. To nastaje ili zbog sma-
njene osjetljivosti postsinaptitke strukture na acetilkolin, ili zbog suvi-
¢ka slobodnog ACh, ili opet zbog asinhronog njegovog oslobadanja, dok
je manje vjerojatno da je transmisija blokirana zbog reduciranog oslo-
badanja ACh na podrazaj (5).

Sinteza i oslobadanje acetilkolina mo¥e se ukratko prikazati ovako
(4): Mitohondriji koji sadr’avaju enzim kolinacetilazu i koenzim A (ili
ga sintetiziraju) dolaze strujanjem aksoplazme do nervnih zavrietaka.
Kolin ulazi u nervne zavrietke specijalnim transportnim mehanizmom
i acetilna se skupina prenosi do kolina posredovanjem CoA uz pomo¢
mitrohondrijske kolinacetilaze. Tako sintetizirani acetilkolin prelazi za
sada nepoznatim mehanizmom u sinaptitke mjehuriée, koji Brownovim
kretanjem dolaze do presinaptitke membrane. Kadgod se mjehuri¢ su-
dari s presinaptitkom membranom, oslobadaju se jedinice acetilkolina
(nekoliko stotina iil nekoliko tisuéa molekula). Do takvih sudara dolazi
nasumce za odmora, ¢e¥ée za vrijeme podraZivanja, a sinhrono i u veli-
kom broju onda kad je membrana depolarizirana nervnim impulsima.
Na slijedetoj shemi prikazan je vijerojatan tok metabolizma ACh u ner-
vnim zavriecima.

Veza izmedu sinteze i oslobadanja acetilkolina. — Kod perfuzije ganglija
otopinom koja je optimalna za sintezu acetilkolina, oslobadanje acetilko-
lina je i za odmora (5) aktivno. U takvom gangliju acetilkolin nastaje
brzinom od oko 4 mug/sek, a oslobada se oko 1/10 te koli¢ine. Za dugo-
trajne stimulacije poveéavaju se i oslobadanje i sinteza. Sinteza se pove-
¢ava mozda ¢ak i neSto vise nego $to je potrebno da odrZzi ravnotezu s
povecanim oslobadanjem. Ali ni u najpovoljnijim uvjetima kapacitet
kolinacetilaze ganglija nije potpuno iskoridten, a to se vidi po tome $to
ekstrahirani enzim stvara ACh 4 puta brze.

Sinteza u intaktnom gangliju moZe biti ogranitena koliinom supstrata
(kolin i acetil-koenzim A) ili pak akumulacijom proizvoda, tj. acetilko-




METABOLIZAM AGETILKOLINA U SIMPATICKOM GANGLIJU

215

Shematski prikaz vjerojatnog toka metabolizma

ACh u nervnim zavriecima
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lina, u blizini enzima koji ga je sintetizirao. Nije vjerojatno da bi kolin
bio faktor koji bi ogranitavao sintezu ACh. U gangliju za odmora, kao
i u aktivnom gangliju, sinteza se odrZava ako antagonist kolina (HC-3)
nije prisutan. Za perfuzije plazmom u aktivhom gangliju oslobadanje
ACh ne moZe se povecati dodavanjem kolina perfuznoj otopini.

Smatra se (5) da j¢ koncentracija acetilkolina u blizini enzima koji ga
je sintetizirao faktor koji bi mogao uvjetovati stupanj sinteze. Birks
(4) @ Maclntosh (6) pretpostavljaju da koncentracija acetilkolina u mje-
huri¢ima mora biti vrlo visoka, i da novostvoreni ACh ostaje unutar
mjehuri¢a povezan s kolinacetilazom sve dok ne dode do kolizije mjchu-
Liéla s presinapti¢kom membranom, a to ponovo uzrokuje sintezu acetil-

olina.

Maclntosh (6) je objasnio na koji nain oslobadanje potite sintezu
acetilkolina idu¢om hipotezom, koja nije eksperimentalno dokazana:
MoZda Na* ioni, koji sudjeluju u aktivnosti ganglija unutar nervnih
zavr$etaka, stimuliraju tvorbu mjehuri¢a u koje se sprema novosintetizi-
rani acetilkolin. Uklanjajué¢i ACh iz blizine enzima koji ga je sintetizi-
rao, omogucuje nastavak sinteze ACh, ako to zaliha supstrata dopusta.
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Summary

THE METABOLISM OF ACETYLCHOLINE IN THE
SYMPATHETIC GANGLION

The literature summarizing the evidence of certain aspects of the synthesis storage

and release of actylcholine in nerve endings has been reviewed.

Special attention has been paid to the factors possibly affecting the rate of ACh

synthesis.
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