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Jak stusznie pisze Kosztojanc (1949), ,,zagadnienie chemiczne]j natury
pobudzenia nerwowego nie przypadkowo znajduje si¢ w polu widzenia
tizjologow calego $Swiata. Wiagze sie ono z podstawowymi problemami
wspdtczesnej fizjologii zwierzat i dotyczy bardzo waznych procesow regu-
lacji i integracji organizmoéw przy udziale wysoce aktywnych produktow
przemiany materii organizmu. Do tego nalezy doda¢, ze opracowanie tego
zagadnienia ma nie tylko teoretyczne, lecz réwniez i praktyczne znaczenie,
gdyz jesteSmy $wiadkami tego, ze chemiczna teoria pobudzenia nerwowego
uzyskata dostep do klinik i w szeregu punktéw otrzymala juz aprobate
i zastosowanie kliniczne“.

Rowniez Bykow (1949) podkreslal znaczenie badan nad mechanizmem
przenoszenia impulséw w nastepujgcych stowach: , Uksztaltowane w na-
szej szkole poglady o regulujacej roli mézgu dla czynnosci narzadow
wewnetrznych koniecznie wymagajg dalszego rozwoju i wyjasnienia istoty
mechanizmu wpltywu kory moézgowe]j na narzgdy wewnetrzne. W bezpo- -
érednim zwigzku z tym pozostaje zagadnienie zbadania mechanizmu prze-
kazywania proceséw pobudzenia i hamowania w aparatach synaptycznych
osrodkowego ukladu nerwowego. Dopoki nie zostang wykryte podsta-
wowe prawidiowoéci przebiegu tych zlozonych, wzajemnie uwarunko-
wanych procesow w korze moézgowe]j, dopoty nie mozemy uwazac za wy-
jasnione w jakimkolwiek stopniu zagadnienie istoty regulujacego dzia-
lania kory“. A dalej (str. 23): ,,Wszystkie prawidlowosci i osobliwosci,
ustalone w granicach synaps zwojow, mozemy z pelnym prawem przeniesc
na polgczenia synaptyczne mozgu, tym bardziej, ze i w synapsach osrod-
kowego ukladu nerwowego preenoszenie pobudzen odbywa sie za po-
érednictwem ACh, co do czego uzyskano pewne dane w naszej pracowni
juz w 1934 r.“.

Tak wiec zagadnienie przenoszenia impulsow przez synapsy oraz rola
ACh w tym przenoszeniu majg niewgtpliwie ogromne znaczenie zar6wno
teoretyczne, jak i praktyczne, czego wyrazem jest olbrzymia liczba prac
ogtoszonych w tej dziedzinie.

Jedno z najwazniejszych praktycznie zagadnien zwigzanych z przeno-
szeniem pobudzen polega na tym, ze jak wiadomo przy diugotrwalym
dragznieniu calego tuku odruchowego lub jego czeSci odsrodkowej zme-
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czenie wystepuje najwczesniej w polaczeniach migdzykomorkowych,
a wiec zarowno w synapsach miedzyneuronowych, jak i w plytce kon-
cowej w miesniu. Chcac zrozumie¢, jak powstaje znuzenie synaps, a tym
samym chcac znalez¢ sposoby zwalczania tego znuzenia, musimy przede
wszystkim wiedzie¢ dokladnie, jakie procesy zachodzg przy przenoszeniu
pobudzen przez synapsy. Z punktu widzenia teorii chemicznego przeno-
szenia impulsow mozna znuzenie synaps traktowac¢ jako wynik zuzycia
przenosnika wyzwalanego z zakonczen nerwowych w chwili dojScia do
nich impulsu. W zwigzku z tym bardzo waznym staje sie zagadnienie skad
pochodzi, gdzie jest wytwarzany przeno$nik i czy mozna wzmoc jego
procdukcje. Prowadzone w naszych pracowniach badania maja wlasnie na
celu znalezienie odpowiedzi na te pytania. Niniejsza praca zajmuje Si¢
pierwszg czes$cig zagadnienia, to znaczy pochodzeniem najwazniejszego
przenosnika, a mianowicie ACh.

Zagadnienie to ma zresztg duze znaczenie dla calej teorii chemicznego
przenoszenie impulsow. Teoria ta jak wiadomo miata nie tvlko licznych
zwolennikow, lecz i przeciwnikéw. Pierwsze prace Loewiego byly po-
waznie atakowane, dopoki wykrycie esterazy cholinowej oraz jej hamo-
wania przez ezeryne (fizostygmine) nie wskazalo drogi otrzymywania ACh
wyzwalanej przy draznieniu nerw6w w stanie nierozlozonym. W latach
trzydziestych biezgcego stulecia teoria chemicznego przenoszenia odnosita
liczne triumfy, obejmujac kolejno wszystkie polgczenia nerwowo-efek-
torowe oraz wiele polgczen miedzyneuronowych. Pozwolilo to napisac
autorom pierwszego referatu przegladowego dotyczacego przenoszenia
impulsow przez synapsy (Bronk i Brink, 1939) nastepujace stowa: , Naj-
powszechniej przyjete wyjasnienie przenoszenia synaptycznego przyjmuje,
ze impulsy przedsynaptyczne wyzwalaja malg ilos¢ ACh, a ta z kolei
wywotuje pobudzenie w ciele komoérki“. W latach czterdziestych mnato-
miast zwolennicy teorii elektrycznego przenoszenia zaatakowali ostro
teorie chemiczng, tak ze w pewnym okresie stuszno$¢ jej wydawala sig
bardzo watpliwa. Obecnie jednak znowu jesteSmy $wiadkami jej przewagi
nad teorig przenoszenia czysto elektrycznego, czemu dali wyraz Brooks
i Fuortes (1952) piszgc (str. 374): ,,Wydaje sie ogolnie przyjetym poglad
ze depolaryzacja okolicy pitytki koncowej przez potencjal ptytki koncowej
(e. p. p.) jest spowodowana przez ACh wyzwalang z zakonczen nerwu
ruchowego przez impulsy nerwowe‘. Nawet Eccles, jeden z glownych
zwolennikow teorii elektrycznego przenoszenia, a tym samym przeciw-
nikéw teorii chemicznej, ostatnio (Brock, Coombs i Eccles 1952) doszed}
do wniosku, ze teoria chemicznego przeno$nika jest jedynym prawdo-
podobnym wyjasnieniem hamowania w synapsach, co wg autoréow pozwala
wnioskowaé, ze pobudzajgce dzialanie synaptyczne odbywa si¢ rowniez
przy udziale chemicznego przenosnika (.. s. 459).

Jedna z gléwnych trudnosci teorii chemicznego przenoszenia impulsow
przez synapsy polega na tym, ze wg jej przeciwnikéw czas opdznienia
synaptycznego jest zbyt krotki na to, zeby w ciggu niego mogla nastgpi¢
synteza, wydzielanie i zadziatanie przenos$nika na strukture pozasynap-
tyczng. Dlatego Brown i Feldberg (1937) uwazali, ze ACh nie jest wytwa-
rzana przez przybycie impulsu, lecz jest uruchamiana z poprzednio wy-
tworzonego zapasu. Przeciwko temu przypuszczeniu przemawial jednak
wedtug tych autor6w stwierdzony przez nich i potwierdzony nastepnie
przez Kahlsona i Mac Intosha (1939) fakt, ze podczas diugotrwalego
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draznienia wiékien przedzwojowych zwoju wspétczulnego, do ptynu prze-
plukujacego naczynia zwoju przechodzi znacznie wigcej ACh, anizeli jej
sie znajduje w drugim zwoju kontrolnym, a mimo to zawartosc ACh
w zwoju przepltukiwanym zmniejszala sie tylko nieznacznie. Tak wiec
zapasy ACh znajdujace sie¢ w samym zwoju nie moga byc jedynym
zrodtem wyzwalanej ACh. Stwierdzono rowniez (Brown i Feldberg, L. c.),
ze przeplukiwanie zwoju krwig zwieksza wyzwalanie ACh w diugo draz-
nionym zwoju, za§ w braku glukozy w perfuzacie, jak wykazali Kahlson
i Mac Intosh (L. c.), ilos¢ wyzwolonej ACh znacznie sie zmniejszata. Wy-
niki te wg wspomnianych autoré6w mozna najlatwiej wyttumaczy¢ przyj-
mujac, ze ACh jest wytwarzana w zakonczeniach nerwowych bezposred-
nio przez kazdy impuls, co jednak, jak wspomnialem, wydaje sig malo
prawdopodobne ze wzgledu na kroétki czas opodznienia synaptycznego.
Trudno réwniez przypusci¢, ze ACh moze by¢ syntezowana w dostatecz-
nych ilosciach w samych zakonczeniach nerwowych ze wzgledu na ich
male rozmiary. Ponadto przypuszczenie to nie wyjasnia dlaczego, jak to
stwierdzili Loewi i Hellauer (1938), Hellauer (1939), Mac Intosh (1941)
i inni, nerwy cholinergiczne zawieraja znaczne iloSci ACh, podczas gdy
nerwy czuciowe oraz adrenergiczne praktyczi.ie jej nie zawieraja.

Azeby rozwigzaé¢ te trudnosci, wysunalem jeszcze w 1938 r. przy-
puszczenie, ze ACh jest wytwarzana w cialach komoérek neuronéow choli-
nergicznych i nastepnie przesuwa sie¢ do zakonczen nerwowych wzdiuz
wlékien. Po raz pierwszy wzmianka o tym przypuszczeniu ukazala sig
w druku w odczycie Czubalskiego (1938). Pierwsze proby sprawdzenia
tego przypuszczenia wykonano w 1938/39 r. Uzyskane wyniki tymcza-
sowe ogloszono w r. 1946 (Zawadzki).

Przypuszczenie to wyjasnia po pierwsze, dlaczego ilo$¢ wyzwolonej
ACh moze by¢ znacznie wieksza, anizeli jej zawartos¢ w zwoju, bowiem
zgodnie z tym przypuszczeniem ACh jest zmagazynowana nie tylko
w odcinku wiékien przedzwojowych objetych zwojem, ale na calej diu-
gosci wiokien. Procz tego synteza ACh moze zachodzi¢ podczas draznienia
nerwéw nie tylko w obrebie zakonczen w zwoju, lecz takze w ciele
komérki, a ponadto, jak to wykazali Feldberg (1943) oraz Nachmansohn
i wspotpr. (1945—1946), moze ona zachodzi¢ na catej dlugosci wiokien
nerwowych. Po drugie przypuszczenie to wyjasnia, dlaczego we wioknach
cholinergicznych ACh wystepuje na calej ich diugosci, a nie tylko w za-
konczeniach. Bowiem ACh wytwarzana w ciele komorki musi przesuwac
sie do zakonczen po wldknie, a wiec musi sie w nim znajdowa¢, podobnie
jak woda w rurze wodociggowej. Dzieki temu widkno stanowi pokazny
magazyn ACh.

W zwigzku ze wspomnianymi pracami Feldberga (1943) oraz Nach-
mansohna i wspolpr. (1945, 1946) nalezy moje pierwotne przypuszczenie
rozszerzy¢ w ten sposéb, ze ACh jest wytwarzana nie tylko w ciele
komérki, lecz rowniez w calym aksonie, a wiec prawdopodobnie i w jego
zakonczeniach. Jednakze ta ostatnia produkcja jest prawdopodobnie zni-
koma, wobec czego prawie cala wyzwalana ACh musi przedostac sig
z ciata komoérki i z catego aksonu do jego zakonczen. Nasuwa sie¢ przy tym
pytanie, czy takie przesuwanie si¢ ACh moze zachodzic we wléknie
z dostateczng szybkoscig, zeby mogla ona by¢ wyzwalana w ciggu calego
draznienia, gdyz jak stwierdzajg Brown i Feldberg (1937) w ciggu 20—40
minut wyzwala sie ilo§¢ réwna ilo$ci zawartej. w kontrolnym zwoju,
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a mimo to zawartos¢ ACh w zwoju przeplukiwanym po 3 godzinach
draznienia prawie sie nie zmienia. W tymczasowych doniesieniach
(Zawadzki 1946, 1952) wysuwalem przypuszczenie, ze ACh przesuwa sie
we wloknach na pcdstawie przyspieszonej dyfuzji opisanej przez van den
Howerta (1932). Zagadnienie to omowie dokladniej przy dyskusji wy-
nikow.

Podobne przypuszczenie co do miejsca wytwarzania adrenaliny i jej
pochodnych wyzwalanych z zakonczen zazwojowych widkien wspdiczul-
nych wypowiedzieli Raab i Humphreys (1947). Autorzy ci uwazali, ze
adrenalina i blisko spokrewnione z nig pochodne katecholu sg wytwarzane
w komorkach zwojowych i sptywaja (flow down) wzdluz aksonéw pod
wpiywem odpowiednich podniet, po czym sg przerabiane na sympatyne
w cbrebie komorek efektorowych. Réwniez Kibiakow (1949) wypowiada
poglad, ze adrenalina, wydzielana przez komoérki chromochlonne ukiadu
nerwowego pijawki, dostaje sie do obwodowych aparatéw widkien adre-
nergicznych na drodze rozchodzenia sie wzdiuz wypustek tych komorek.
Jednakze autorzy ci nie dostarczyli przekonywujacych dowodéw stusznosci
tych pogladéw.

Niniejsza praca miata wlasnie na celu wykazanie, ze rzeczywiscie ACh
przesuwa si¢ z ciata komérki oraz z aksonu do zakonczen nerwowych.
Wobec tego, ze jak to stwierdzili Dale i Feldberg (1934) oraz Dale, Feld-
berg i Vogt (1936), podczas draznienia nerwow ruchowych réwniez wy-
zwala sie ACh, badania przeprowadzono na preparatach nerwowo-mie$-
niowych zab, gdyz otrzymanie dostatecznej liczby wynikéw na nerwach
przedzwojowych kotéow lub kroélikow byloby bardzo trudne. Jakkolwiek
wiec uzyskane wyniki dotyczg Scisle biorgc tylko nerwéw kulszowych zab,
to jednak mozna z duzym prawdopodobienstwem przyja¢, ze znalezione
tu wyniki dotyczg wszelkiego przenoszenia chemicznego impulsow.

Plan pracy opieral si¢ na nastgpujacym rozumowaniu. Jak wiadomo przy
dlugotrwalym draznieniit poSrednimi preparatu nerwowo - mieéniowego
za pomocg serii dostatecznie czestych podniet — kilkadziesiat razy na se-
kunde — skurcze miesni na draznienie posrednie znikaja pomimo, ze ani
nerw, ani migsien nie sg jeszcze zmeczone. Zgodnie z powyzej przedsta-
wionym poglagdem mozna przypuszczaé, ze to tzw. zmeczenie polgczenia
nerwowo-miegsniowego jest spowodowane wyczerpaniem zapaséw ACh
zaréwno w zakonczeniach nerwowych, jak i w calych wtéknach ruchowych
wskutek tego, ze szybko$¢ syntezy ACh w nerwie jest mniejsza od szyb-
koSci jej wyzwalania przez zakonczenia. Gdyby to przypuszczenie bylo
stuszne, to mozna oczekiwaé, ze po dostatecznie dtugim draznieniu z do-
stateczng czestoScig zawartos¢ ACh w nerwie polgczonym z mieSniem po-
winna sie zmniejszy¢. Zmniejszanie sie zawartosci ACh w nerwach draz-
nionych stwierdzitem juz w r. 1938. Rowniez Rosenblueth, Lissik i Lanari
(1939) stwierdzili zmniejszanie sie zawartoSci ACh w draznionych ner-
wach. Biezanski (1952) w pracy wykonane] w Zakladzie Fizjologii A. M.
w Warszawie z mojej inicjatywy i pod moim kierunkiem — na Zzyczenie
kierownika zakladu prof. Czubalskiego — otrzymal podobne wyniki.

Sam fakt zmniejszania sie zawartosci ACh w nerwach draznionych nie
dowodzi jednak, ze ACh przesuwa sie z pnia nerwowego do zakonczen
W miesniu czy zwoju. Mozna bowiem przypusci¢, ze ACh jest zuzywana
czy niszczona przez samo draznienie prgdem, albo ze wydostaje sie
z wildkien nerwowych na calej ich dtugosci, a nie tylko z zakonczen, albo
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wreszcie ze wydostaje sie z przecietych w czasie preparowania nerwu
galgzek dochodzgcych do migsni uda.

Azeby wykluczyé te mozliwosci nalezy drazni¢ nerwy w takich wa-
runkach, w ktérych ACh nie bedzie mogla przedostawac sie do zakonczen
w mie$niu i sprawdzié, czy i wowczas zachodzi znikanie ACh z nerwu.
Mozna to osiggnaé albo przez zablokowanie nerwow tuz przy mie$niu
pradem stalym, albo odcinajac nerw tuz przy miesniu. Jezeli w tych
warunkach ACh nie bedzie znikaé z nerwu draznionego identycznie jak
w normalnym preparacie, to jedynym, jak sadze, wyjasnieniem znikania
ACh z nerwu w normalnych warunkach jest przesuwanie sie jej do za-
koniczen w miesniu.

Dla wykazania, ze ciala komorek réwniez biorg udzial w wytwarzaniu
ACh, nalezy drazni¢ nerwy in situ w jednakowy sposob, z tym, ze jeden
nerw bedzie polgczony z rdzeniem, a drugi odciety od rdzenia. Jezeli ciala
komorek wytwarzaja ACh i jezeli przenosi si¢ ona do aksonéw, Lo nerwy
polaczone z rdzeniem powinny zawiera¢ wigce] ACh, anizeli nerwy
odciete.

METODYKA

Badania wykonywano na nerwach kulszowych zaby wodnej (Rana esculenta).
Preparaty nerwowo-mie$niowe obu tylnych lapek przygotowywano wg metody
Scheminzky'ego (1947), unikajagc w ten sposob zetknigcia nerwoéw ze skérg oraz
zmniejszajac do minimum niebezpieczenstwo mechanicznego uszkodzenia nerwu.

Ekstrahowanie ACh z nerwéw wykonywano w pierwszej serii doswiadczen za
pomocg 10% kwasu tréjchlorooctowego wg metody opisanej przez Gadduma (1936),
za§ w drugiej serii za pomoca kwasu solnego.

Przygotowanie wyciggu za pomoc3g kw.trojchloroocto-
w e g o. Po wypreparowaniu wkladano nerwy do uprzednio zwazonego naczynka
wagowego zawierajacego 1 ml 10% Kkw. tréjchlorooctowego i1 ponownie wazono.
Z roznicy obliczano ciezar nerwow. Nerwy zanurzone w kwasie krajano drobno
nozyczkami i zostawiano na 1—2 godziny, od czasu do czasu mieszajgc. Wyciag
przesaczano przez bibule na zwyklym lejku. Naczynko przeplukiwano 3 razy 7%
kw. tréjchlorooctowym po 1 ml i kazdg porcje wlewano do lejka. Polgczone prze-
sgcze wytrzasano 4—5 razy eterem w szczelnie zamknietej probéwce, usuwajgc za
kazdym razem eter z géry ostroznie pipeta z gumka. Nastepnie sprawdzano odczyn
przesgczu papierkiem indykatorowym (czerwien Kongo lub uniwersalny). Jezeli
odczyn byl wyraznie kwasny, powtarzano wytrzasanie z eterem az do calkowitego
usuniecia kwasu tréjchlorooctowego. Nastgpnie przesacz odparowywano w prozni.
Po calkowitym odparowaniu pozostalo§¢ na parowniczce rozpuszezano w 3 ml roztw.
Ringera hez NaHCOj; i badano na zawartos¢ ACh.

Przygotowanie wyciggu za pomoca3g kwasu solnego. Do
dokladnie zwazonej pléskodennej probéweczki o $rednicy ok. 15 mm i wysoko§ci
ok. 32 mm zawierajacej 0,5 ml 0,2 NHC], 1 ml rozt. Ringera bez NaHCOj3 oraz
66 pg salicylanu ezeryny, wkladano wypreparowane nerwy i ponownie wazono. Na-
stepnie nerwy drobno krajano noiyczka’mi, gotowano 2 minuty i przez noc zosta-
wiano w lodowce. Na drugi dzien dodawano 0,5 ml 0,2 N NaOH i 1 ml rozt. Ringera
. bez NaHCOs i po sprawdzeniu, ze reakcja jest obojetna, oznaczano zawartos¢ ACh

w wyciggu bez saczenia. Catkowita objeto§é ptynu wynosila i w tym przypadku 3 ml.
\ Obie metody ekstrakcji dawaly na ogét jednakowe wyniki, jednak druga metoda
okazala sie wygodniejsza w praktyce.
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Oznaczanie zawartos$ci ACh w wyciggach wykonywano stale
na miegéniu prostym brzucha zaby wodnej metoda Changa i Gadduma (1933). Do
poréwnania uzywano chlorku acetylocholiny firmy Hoffmann--La Roche, wobec
czego podane w pracy liczby dotyczace zawartosci ACh w nerwach odnoszg sie
nie do czystej zasady, lecz do chlorku.

Migsienn prosty brzucha przygotowywano w nastepujacy sposobh: po zabiciu zaby
ktadziono jg na grzbiecie i usuwano catkowicie skére z brzucha. Nastepnie ostrymi
nozyczkami przecinano mieéniéwke brzucha $cisle w linii srodkowej. Oba mieS$nie
proste wypreparowywano od innych miesni poszukiwaczem na tepo, podktadano
nitki pod oba konce, podwigzywano i odcinano na obu kohcach. Wyciete miesnie
umieszczano na pewien czas w roztw. Ringera, nastepnie jeden z nich umocowywano
na zgigtej rurce, przywigzujac dolny koniec do rurki, za$ géorny do dzwigni mio-
grafu. Po ustawieniu miografu na takiej wysokosci, ze jego dzwignia hyla pozioma,
przystawiano drugi koniec dzwigni do walca kimografu i zapisywano linie pod-
stawowg. Nastepnie zanurzano miesien do rozt. Ringera zawierajgcego ezeryne
w rozc. ok. 1:100000 i po 15 minutach dzialano na miesien na przemian znanymi
roztworami ACh i wyciagiem z nerwéw, starajac sie dobrac¢ takie stezenie ACh,
przy ktéorym wychylenie dzwigni bylo jednakowe z wychyleniem spowodowanym
przez badany wycigg.

Roztwory wzorcowe przygotowywano rozpuszczajac 100 mg chlorku acetylocho-
liny w 100 ml wody destylowanej zakwaszonej kwasem octowym do pH 4. Roztwoér
taki przechowywano w lodéwce. 1 ml tego roztworu rozcienczano roztw. Ringera
bez NaHCOj. Miesien zanurzano do roztworow czynnych na 3 minuty, po czym
przemywano czystym roztw. Ringera i pozostawiano w roztw. Ringera z ezeryng
az do calkowitego rozkurczu. Przez caly czas przepuszczano przez roztwory, w kio-
rych znajdowal sie miesien, pecherzyki powietrza 1 na sek., przez rurke, do ktorej
byt przywigzany migsien. Znajac objetosé wyciggu oraz stezenie ACh w plynie
wzorcowym obliczano zawarto$¢ ACh w odwazonej porcji nerwéw, a nastepnie
przeliczano na 1 g nerwu.

Nerwy drazniono prgdem zmiennym z sieci. Napiecie pragdu zmniejszano po-
czatkowo za pomoca transformatora dzwonkowego-do 3 V, po czym prowadzono
prad transformatora do cewki pierwotnej aparatu saneczkowego Du Bois-
Reymonda. Przesuwajgc wtérng cewke mozna zmieniaé napigcie pradu zmiennego
w szerokich granicach. Takie urzadzenie ma nastepujgce zalety: po pierwsze prad
draznigcy z wtoérnej cewki mozna dokladnie mierzyé przez caly czas draznienia
za pomocg woltomierza pradu zmiennego, po drugie czesto$¢ draznienia i czas
trwania przeplywu pradu sg bardzo state i jednakowe we wszystkich do$wiadcze-
niach, po trzecie nie zachodzi polaryzacja elektrod i wreszcie unika sie¢ tzw. po-
zornego zmeczenia nerwu, opisanego przez Biedermanna (1879), a nastepnie przez
Scheminzky'ego (pi$miennictwo p. Znwadzki 1947), ktére powstaje przy dtugotrwa-
lym draznieniu pragdem jednokierunkowym.

Preparaty nerwowo-migsniowe znajdowaly sie podczas draznienia w parow-
niczkach napeinionych normalnym roztworem Ringera nie zawierajagcym glukozy.
Nerwy unoszono nieznacznie nad powierzchnie ptynu i ukladano na srebrnych elek-
trodach. Podczas draznienia przesuwano stale nerw tak, ze wcigz nowe odcinki
byly draznione i uniesione ponad ptyn.

WYNIKI
1. Porownanie zawartos$ci ACh wprawych i lewych
nerwach kulszowych tej samej zaby. Azeby sie upew-
ni¢, ze nerwy lewe tych samych zab moga sluzyé¢ jako kontrola zmian



Nr 1 POCHODZENIE ACETYLOCHOLINY (ACH) 21

zachodzgcych w zawartosci ACh po draznieniu w réznych warunkach
nerwow prawych oznaczono zawartos¢ ACh w nie draznionych nerwach
symetrycznych. W tym celu natychmiast po wypreparowaniu sporzgdzano
wyciggi z nerwow dwoch lub trzech zab, oddzielnie z lewych i z prawych,
1 oznaczano zawartos¢ ACh w tych wyciggach. Wyniki tych oznaczen
przedstawia tabela I.

Tabela I

Zawartos¢é ACh w nerwach nie draznionych, w mikrogramach na 1 g nerwu.
Wyciggi sporzadzono za pomocg kwasu trojchlorooctowego

Srednia
Prawe nerwy 1,6 2,0 2,0 1,6 2,0 3,0 2,5 6.9 3.9 3.4 2,9
Lewe nerwy 16 20 20 16 20 30 25 69 42 34 29

Jak wida¢ z tabeli, zawartos¢ ACh w nerwach roznych zab waha sie
dos$¢ znacznie, natomiast prawe 1 lewe nerwy tych samych zab zawierajg
jednakowe ilosci ACh. Jednakowg zawartos¢ ACh w lewych i prawych
nerwach stwierdzil rowniez Biezansk: (1952). Tak wiec lewe nerwy moga
stuzy¢ jako kontrola zmian zachodzgcych w nerwach prawych.

2. Wplyw draznienia pradem o napieciu 05 V na
zawarto$¢ ACh w nerwach normalnych preparatow
nerwowo-miesniowych. W doswiadczeniach tych drazniono stale
pradem o napieciu 0,5 V, gdyz wstepne doswiadczenia wykazaly, ze takie
napiecie daje maksymalny skurcz a zarazem nie uszkadza widocznie
nerwu. Drazniono stale nerwy prawe w sposéb opisany w metodyce az do
calkowitego ustania skurczéw mnawet po kilkunastominutowym odpo-
czynku. Preparaty kontrolne, lewe, przebywatly przez caly czas draznienia
w podobnych warunkach jak preparaty draznione.

Wyniki tych dosSwiadczen przedstawia tabela II.

Tabela II

Zawartoé¢é ACh w nerwach kontrolnych i draznionych prgdem zmiennym o nap. 05V
w mikrogramach na 1 g nerwu. Wyciagi sporzgdzono za pomocg kw. tréjchlorooctowego

Czas draznienia Nerwy lewe Nerw.y .prauJe Réznica Réznica
kontrolne draznione w Y/, normy
4 40/ 34 1,4 —2,0 —590/,
6" 55/ 1,9 0,7 —1,2 —63"/,
™ 107 2.3 1,2 —1,1 —489/,
™ 45 2,9 1.6 —1,3 —450,
50 50/ 1,9 09 —1,0 —539/,
7 35’ 2,0 0,7 —1.3 —659/,
70 o5 4,4 1.4 —3.0 — 68/,
6" 40 3.4 2,0 —14 —419/,
7h 45 3.3 0.8 —2,5 — 750
™ 35 3.1 1,4 —15 —55%,
Srednia 2,85 1,2 —1,65 57,
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Zmniejszenie zawartosci ACh w nerwach draznionych jest niewgtpliwe,
wynosi Srednio 57% mnormy. Podobne wyniki uzyskal Biezanski (1. ¢.),
a mianowicie zmniejszenie zawartosci ACh w nerwach draznionych przez
0—=6 godzin wynosilo u niego w 15 do$wiadczeniach Srednio ok. 60%. Tak
wigc nie ulega watpliwosci, ze draznienie nerwow kulszowych zaby po-
woduje zmniejszenie zawartosci ACh w tych nerwach.

Q

3. Zachowanie sie ACh wnerwach draznionych, ale
blokowanych prgdem statlym tuz przy mies$niu. Chegc
z kolei sprawdzi¢, czy znikanie ACh z draznionych nerwow nie jest spo-
powcdowane przez samo dzialanie pradu draznigcego, wykonano serie
doswiadczen, w ktéorych prawe nerwy kulszowe zab drazniono pradem
o napigciu 0,5 V, podobnie jak w serii 2, z tg jednak roznicg, ze nerwy
draznione byly zablokowane tuz przy miesniu za paomocg pradu stalego
z akumulatoréw. Prad staly przepuszczano przez nerw za pomocgy
srebrnych elektrod przez caly czas draznienia. Lewe nerwy kcatrolne po-
zostawaly przez ten czas w roztw. Ringera podobnie jak w serii 2. Wyniki
tej serii doswiadczen przedstawia tabela III.

Tabela III

Zawarto$¢ ACh w nerwach kontrolnych i draznionych w mikrogramach na 1 g
nerwu. Napiecie pradu draznigcego 0,5 V. W pierwszych 6 do$§wiadczeniach nerwy
byly blokowane pradem stalym o nap. 2 V, a w pozostalych o nap. 4 V. Czas
draznienia w pierwszych sze$ciu doSwiadczeniach 6 godzin, a w pozostaltych 7 godzin.

Wyciggi sporzadzano za pomocg kwasu tréjchlorooctowego

Lewe nerwy Srednia
kontrolne 24 3,2 33 1,6 3,0 1,6 2,8 3.4 1,7 37 2,65
Prawe nerwy '

draznione 2,2 2,5 2,5 1.6 2,5 1.6 24 3.6 1,6 35 24
Réznica —0,2 —0,7 —0.8 0 —0,5 0 —04 40,2 —0,1 —0,2 —0,25

Réznica w
kontrolngch —87% —22% —26% 0 —I17Y, 0 —14% 46% —6, —8% —97%

Jak widzimy, zawarto$¢ ACh w nerwach draznionych, ale blokowanych
pradem statym, tylko nieznacznie rézni sie od zawartosci w nerwach kon-
trolnych, w przeciwienstwie do nerwow draznionych i nie blokowanych.
Mozna wiec w zasadzie przyja¢, ze ACh moze wydostawac sie z nerwow
tylko wowczas, gdy impulsy nerwowe dochodzg do ich zakonczen w migs-
niach, a zatem ze wydostaje sie ona w warunkach naszych doswiadczen
prawie wylgcznie z zakonczen nerwowych.

4. Zachowanie sie ACh w nerwach odcietych od
mieénia i draznionych. Jezeli wysuniety z poprzedniej serii
wniosek jest stuszny, to nalezy przypuszczaé, ze z nerwéw odcietych od
mieséni, a wiec nie majacych polgczenia z zakonczeniami, podczas draznie-
nia nie powinna znika¢ ACh. W celu sprawdzenia tego przypuszczenia
nerwy wypreparowane jak zwykle, odcinano od mieSni tydkowych i na-
stepnie drazniono w spos6b opisany w punkcie 2 przez 6 lub 7 godzin.
Wyniki tych doswiadczen przedstawia tabela IV.

Wyniki uzyskane w tych doswiadczeniach calkowicie zgadzajg sie
z wynikami uzyskanymi przy draznieniu nerwéw blokowanych. Stanowi
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Tabela IV

Zawarto§¢é ACh w nerwach kontrolnych i draznionych po odcieciu od mig$nia,

w mikrogramach na 1 g nerwu. Napiecie pragdu draznigcego 0,5 V. Czas trwania

draznienia w pierwszych trzech do$wiadczeniach 6 godzin, w nastepnych 7 godzin.
Wyciggi sporzgdzano za pomocg kwasu trojchlorooctowego

Lewe nerwy Srednia
kontrolne . . 2,8 4,3 5,4 3,6 1,7 3,6 1,9 247 2,8 14 3,0

Prawe nerwy
draznione .. 2,3 3,1 5,2 34 1,7 3.5 1,9 2.7 24 14 2,75

Réznica ... —0,5 —12 —0,2 —0,2 0 -0, 0 0 —04 0 —0,25
Réinica w "'(\
kontrolnych —17'/, —28%, —4'/, — 6/, 0 —3% 0 0 —14%, 0 —8%%

to dodatkowy dowdd, ze ACh w zasadzie musi dosta¢ sie do zakonczen
nerwowych w mies$niach azeby mogla wydosta¢ si¢ z nerwu przy draznie-
niu niezbyt silnym pradem.

Nalezy jednak zwrécié uwage, ze chociaz zmniejszenie sie zawartosci
ACh przy draznieniu nerwéw blokowanych i odcietych od miesnia byto
na 0go6t znacznie mniejsze niz w normalnych preparatach, a nawet w sze-
regu doswiadczen ACh w ogoéle nie znikala, to jednak w niektorych do-
$wiadczeniach znikanie ACh zachodzilo, aczkolwiek zawsze w mniejszym
stopniu niz w normalnych preparatach. Azeby wyjasni¢ ten fakt, wysu-
nalem przypuszczenie, ze dla czesSci widkien nerwowych pragd o napieciu
0,5 V jest juz zbyt silny i ze powoduje on uszkodzenie tych wiodkien i wy-
chodzenie ACh w miejscach uszkodzenia. Azeby sprawdzi¢ to przy-
puszczenie wykonano dwie dalsze serie doSwiadczen, w ktoérych drazniono
nerwy blokowane pradem stalym za pomocg pragdu zmiennego o napieciu 5
oraz 10 V. Jezeli moje przypuszczenie bylo stuszne, to nalezalo oczekiwag,
ze pomimo zablokowania nerwéw pradem stalym przy draznieniu silnym
pradem ACh powinna znikaé z nerwéw, i to tym bardziej, im silniejszy
bedzie prad drazniacy.

5. Zachowanie sie ACh w nerwach draznionych sil-
nym prgdem i blokowanych pragdem stalym. Do-
Swiadczenia wykonywano jak w serii 3, z tg roéznicg, ze drazniono prg-
dem zmiennym o napieciu 5 1 10 V. Wyniki tych do$wiadczen przed-
stawiajg tabele V i VI.

Tabela V

Zawartoéé ACh w mikrogramach na 1 g nerwu, w nerwach kontrolnych i w nerwach

blokowanych pradem stalym o nap. 4 V, draznionych pradem zmiennym o nap. 5 V.

Czas draznienia w pierwszym doéwiadczeniu 7 godzin, w pozostalych doswiad-
czeniach 6 godzin. Wyciggi sporzgdzano za pomoca kwasu solnego

Lewe nerwy Srednia
kontrolne . . 1,6 3,6 1,3 2,8 3,0 2,5 4,0 3.7 1.4 2.6 2,6
Prawe nerwy

draznione . . 1,6 3,6 0,9 0,5 1.6 1,2 2,9 2,0 0.4 1,2 1,6
Réznica ... 0 —0,1 —04 —23 —14 —13 —I11 —-17 —1,0 —14 —10

Réznica w 9 )
kontroli ... O —39% —30% —82% —47% —52% —28Y% —46% —T1% —54% —40%
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Tabela VI
Zawartos¢ ACh w mikrogramach na 1 g nerwu w nerwach kontrolnych i w nerwach
blokowanych pradem stalym o nap. 4 V, draznionych pradem zmiennym o napieciu
10 V. Czas draznienia stale 7 godzin. Wyciagi sporzgdzano za pomoca kwasu solnego

Lewe nerwy Srednia
kontrolne . . 4,0 2.5 2,0 3,1 3,1 54 2,2 4,7 2,2 4.8 3.4
Prawe nerwy

draznione . . 1,2 1,2 1,0 0,4 0,9 2,5 0,4 19 1,0 4,0 1,4
Ré6znica ... —28 —13 —10 —2,7 —22 —-29 —18 —28 —I12 —0.8 —2,0
Réznica w 9/,

kontroli . . . —70%/y —520/y —50%, —870/y — 710/ —549/5 —820/y —600/, - 559/, —17%, — 607/,

Zgodnie z przewidywaniem, zawarto§¢ ACh w nerwach draznionych
pradem silnym pomimo blokowania zmniejszala si¢ znacznie wiecej niz
przy draznieniu prgdem stabym, przy czym tym wiecej, im silniejszy byt
prad. Wobec tego wydaje sie prawdopodobne, Ze istotnie niewielkie zni-
kanie ACh z nerw6w blokowanych lub odcietych od mieénia przy draz-
nieniu pradem o napieciu 0,5 V bylo spowodowane uszkodzeniem nie-
wielkiej liczby wilokien. W miare zwiekszania napiecia pradu liczba
wiokien uszkodzonych wzrasta, wskutek czego znikanie ACh jest coraz
wieksze.

6. Zachowanie sie ACh w nerwach draznionych in
situ, odcigtych i nie odcigtych od rdzenia. Azeby
przekona¢ sig, czy ACh wyzwalana z zakohczen nerwowych pochodzi
przynajmniej czesciowo z cial komoérek nerwowych, wykonano na-
stepng serie doswiadczen, w ktérej drazniono nerwy kulszowe zaby in
situ. Zaby usypiano wprowadzajgc pod skére na grzbiecie ok. 2 ml 10%
uretanu, nastepnie od strony grzbietowej odstaniano prawe i lewe nerwy
kulszowe na niewielkiej przestrzeni, unikajgc w miare moznosci skrwa-
wienia. Po odstonieciu nerwéw w poblizu kregostupa po jednej stronie
odcinano nerw kulszowy tuz przy rdzeniu, natomiast po drugiej stronie
pozostawiono nerw nie naruszony, a tylko podkladano pod odcinek
nerwu elektrody. Drazniono nerwy po obydwdch stronach pragdem odpro-
wadzonym od tej samej cewki wtérnej aparatu Du Bois-Reymonda, za-
silanego pradem zmiennym z transformatora. Dzieki temu napiecie pradu
draznigcego oba nerwy bylo stale jednakowe i wynosilo 0,5 V. Czas
draznienia wynosil stale 6 godzin. Po zakonczeniu draznienia nerwy
mozliwie szybko i ostroznie wypreparowywano i oznaczano w nich za-
wartos¢ ACh. Wyniki tych do$wiadczen przedstawia tabela VII.

Jak wynika z tabeli, nerwy odciete od rdzenia zawieraly zaledwie po-
towe tej ilosci ACh, jaka znajdowala sie w nerwach nie odcietych od
rdzenia. Wobec tego, ze warunki draznienia byly $cisle jednakowe, na-
lezato oczekiwa¢, ze zawartoé¢ ACh powinna w symetrycznych nerwach
zmniejszy¢ sie¢ jednakowo. Do§wiadczenia wykonane w naszym Zakladzie
przez M. Krausego potwierdzajag to oczekiwanie, gdyz rzeczywiscie
w nerwach symetrycznych draznionych jednakowo znalazl on jedna-
kowg zawartos¢ ACh. Tak wiec widocznie zachowanie polgczenia wiékien
nerwowych z cialami komérek powoduje, ze widékna te zawieraja
wigcej ACh. Fakt ten potwierdza moje przypuszczenie, ze ACh jest wy-
twarzana nie tylko we wléknach nerwowych, lecz réwniez w ciatach ko-
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Tabela VII

Zawartos¢ ACh w mikrogramach na 1 g nerwu w nerwach draznionych in situ
pradem zmiennym o nap. 0,5 V. Jeden nerw odciety od rdzenia, a drugi nie odciety.
Czas draznienia stale 6 godzin. Wyciagi sporzadzano za pomocg kwasu solnego

‘Nerwy nie _ Srednia
odciete od

rdzenia . . 1,8 2,2 0,2 1,8 0,7 1,0 0,8 1,1 0,2 0,4 1,0
Nerwy od-

ciete od )

rdzenia . . 0,6 1,2 0.1 0,7 0,5 0,7 0,4 0.2 0,1 0,2 0,5
Réznica .. -—12 -—10 —0,1 —I1,1 --02 —0,3 —04 —09 -0,1 —02 —05
Réznica

morek, i ze ta ACh przenosi sie z cial komorek do wildkien. Mozna
wprawdzie réwniez przypusci¢, ze w nerwach polgczonych z rdzeniem
synteza ACh przebiega szybciej, niz w nerwach odcietych od rdzenia,
np. dzigki doptywowi z ciata komérki ciat niezbednych do syntezy ACh.
Najwazniejsze jednak jest tutaj, ze ciala komérek biorg w ten czy inny
sposéb udzial w wytwarzaniu ACh, wystepujacej w nerwach, a wiec
zgodnie z wynikami poprzednich do$wiadczernn przesuwa] gcej sie do za-
konczen nerwowych i wyzwalanej z nich podczas draznienia nerwdéw.

OMOWIENIE WYNIKOW

1. Zawartos¢ ACh w normalnych nerwach kulszo-
wych zaby wodnej (Rana esculenta). Srednia zawartos¢é ACh
w nerwach kulszowych zaby wodnej obliczona z 70 oznaczen wynosita
w obecnych badaniach 2,9 ug na 1 g nerwu. Wynik ten zgadza sie bardzo
dobrze z powojennymi wynikami Biezanskiego (1. c.), ktory w 70 ozna-
czeniach otrzymal $rednig zawartosé 3,0 ng na 1 g nerwow kulszowych.
Natomiast uzyskane przez nas obecnie wyniki sg przeszto dwukrotnie
nizsze, niz liczby otrzymywane przed wojng zaréwno przeze mnie (Za-
wadzki 1946), jak i przez innych autoréw. I tak w moich badaniach zZnaj-
dowatem od 6,4 do 7,2 ug ACh na 1 g nerwu, $rednio ok. 6,8. Hellauer
1 Umrath (1939) znalezli w nerwach kulszowych Rana esculenta 6,7 ug
ACh/g, za$ u Rana temporaria 5ug/g. Jak widaé¢, wyniki uzyskane przez
Hellauera i Umratha u zaby wodnej zgadzaja sie bardzo dobrze z moimi.
Dlaczego wiec obecnie, stosujgc te same metody, otrzymujemy przeszio
dwa razy mniejsza zawarto$¢ ACh? Mialo prawdopodobne jest przy-
puszczenie, ze zawartos¢ ACh w nerwach zab po wojnie sie zmniejszyla.
Najprawdopodobniej wzorcowa acetylocholina wytwarzana przed wojng
zawierala znacznie mniej biologicznie czynnego preparatu, niz to byto
podawane na etykiecie. Stagd pozorna zawarto§é ACh w nerwach wypa-
data odpowiednio wieksza. Jak wiademo, acetylocholina jest bardzo nie-
.trwata, by¢ moze wigc, ze przed wojng nie umiano jeszeze zabezpieczac
jej przed zniszczeniem w czasie przygotowan do ampulkowania. Za tym,
ze obecne wyniki sa dobre, przemawia to, ze jednakowe ilogci ACh zZnaj-
dowano stosujgc do otrzymania roztworéw wzorcowych zaréwno szwaj-
carskg acetylocholine firmy Hoffmann-La Roche, jak i amerykanska
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firmy Abbott. Wobec tego, ze prawdopodobnie trudno byloby obecnie
znalez¢ przedwojenne preparaty acetylocholiny, sprawdzenie mojego
przypuszczenia jest w praktyce niewykonalne.

2. Pochodzenie ACh wyzwalanej z zakonczen ner-
wowych Glownym zagadnieniem niniejszej pracy byto ustalenie, czy
wyzwalana z zakonczen nerwowych w miesniach podczas draznienia ner-
wow ACh jest wytwarzana tylko w zakonczeniach nerwowych, czy tez
raczej w calych wléknach nerwowych, jak réwniez w ciatach neuronéow.
Wydaje mi sie, ze uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢ z calg pewnoscia,
ze ACh wyzwalana z zakonczen merwowych przynajmniej czeScicwo po-
chodzi z wildékien nerwowych. Bardzo prawdopodobne jest ponadto, ze
przy draznieniu nerwow w ustroju cze$s¢ wyzwalanej z zakonczen ACh
pochedzi z cial neuronéw cholinergicznych. Czy précz tego ACh jest wy-
twarzana w samych zakonczeniach, tego nie mozna rozstrzygna¢ na pod-
stawie niniejszych badan. Jest to oczywiscie zupelnie mozliwe, aczkolwiek
wydaje sie, ze udzial tego ostatniego zrddla w calkowitym wyzwalaniu
ACh jest stosunkowo nieznaczny ze wzgledu na male rozmiary tych
zakonczen.

Powstaje z kolei pytanie, jak w $Swietle wynikéw obecnej pracy mozna
wyjasni¢ pewne fakty, przedstawione przez Browna i Feldberga (1936,
1937) oraz przez Kahlsona i Mac Intosha (1939), o ktérych wspomniano na
wstepie. Brown i Feldberg stwierdzili, ze jezeli przeplukiwaé goérny
szyjny zwo0j wspotczulny kota roztw. Locke'a zawierajgcym glukoze i eze-
ryne, to podczas draznienia przedzwojowych wiokien prawego zwoju
trwajgcego 189 minut do perfuzatu przeszio 1,02 ug ACh, a mimo to za-
wartos¢ ACh w prawym zwoju po draznieniu wynosita 0,2 pg, zas w le-
wym kontrolnym 0,28 wng, czyli zawartos¢ ACh w zwoju draznionym
zmniejszyta sie w stosunku do kontrolnego tylko o 28,5%. Natomiast, jak
wykazali Kahlson i Mac Intosh, przy przeplukiwaniu zwoju roztw. Locke'a
pozbawionym glukozy, przechodzenie ACh do perfuzatu utrzymywalo sie
tylko 30 do 90 minut, a mimo to zawarto$¢ ACh w zwoju draznionym
zmniejszala sie o 50%. Zdaniem Kahlsona i Mac Intosha wynik ten sta-
nowi dowod, ze synteza zachodzi w samym zwoju i ze do te] syntezy ko-
nieczna jest glukoza. Rownie dobrze mozemy jednak przyjac¢, ze synteza
ACh zachodzi nie tylko w zwoju, ale i w nerwach przedzwojowych i ze
do tej syntezy takze potrzebna jest glukoza. W zwoju ACh znajduje sie
praktycznie tylko w zawartych w nim odcinkach koncowych widkien
przedzwojowych oraz we wloknach cholinergicznych przebiegajgcych
przez zw(j bez przerwania cigglosci. Dowodzi tego stwierdzony przez.
Feldberga (1943) fakt, ze po przecieciu wiokien przedzwojowych zawartos¢
ACh w zwoju zmniejsza sie bardzo znacznie, a takze taki zw6j traci
zdolnos$é do syntezy ACh. Tak wiec glukoza moze wzmagat¢ synteze ACh
nie tylko w zakonczeniach nerwowych, ale i w odcinkach widkien prze-
biegajgcych w obrebie zwoju. Ponadto przy przeplukiwaniu zwoju czesc¢
perfuzatu moze dochodzi¢ réwniez do naczyn zaopatrujgcych wlokna
przedzwojowe i wzmaga¢ w nich synteze ACh, ktora nastepnie przesuwa
sie do zakonczen w zwoju. Fakty stwierdzone przez Browna i Feldberga
oraz Kahlsona i Mac Intosha mozna wiec wyjasni¢ przyjmujac, ze glu-
koza znajdujgca sie w perfuzacie umozliwia synteze ACh nie tylko w sa-
mych zakonczeniach nerwowych, lecz przede wszystkim we wiéknach
przedzwojowych.
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Przebieg wyzwalania ACh mozna sobie wyobrazi¢ w nastepujacy sposéb.
Z chwilg dojs$cia pobudzenia do zakonczenia nerwcwego w zwoju lub
miesniu, nastepuje zwiekszenie przepuszczalnosci blony komérkowej za-
konczenia dla ACh (Zawadzki 1937, Fatt i Katz 1952). Dzieki temu
okreslona porcja ACh (wg Achesona, 1948, okoto 107! mola ACh na jedng
plytke koncowg i na 1 impuls) wydostaje sie z zakonczenia nerwowego.
W miare powtarzania impulséw zawarto$¢ ACh w zakonczeniu zmniejsza
sie, co powoduje przesuwanie sie ACh g dalszych odcinkéw wlékna ner-
wowego do zakonczenia.” RoOwnoczesnie zachodzi synteza ACh w calym
wioknie, a takze prawdopodobnie w ciele neuronu. Stezenie ACh wyrow-
nuje sie w calym neuronie i w przypadku gdy szybkos$¢ wychodzenia ACh
przewyzsza szybko$¢ jej syntezy, zawarto$¢ ACh w calym neuronie,
a przynajmniej w calym widknie nerwowym, obniza sie rownomiernie.

Nasuwa sie tu z kolei pytanie, w jaki sposdéb przesuwanie sie ACh we
wléknach nerwowych moze odbywac sie z takg szybkoscig ze, jak twierdzg
Rossenblueth, Lissdk i Lanari (1939), juz po 2 minutach draznienia ner-
wow przedzwojowych albo nerwéw kulszowych z czestoscig 60 razy na
sekunde, zawartos¢ ACh w nerwach cobniza sie. Jak widaé¢, przesuwanie
sie ACh musi zachodzi¢ z szybkosScig duzo wiekszg, anizeli drodze
zwyklej dyfuzji. Jak juz wspomniatem we wstepie 1 dokladnie opisalem
w doniesieniu tymczasowym (Zawadzki 1946), tego rodzaju bardzo szybka
dyfuzje opisat van den Honert (1932) na granicy fazy wodnej i eterowej
w stosunku do oleinianu potasu. By¢ moze wiec we widknach nerwowych
istniejg warunki dla tego rodzaju szybkiej dyfuzji. Drugi sposéb wyjasnie-
nia tego zjawiska wskazalo wykrycie przez De Robertsa i Schmitta (1948)
za pomocg mikroskopu elektronowego tzw. neurotubules, czyli cieniutkich
rureczek przebiegajgcych wzdluz wilokien nerwowych. Byé¢ moze, ACh
i inne wazne dla zycia wldékien nerwowych substancje moga byc¢ przesy-
tane w tych rurkach z duzag szybkoscig. Ttumaczytoby to z jednej strony
w jaki sposob ACh moze tak szybko dostawaé¢ sie z wldékien do ich za-
konczen, a z drugiej strony dlaczego ciaglo$¢ protoplazmatyczna z ciatem
komoérki jest konieczna dla utrzymania przy zyciu wiékien nerwowych.

Tak wiec istniejg teoretycznie co najmniej dwie mozliwosci szybkiego
przesuwania sie¢ ACh w nerwach, wobec czego nie ma teoretycznych za-
strzezen przeciw przyjeciu wnioskow wyplywajgcych z niniejszej pracy.

3. Z kolei zastanéwmy sie nad zagadnieniem, dlaczego przy draznieniu
nerwu az do ustania przenoszenia impulséw z nerwu na miesien ACh
nie znika catkowicie z nerwow i dlaczego przy draznieniu nerwoéw in situ
stezenie ACh w nerwach jest nizsze, anizeli przy draznieniu nerwoéow wy-
cietych z ustroju?

Jak widac¢ z tab. II, spadek zawartosci ACh w nerwach draznionych
poza ustrojem wymnosi Srednio zaledwie ok. 60% i nigdy nie przekracza
75% przy draznieniu pragdem o napieciu 0,5 V. Tak wiec w momencie, kiedy
juz ustaje przenoszenie impulséw, a wiec kiedy zgodnie z teorig chemicz-
nego przenoszénia ACh przestaje sie wyzwalaé z zakonczen nerwowych,
zawartos¢ jej w nerwie jest jeszcze przewaznie stosunkowo wysoka.
W jednym do$wiadczeniu ,,zmeczenie* synapsy nastgpilo wowcezas, kiedy
nerw stracit dopiero 41%0 pierwotnej zawartosci, a wiec zawieral jeszcze
59% pierwotnej zawarto$ci. Rowniez i bezwzgledna zawartos¢ ACh po za-
konczeniu draznienia byla w tym przypadku wysoka, a mianowicie 2 ng/g,.
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podczas gdy w niektorych przypadkach nerwy draznione zawieraty za-
ledwie 1,6 ug/g. Azeby to wyjasdni¢, przypomnijmy sobie, ze z nerwow
odcietych od migsnia (p. 4) podczas draznienia ACh praktycznie biorgc
nie znika. Ot6z przy preparowaniu nerwu kulszowego zaby przecinamy
wszystkie galgzki pochodzgce z tego nerwu, ale biegngce do miesni uda,
a zachowujemy potgczenia z zakonczeniami nerwowymi tylko tych wi6-
kien, ktore biegng do migs$ni tydki. Tak wiec przy draznieniu calego wy-
cietego nerwu kulszowego mozerhly spowodowaé¢ wychodzenie ACh tylko
z tej czesci wilokien, ktore biegng do lydki, natomiast w znacznej czesci
wiokien wchodzgeych w sklad nerwu zawarto$¢ ACh nie moze sie zmniej-
szy¢, gdyz jej naturalne miejsca wyjscia z wlokien sg odciete. Prawdo-
podobnie wiec we wloknach polgczonych z zakonczeniami zawartosé ACh
spada tak znacznie, ze nie moze sie ona z nich wydostawaé w momencie
dojscia impulsu do zakonczenia, natomiast w pozostatych wldknach
wecale sie nie zmienia.

Ze takie tlumaczenie jest stuszne, wynika rowniez z poréwnania zawar-
tosci ACh w draznionych nerwach izolowanych oraz znajdujgcych sie in
situ. W tabeli II widzimy, ze najmmniejsza zawartos¢ ACh we wldknach
draznionych poza ustrojem wynosi 0,7 wg/g, S$rednio za$ znajdujemy
1,2 ng/g. Natomiast w tabeli VII mozna stwierdzi¢, ze w nerwach draznio-
nych in situ w dwoch przypadkach zawartos¢ ACh spadia do 0,1 ng/g,
w dwoch do 0,2 ng/g, a srednia zawarto$¢ wynosita 0,5 vg/g. W nerwach
draznionych in situ prawie wszystkie wldékna wchodzgce w sklad nerwu
majg zachowane potgczenia z zakonczeniami w mie$niach, wobec czego
ACh moze wychodzi¢ prawie ze wszystkich wiékien, a tym samym ogélna
zawartos¢ ACh w nerwie draznionym in situ jest o wiele nizsza, niz
w nerwie draznionym poza ustrojem. Jednakze nawet w nerwach draz-
nionych in situ zawartos¢ ACh nie spada do zera. Jest to by¢ moze spo-
wodowane przez to, ze — jak to wykazal M. Krause w mnaszym Zakla-
dzie — w nerwach pozostawionych w ustroju zachodzi synteza ACh,
w przeciwienstwie do nerwow draznionych poza ustrojem w roztw. Rin-
gera bez glukozy. W czasie wykonywania doswiadczen z nerwami in situ
nie zwracano specjalnej uwagi na mozliwie szybkie wyciecie nerwéw po
zakonczeniu draznienia i natychmiastowe umieszczenie w kwasie, wobec
czego roznice zawartosci ACh w poszczegélnych nerwach draznionych in
situ mogg pochodzi¢ stad, ze synteza ACh w tych wloknach, ktére zawie-
raly wiecej ACh, trwata dltuzej. By¢ moze odgrywa tu réwniez role
roznica w szybkosci syntezy u réznych zab.

4. Rola przenoszenia chemicznego w znuzeniu sy-
naps. Jak stusznie podkresla Missiuro (1947), mechanizm znuzenia jest
niezwykle zawily i nie ulega probom zgilebienia go przy jednostronnym
podejsciu ze strony biochemicznej. Wynika to stad, ze w przypadku znu-
zenia mamy do czynienia nie z jakim$ jednym czynnikiem, lecz z duzym
zespotem czynnikow. Przy badaniu znuzenia nalezy wiec uwzgledniaé¢ zna-
czenie wszelkich zjawisk biorgcych udzial w pracy ustroju. Wobec tego, ze
jak wiadomo przy diugotrwalym draznieniu tuku odruchowego znuzenie
wystepuje najwcze$niej w potaczeniach miedzykomoérkowych, a wiec za-
rowno w synapsach miedzyneuronowych, jak i w potgczeniach nerwowo-
miesSniowych, wydaje sie stusznym rozpatrzyé rowniez mozliwos$¢ zaklo-
cenia przenoszenia impulséw przez te polgczenia w powstawaniu znu-
zenia. Jak wspomnialem we wstepie, z punktu widzenia teorii chemicznego
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przenoszenia 1mpulséw przez synapsy mozna uwazac¢ znuzenie miedzy
innymi za wynik zuzycia przenosnika. Jezeli to przypuszczenie jest
stuszne, to niewatpliwie wazne jest ustalenie, gdzie przeno$nik jest wy-
twarzany. Daje to bowiem podstawe do badania wplywu roznych czynni-
kow na szybkoéé wytwarzania przenosnika oraz szybkos¢ dostarczania go
do zakonczen.

Jak wynika z obecnej pracy, przeno$nik, a przynajmniej ACh w ner-
wach kulszowych zaby, wytwarzany jest glownie poza zakonczeniami ner-
wowymi, a mianowicie we wloéknie nerwowym 1 ciele neuronu. Wobec
tego badania dotyczgce szybkosci wytwarzania ACh sg prowadzone w na-
szym Zakladzie przez M. Krausego wlasnie na wldknach nerwowych.
W dalszym ciagu przewiduje sie¢ zbadanie syntezy ACh w rdzeniu kre-
gowym. Tak wiec niniejszg prace mozna uwaza¢ za podstawe do systema-
tycznego badania roli przenosnikéw chemicznych w znuzeniu synaps.

5. Znaczenie uzyskanych wynikow dla teorii che-
micznego przenoszenia impulsow przez synapsy.
Jednym z glownych zarzutéw przeciwko teorii przenoszenia chemicznego
impulsow jest krotki czas opdznienia synaptycznego. Wydawalo sig mato
prawdopodobne, zeby w tak kréotkim czasie moghla zachodzi¢ synteza
1 wydzielanie ACh oraz jej zadzialanie na strukture pozasynaptyczna.
Zgodnie z uzyskanymi wynikami mozna przyja¢, ze synteza ACh odbywa
sie nie w momencie dojscia impulsu do zakonczenia i nie w samym tylko
zakonczeniu, ale stale w miare obnizania sie poziomu ACh ponizej pewnego
progu i przy tym w calym neuronie. Wytworzona ACh przesuwa sie do
zakonczen, dzieki czemu zostaje w nich utrzymany odpowiedni poziom
ACh pomimo jej stalego wydzielania. Dopiero przy bardzo dlugim i cze-
stym draznieniu poziom ten moze spas¢ prawie do zera, czemu towarzyszy
ustanie przenoszenia pobudzen.

Jezeli wiec synteza ACh nie musi sie odbywa¢ dopiero w chwili dojscia
do zakonhczenia impulsu, to oczywiscie czynnik czasu odgrywa odpo-
wiednio mniejszg role. Opoznienie synaptyczne potrzebne jest juz tylko
do wyjscia ACh z zakonczenia i podzialania na strukture pozasynaptyczna,
co wobec S$cislego przylegania zakonczenia do struktury pozasynaptycznej
wymaga bardzo krotkiego czasu.

Uzyskane wyniki ttumacza réowniez, dlaczego ACh wystepuje tylko we
wloknach cholinergicznych. Gdyby przypuszczenie, ze ACh dlatego znaj-
duje sie w nerwach, ze bierze udzial w procesach przewodzenia impulsow
po widknach, bylo stuszne, to nalezaloby oczekiwa¢, ze ACh powinna wy-
stepowaé we wszystkich widknach nerwowych, a nie tylko cholinergicz-
nych. W kazdym za$ razie wszelkiego rodzaju wldkna powinny miec
zdolnosé syntetyzowania ACh. Tymczasem Loewi i Hellauer (1938)
Hellauer (1939), Mac Intosh (1941) i inni stwierdzili, ze nerwy czuciowe
i adrenergiczne prawie nie zawieraja ACh, zas Feldberg (1943) wykazat,
ze nie maja one réwniez zdolnosci do jej syntezy. Fakty te mozna naj-
latwiej wyjaéni¢ zgodnie z wynikami tej pracy w ten sposéb, ze we
wléknach cholinergicznych ACh, ktora jako przenosnik jest wyzwalana
z zakonczen, jest wytwarzana w calym neuronie, wobec czego wyste-
puje tez w calym neuronie, a wigc i w nerwach.

Mito mi jest podziekowaé¢ asystentce techn. J. Symior oraz asyst. lek. M. Krausemu
za pomoc techniczng przy wykonaniu tej pracy.

]
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Bp. 3aBafg3kKu

[TIPOUCXOHIEHHE ALETHJIXOJIHHA (AX), OCBOBOMJAIOIIEIOCH
H3 OKOHYAHHMN [ABUTATEJBbHBIX HEPBOB BO BPEMHI
HUX PA3JPAHEHUA

Copmepmanue

Copepmxanne AX B JIeBbIX M IpaBblX CEJANHUIIHbIX HepBax JATYIIKH (Rana escu-
lenta) oguHakoBo MU paBHseTcA or 1,6 go 6,9 B cpepHem 2,9 MHEporpamma Ha 1 r
HepBa.

PasfipameHue NpaBblX HEPBOB NepeMEHHLIM TOKOM B 0,5 BOJBT [0 IOJIHOTO HCYE3-
HOBEHHMS COKpallleHHH, T, e. B TedeHUuu 4 yac. 40 MuUH. g0 7 4ac. 45 MHH. BbI3bIBaJIO
yMeHblUIeHHe cofepmxaHuss AX B pa3[ipaKaeMbiX HeEpBax II0 OTHOIIEHHIO K JI€BbIM
KOHTPOJIbHBIM Ha 41 po 75%, B cpepuem Ha 57%. Eciau ofHaKo e pasfparHTe.Ib-
Hble HEpPBbI ObLIH GJOKHPOBaHbI BOJM3H MBILILbI IOCTOSHHBIM TOKOM CHUJIOH B 4 BOJIb-
Ta TaK, YTO HUMIYJIbCbI HE MOIJIM AOCTUraTb HEPBHBIX OKOHYAHHUH B MbINILAX, TOrAA
copgepanne AX B pas3jpamaeMblX B TeYeHUH 6—7 4YacoB HEpBaX YMEHbIIAJIOCH
B cpefiHeM JiHlIb Ha 9%,. ITogo6HBIM 06pa30oM €C/IH HEPBbI ObLIM OTPE3aHbl OT MBbIIIIIbI
M TIOTOM pasjpaskaeMbl ONHCAHHBIM paHblle CIOoCOo60M, copepixaune AX yMmeHbla-
JIOCb B HHUX TOJBbKO Ha 8%.

W3 5TUX JaHHBIX OblI CAesJaH BbIBOJA, YTO BO BpPEMs pasfpakeHUs HEpBOB 3HAYH-
TeJbHAaA 4YacTb AX IepeMellaeTcsi U3 HEpBHOIO CTBOJIA B HEPBHbIE OKOHYAHUA
B MbIIILE, I'Ie OH OCBOOOMHAAETCA M CIYHUT MEJHATOPOM MMIIYJbCOB. IlepemelicHue
AX MOKEeT OCYIIeCTBJATbCA WM Ha OCHOBE omucaHHOH BaH ged 'oHeproM (van den
Honert) ycropeHHOH Auddy3uH, UM Ke B HEPBHBIX TPyOKax (,neurotubules*) onu-
cannblx [le Po6eprcom u IIlMuTTOM (De Roberts and Schmitt).

He3nayurtesnbHOe yMeHbIIeHHE cojep:aHus AX B pasfgpa)aeMbIX H OGJOKHpOBaH-
HBIX HJIM OTPE3aHHbIX HEpBaX INPOHUCXOAUT OT YACTUYHOTO IOBPEIKAEHHUS HEPBHBLIX
BOJIOKOH Dpa3fpamalolliUM TOKOM. OTO NOTBEPHAAETCA TEM, YTO NPH pasapaKeHHH
OJIOKUPOBAHHBIX HEPBOB TOKOM B 5 BOJIbT Hcue3daso 40% AX, a npu Toke B 10 BOJIBT
pame 609,.

[Icmumo pasjpaxeHus [0 NpeKpalleHus coKkpalleHui, AX He ucye3as MOJHOCTHIO
H3 HEpPBOB pa3paKaeMblX BHE OpraHu3Ma. ITO INPOUCXOAHMT OT TOrO, YTO BO BpPEMS
MPHUTOTOBJIEHHA HEPBHO-MBILIEYHOTO Iperapara pacCeKaloTcs BCe BOJIOKHA, HAYIIHE
K MbIlIaM 6efipa, a U3 TaKuX BOJOKOH AX IIOYTH HE H3ye3aer.

Ecnu pasgpamarb o6a HepBa TOKOM B 0,5 BOJIBT in situ M TONBKO OOHH H3 HHX
OTpe3aTb OT CIIMHHOTO MO3ra, cojepmaHne AX B HEOTpe3aHHOM HepBe B J[Ba pasa
6onbuie, yeM B oTpe3aHHoM. Orcoofa ciefnyer, 4to uau AX n6pasyeTcsi B TeJsax
HEPBHBIX KJIETOK W MOTOM II€PEeXOAWT B BOJIOKHAQ, UJH Ke CBA3b C TEJIOM KJIETKH
yckopsieT cuHTe3 AX B BOJIOKHAaxX.

HepBbl pasgpamaeMble in situ M oTpe3aHHble OT CIHHHOIO MO3Ta COAEPHKAJH
B cpepHeM 0,5 mukporpamma AX B 1 r HepBa, B TO BpeMsA KaK HEPBBI pasjipamaeMble
BHE OpraHu3Ma cofep:aid B cpeaHeM 1,2 MuxkporpamMma Ha 1 r. OTO NPOHUCXOAUT
OT TOro, 4TO B HEpBaxX pa3[paxaeMbIX in situ Bce BOJIOKHA COEQHHEHBLI CO CBOMMH
OKOHYaHHAMH B MbILILAX U MOIJIH ocBo6okaaTh AX.

YTOM/IEHHE HEPBHO-MBIIIEYHbIX COEJHHEHHH MOMKHO pacCMATPHUBATL KAK HCTOLIe-

HHe AX BO BCeM [IBHraTeJbHOM HEBPOHe Korja ocBobomijeHve AX NpPEeBOCXOTHT €ro
o6pa3oBaHHUe.
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AX ocBoGomJalolHiic U3 HEPBHBIX OKOHYAHHH HEe 0053aTeJIbHO HOMKEH 06paso-
BaThCA MOJ BJIMAHHEM HMIIYJIbCA, KOTOPbIH NOCTHUraeT OKOHYAHHA, HO IMPOUCXOMUT H3
3amaca BO BCeM HeBpoHe. Bjaromaps 5ToMy XUMHYecKas nepefada HMIIYJbCOB BO3-
MOKHA HECMOTPSA Ha OYEHb KOPOTKOE BpPEMs CHHANTHYECKOH 3aJepiKKH,

Br. Zawadzki

THE SITE OF ORIGIN OF ACETYLCHOLIN (ACH) LIBERATED FROM THE
MOTOR NERVE ENDINGS DURING STIMULATION

Summary

The ACh content of left and right sciatic nerves of the frog (Rana esculenta)
is equal and amounts to from 1,6 to 6,9 w g/g of nerve, on an average 2,9 yu g/g.

Stimulation of right nerves with a 0,5 V a. c. until complete disappearance of the
muscle contractions, i. e. from 4 hrs. 20 min. to 7 hrs. 45 min., has led to a diminution
of ACh content in the stimulated nerves in relation to the left control nerves
by 41 to 75%, on an average by 57%. If however the stimulated nerves have been
blocked near the muscle by a 4 V constant current so that the impulses could not
reach the nerve endings in the muscle, the ACh in the stimulated for 6—7 hrs.
nerves diminished on an average by 9° only. Also when the nerves have been
severed from the muscle and then stimulated as previously described, the ACh
content diminished by 8% only. From the above results it is concluded that during
stimulation of the nerves a large portion of ACh is transferred from the nerve
trunk to the nerve endings in the muscle, where it is liberated and serves as
a mediator. The transfer of ACh can occur either on the basis of the accelerated
diffusion described by van den Honert or in the ,,neurotubules* which were described
by de Roberts and Schmitt.

The slight disappearance of ACh from the stimulated and blocked or severed
nerves is caused by a partial impairment of the nerve fibres by the stimulating
current. This follows from the fact, that stimulation of the blocked nerves with
a 5 V a. c. caused disappearance of 40% of ACh, and with a 10 V a. c. even of 60%%.

In spite of the stimulation until the disappearance of the contractions, ACh does
not disappear completely from the nerves stimulated outside of the body. It is so
because during preparation of the nerve all the fibres which go to the thigh muscles
are cut, and from such fibres ACh hardly disappears.

When both nerves have been stimulated with a 0,5 V a. c. in situ and only one
of them was severed from the spinal cord, the content of ACh in the intact aerve
was twice as great as in the severed one. It follows from that either ACh is pro-
duced in the nerve cell and then transferred to the axon, or that continuity with
the cell body increases the velocity of ACh production in the fibre.

The nerves which were stimulated in situ and severed from the spinal covd
contained on an average 0, 5 u g of ACh in 1 g of nerve whereas the nerves stimn-

lated outside the body contained on an average 1, 2 n g/g. It is so because in the
nerves which were stimulated in situ all nerve fibres were connected with their

endings in the muscles and could discharge ACh.

The fatigue of the neuro-muscular junction is probably caused hy the exhaustion
of ACh in the whole motor neuron when the liberation of ACh exceeds i!s
production.
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ACh which is liberated from the nerve endings must not be necessarily formed
by the arrival of the impulses, but is mobilized from a preformed store in the whole
neuron. Thanks to it the chemical transmission of impulses is possible in spite of
the very short time of synaptic delay.
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