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%a veo pomol in Stevilne nasvete ee iskreno
sahvaljujem evejemu montorju, predsto alku instituta
profesoriu dre As Oe Jupsniiltu. Bjesu pe tudl veen
Slancn strokovnegn kolegija Poto-fizioloikegn insti-
tuta globoka sabwvala sa stisulativne pmipoube pad
ploanju disortagije. Telnilnmeca cechiu se sahwaljujem
ga pomel in sodoleovanje pyd ekspordcenialnem delu.

Ry Pavlin
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DELOVEL Balne

Dietilamid lisergiine kisline poveredd pri 1ljue
deh v nilkrogramokih dossh paihosi podolno stanje, ki
traja nokaj ar, pri poskucnih divalih pa mone motnje
v olnazanju, Hamen nafega ttudija jo, da ¢ one stzani
prouiujeme vpliv dlotilanids lisergirne kisline na
obnasanje poskusnih iiveli, 2 druge pa, da cerimeo
vpliv %o snovi na aktiwncet melgensiiih holinesteras
in sonoeminoe oksidagse. Glavni nemen toga dela je pre-
iskati, ali obataja svosa med olmeienjen 2ivall in ak-
tiviostjo toh enoiunov all ne.

Hasziskovalno delo b acto teklo v dveh amorehs
Ae bvantdtatiwe neritl o wetodo pogoinih refieisov
vpliv peihotrupnih snovi na podgeno in B, 2 Yarburgove
in drugi:d manowmetyiinisd motodami seriti aktiwmoat
holinegtoras in moncaming ekaldaze v aoiganih podgan,
ki 80 pod vpliven dietilamida lisergiine kisline poka-
zale spiozenjeno olnasanjes Jprva Ui merili aktivnost
v ealih moiganil, noto pa v vedoo menjsiih regijahe.



uvon

Ragiskavanjs na podrodju peihofammalologije eo
odkrilia ozhe povezave ned delovanjem nekaterih bioe-
ioéko aktivnih snovi .n obasdanjes &loveka ali poshkus-
nih sivali. Skupno @ opazovenjem novih psihoformako-
logkih pojavoy pa 80 80 rasvijale nove domneve © narae
vi ulinkovanje poihotropnih snovi na obnatanje,

Klasiina netoda za preskusanje farmakolotXkih uline
kov na econtyalno Zivievje je opazovanje,., Pomanikljie
veat wetode Jjo v tem, €éa ne daje tolne kvantitativaoih
podaticov in da ni gelektivin, Sato so rasvili razlitne
uetode, ki pa 00 pogostoma selo komplicirane in vodije
eole do protislovaih resultatov, Za namene nasega dela,
tele nalin delovanja nekaterih psibotropnih snovi, jJe
bileo trebae v prvi vrstd najtl preprost teat, ki bi omo-
gotil merjenje paihofizicloskih smogljivestl pri po-
skusni Zivall,

Hgtode in tehnike

Izbirali emo med resnini metodami, ki jih lshko
rasvrotine v pet skaping

a) merjenje sponiancga gibanja,

b) preutevenje nagonskih reakeij in obnasanja,

o) labirintne meotode,

8) preskusanje gmegljivestd pazlotevanja in

d) pegojini veflekei.

Hajetarejia metoda sa proulevanje farmakelosldh,
fisiclookih in peiholeskih funkedj je maxiecie sucnia~
hgsza _cihonis. Prvotao metodo je kuneen prejsnjoge sto-
letja objavil Stewars (1808), sboljsal pa Jo je Skdnner



(1953). iivel denemo v boben, ki se vrii, Se sival
tele, ioteda je v rabi prodvesen sa preulevanje lako-
to in seje, wplive teme in evetlobe ter endokrininh
faktorjov,

W O

bavi 8 wplives posamesnih nagonov prd premagovanju
nensdnik saprek, kompliciranih situnel] in nactania
poskuenih nevros. Opisani o aparatd 2 glavao snalil-
nostjo, da nors poskusns iival pri isvedbi dololens
nagongke reakeije pronagstl neke ovire, ki jeo lshke
serimo (jarek, voda, oleitrilnil tokitd.). e klasiini
sc aparati po Tseiu (1852) in Yardenu (1931). V te
skupinoe sedije tudi nerjenja scolalnega chnacanja,
kot ata obnasanje pri grednji gnesda in clnatanje prd
kopulagiji. Za to metodo oo nismo odlodili, ker pai-
holoski utinki enovi, s katerdsi emo oksperinentirsld,
sadevaejo prvenstveno druge grape peihicnih dojavnoeti.
Labdxdntoe metede oo najbol) pogosto uporabl jend
peitofisicloski toati, Bistve jo v tem, da najde sival
v labiriata najhkrajéo pot do €ilja, kjer ponavedi dobd
nagrado = hrano, Prvi je opisal labirzinine metode Small
(1901), Danes imano na desetine raznih imvedb, praktis-
ne pa 88 labirintue motode uporabljaje najvel pri cee-
ajevanlu oknasanjs in presoji ulne nsderjencsti pri
rasndh rasmerah.

riji Pavliova o saveru rezlikovanjas “dval se nore med
dvema barvama, vsorecens, glasovema itd, odloliti za
pravi snak, sa kar dobi nagrado, sioer pa kapen, Nalbol]
izdelanc metodo je oplsal Laghldy (1938) in jo uperabe
ljeuo za preskus raslelievenje pa tudi ss povesrotenje
poskusnih nevros,.



0dlo24ld smo o0 =» gesede pocoindb xoflekeow,
kor jo nalbol] izdelana in resisksna, ker omogsla
ob preproeti aparaturi objektivno merjenje in ker je
podgana odlitna Zival za $o wetodo, Ule motude pogol-
aih refleksov 1. Fs Paviov Je ob konou prejinjega ato-
letjn oplaal pogojne reflekese in sestavil *lasilno
poskusno uveditev, ki dobrih trideset let ni dolive-
la bietvene modifikacije, dokler ni leta 1933 Skine
ner ragvil tehnike, pri kateri podgans na pogojini
@rail)a) odgovord take, da pritisne ne vaved, Cd teda]
go ae malele rasvijatl rocne medifikacije, sa nate doe
lo pa je posecbna tehaike Wernerja (1532), ki jo prwis
uporabil beg zivall z elektirilne nabite mrete ko% po-
gojno reakeijes Uporadbljal je kleotko, razdeljenc s wvrat-
o4 v dva prekata in 2z dnom iz kovinske mrele, ¥V myelo
Je lahiro spustil eloktriini tok, pogojna reakelije pe
Je bile beg iivali na pogojnl drsiljal is encga v drugd
del kletke, Gellhomn, Eessler in Minatoya (1942) so
Varnorje¥e naprave uporabljali za poveroianje poskusnih
nevmos, Drugl ekapor centatorji so opremenili Yamerje-
vo napravo ustresno z naceni seritov, vese tehnike pa sc
bile nasenjene teoretiskemu preulevanju pogoinih reflek-
aov, po tudi se preskusanje manih farmekoloskih usin.
kovs :
U kakonici tehnikani oo preuiewvali paihvsotoriine
wéinike LOE in daugih peihodrognih anovi do sedaj? Veli-
na % nik iza klasidne pogojno reakeijo le kot cenownd
skolot in se od nje molno raslikuje take glode na drade
1jajo kot po sproSenih cdgovorih, Neve modifilkacdje
pogojaih refleksov so najpre] uvedli pri studiju nove
skupine sdrevil, take iuenovanih trankvilisantov, Fri
ten oo dajali prednoet tehnikam, ¥ uporedliaje pogode



nd uaik, Foleg rabe p¥i masiskavanja trankvilizantow
pa so se %o tehnike iskazale dudi pri resiskovah pro-
blenove ki 90 v avesi g drugo grayo pesihotrognih sno-
vi, %0 je paibogosimetakih,

Solnndkes 1. Vin.or in Flatakor ote lota 1949
objavila in kasmeje (1956) za LD uporabila Sehallp
sdamuniape yxxd (rope olimbing technique). lLalne
podgane se dajo wagojitd, ds splesajo po prosteo viso-
84 vrvi navegor, na vrhu ps dobe sa nagrado hrano,
keri se tas plessnja, Tehaika jo le delno pogojni umik,
vendar jo =znogo uporabljaje sa preulevanje vyliva neka-
terih sdravil na chnasanje podgan,

24 Skok pe uelige (pole~jump) je ime sma tehnike,
ki jeo tipllen prudatawnik metod za cpamovanje pogolne-
ga unika in 80 jo na temel)un Winterjeve in Flailakerje-
ve tohnike imdelali leta 1555 Cook, Weddley, ilorris in
Esttis, Prenirans podgana skoli ne lesenc palico, da
se igogne udareem elektrilinegas tvka v ureil ns dau klet-
ke. Podaljoenje reskeljskega tasa - intervel med salete
kom pogojnegs dreiljaja in shokom na palico - o obiut-
ljivo werilo sa epremsube pogo)nogn obnaienja. Prednost
tehnike jo v tem, da civali ne lmiejo silrsha, key Je
palioa vsrno pribeialiste, alabost pa v take inenovanen
sokundarne pogejenss wniluy iivell nemrel skalelc mA
palice 2@ prod pogojnim drailjajom.

~ 3e Pobug v vodorsvnd sueryd - Akatla. ki gizess
(shuttle box), Vamer je leta 1932 opiecal tehnike, pri
kateri doneso podgane v skatlo ¢ dvoma prekatoma in
mredastin dnom. Sa oposcrilnim eignalom (pogo.ni drad-
1jaj) eledijo udarei elektrilnega toka v nreii (brespo-
gojni drailjal)y sdvali se priule, da se izogmejo udar-
oom tako, da sbele iz onegs prekats v drugl skosi majhe
no lopute, ki dell &katlo. Tehniko sta podrobtno izdelals



Bittig in Grendjean (1937) in cmogola trl tipe odgo-
vorov: a) iivel odgoveri na pogojnd draslje) 2 umi-
kom, Po intenzivaez treningu doseso velina sivall 90 -
1060 ¢ umikov, D) ‘ivel ne cdgovori na pogojai dmaide
1iajy pat pe na brespogejni. 20 je brespogoini odgover,
inenowan tudl odgovor begs in pomeni specifilni blok
pogoejnega unika, ) lLival sploh ne skodi, raje dobiva
undazroe elektiriinegan toka, To se pojevi pri poskusal
nevrozi alil pri olvari lokomoeije.

o tehniko smo uporabljali v prifujolem dolu in
Jo v mareiien ispopolnili, Tehnike ocnogola med drugim,
éa variirane rasuei®, v katerih poieka pogojal uaiks
na priser iaterval ced pogoinim in bregjogojnim drade
ljajen, kar jo vadnoe ga podhrepitov pogojneges refleksa.
Po Ganttu (1952) moremo 8 vetode pogojnega unika v do-
lodenih pesiusih cdhriti neko skwaro v funkeiji daled
pred bickemilnimi in pnevroloskial teati, Ta avior je
8 te tehniko prvi testiml farmelkoloske cnovi & pai~
- hidénimi uiinki, take imenovane peihotropno enovi,

Paihotropne snovi

Bomenlaturs teh enovi de al unetaljena, FPo Heff-
wnanw (1959) sajems pojem peihotropne snovi velik epek-
tor anovi, ki vel ali man] sadowajo peiho, npr.: anal-
gotike, eviorite, sedative, trankvilisante, stinulense,
hipnotike ia psihesonineteke snovi. Peihosominetlske
snovi se od drugih peihotrozaih snovi mazlikujejo ¥
von, da poveroiajo skutne in cbeeine sprenenbe v sasna-
vi roalnostl, obiutku prestora in Sesa in oele zavos$i,
- Gepry e previloza cstane chranjens.
fied peihoscainotshe snovi steje tudd 15D, napol



sintetska snov, katore peihi ne ulinke jJo sponladi
19435 nehote presiusil na sobi in jih kasneje nalrd-
no preutil ssm odkritel] te enovi 4, Hoffuan iz Dane
dosovih laboratorijeov, (4 tedaj je LI preduet nedte-
tih famekolodtkih in klinitnih publikeel], posebao se
sato, ker ima pred drugini psihcpomisetskini enowvmi
vel pr.dnootis a) da oo sintetizimati in je njonas
struktarna formula anana (slike 1)

S1ika 1. S8trukturna formula ISD,

b) se v miirvogramekih dosal poverolas
p¥ Gloveku ob ohranjeni savest®i jeibozi podobno sta-

nje, ki truja ved ur in
g) innibirs ChZ v moiganih,
Intzave.gio ia, dcdren L0D izgine nagle is obtoka
(&lovek, miska) in gs nafjdeso v resnih organth, naje
ved v jJotrih, kjer se izlela 2 4cliem v Srevo, Frese-
netliivo je, da le uwajhen dol injicirane dose pride w
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moizane in oolo po intrsvenirilkulemnd injekeiji is.
gine 14D 1B molgenov onske hitre kot po intraveneiki,
Zato domnevajo, da 13D sameo eproil neko eentralno re.-
akeije (Hofiman, 1959)., Aduins toksilneost moino vari-
ira pri rasnih ddvalih, Zele o obsutljivi kunei,
nedtem ko so miske skoraj neobiutljive. Terifemi
ulinki LSD go simpatikotonisais mddriama, hipergii-
keuijan, pileerekeljs, tahiksxdija in tahipneja, ven-
dar so povaroteni ocontmalne, kar potrjujejo inhibdtor-
al uiinki adyenclitikov, ganglieplegikov in hipnolikev,
V unogih teetih povela 145D dolovanje adronsline, nox-
adrenaline in amfotamina, Pri malki fecilitire LD apd~
nalne reflekwe, pri kuncu pe 2@ v nikrograseii dosi
zolno dvigne telesno temperuturo.

¥V tem delu nas sanima meheniven poitoscmisotsiege
delovanja 10D, Utare raglege so goverile o vpliva L3D
na dolovanje sorotoping, ki veljs ma onoga od mediator-
Jov p24 nomsalnih peibitnih propoeeibs Res je ISP igra~
sit antegonist perifemih ullokov serotonina, vendar jo
male verjetno, da bl tak antagonizem med 18D in seroto~
ninen veljal tudl v eentraluen tiviewjus ugotovili so
naured, s UL nics peihosomimetakih ulinkev, kljud
temu, da je ensko molan porif.mmi antsgonict serotoni-
nu kot jo 15D, Leta 1955 pa so Thompeon, Tickner in
Webster ugotoviil, da 18D fe v selo niskih hingontras
eijah inhibire BOME v moiganih Zloveks in rasnidb Hdva-
li. T¢ nas jo navedlo na aisel, da ragiilemo, 2@ cuata-
ja ovegas wed inhibioraim uifnkom LED na moiganske OhB

in EAO ter njegoviui paihitnisi ulinki, Doscdanja fermako-

locka raziskavanje kaiejo, da spremembe v 2ivini aktdv-
nostd, ki so nastale po delovanju spleinid aneatotikow,
analgotikov, noevreylegikev in dmgih encvi, priseme

gavise od sprecesd v sinapiicnem prencen tivinih inpule



gov (Zakusov, 1961).

Zavedano ee, da morasmo biti opresmi, e holewo
fz2luptitd fizlolodkl pomen uastresnih encimov pri de.
lovanju testiranih saovi na pbgojne reflekse. Venday
kaze, da vea) dol ocontralnih utinkov psihosonimotskih
snovi lahko priploujemo njihovim antiliolinesteraznis
in antiscnocanine ohksidacnim lastnoatim in to iz tehle
raslegows 1, %0 enovd molne ianhildrajo ChE in Hal v
romogenatih podganjih moigenov in viire,

2+ ulinek na pogojne reflokss so pojavi po
dolofend latentanl dobi, kar govori sa indirokten mochae
nigen delovanje, %o je, da o0 endogene gpronlieni medi.
atoxril nakopiidjo do kritiinegn niveis in

J3e ulinkov na pogojne reflekse ne moremo pripiso-
vati delevanju inhibiterjev na nemofgenake tkiva,

fakusov (1961) satore] meni, da 80 ulinki =nogih
farmakey na pogojne in brespogone reflekee poslediea
n ihovega delovanja na olnaptiini prencs vzburienje.
Klesiten poskus v svesi ¢ nasin programocn ete Daprevi.
la Pundonburk in Case (1947), ki eta Lfupreaionirena
po konvalaivaem delovanju lokelno aplicirancga ACh,
ragdskavels utdckovanjo holinergikov na pogo)ne reflohk.
80 prli madkis Pogojne reoflekee ota savrlia & eserinom,
udiaskovenje eserine ps ata propretila atropin in aag-
nezijev sulfat, Tem prvia reslekavom o pomena holinere
gikov pri pogojnih refleksih je slodila oela vruota,
tako tudi poskusi Micheleona s sodelavei (lidcheleon,
1961), ki so po petnajetih letih ragiskevenja sakljue
3411, da oo v modgansiih podxoljib, kjer je sodel
visje sivine aktivnosti prisoini holinexgiing nevroni.
Kozno jJo, da bi ulinki resnih sgovi na pogojne reflokee
billi poslediea delovanga teh snovi na holinergitni
aiotem tako v moigenski skorjd kot v retikulamni fore
waolijl. Dendeenke (19561) je nasel po holinomimetikih



kakor tudl adrencmicetikih Jdosiahranizacijo v moigane
skl shoxji in retikalayni formaciji, po wstroznih 1i.
tikih ps sinhronisacijo.

Retikulamae formeeija

V sadajih letih se tedalje bol] savedomo pomons
retikulome formaelije modgansiega debla pri vepootove
ljanju pogonih refleksoy (Mowell, 1961). Xade, da
jo retikulama foruaeija potredna, da se yri tvorbl
pogojnega rofleksa s:lene krog. Yo potriujejes 1. po-
datkd, da pri dekortioiranih 2ivelih lahko fe widimo
rudisentane pogojne reskeije, 2. e delne unilenje
retikulame fomumolje modganskoga debla prekine pogsje
ni refleks in 3+ lahno drajenje retikulame fomsaddje
bodisl fecilitire, bodiei iahibirs pogone refickse
(W‘. 1958) «

¥ retikulami formselji moiganskega debla ata
Baotipana Sako holinezgilae kot adrenergitne Sivievie.
Edllam (1962) se v obiirnen pregledu o holinergiinih
mehanismibh v retikulemni formaeiji nagibe k mneniu, da
#0 %1 sanj pomenmbni kot edrenergiini. Glovna upore
ga to 80 podetki Bredleyas in Xoya (1958), da ACh osi.
roma holinomimetiki sioer vplivejo na ES¢ pri draSenju
rotikulame formecije, ne sprenens pe olnatanja. drugl
olaktrofisiclogl pe sarsadi alinkevenjs famakolonkih
ssovi na elektyrilne sktivnost uenijo, da ima rayno ho-
linergitni sisten walen ponen v rotikularni fommaeel iy
vos mehanigom ocentralnegs delovanja ansiholinergi aih
snovi na) bi potekal rawno preko vplive na rotikulsime
formseijo (Ilyatchenok, 1961).

Pri obldelavi nase naloge nas je 50 prav posche]
saninalo, all izamo tudi v retituleyni fomaoiji ho-



linergicni sistem, lnoge udinke holinorgiinilh peihogo-
mimetsiih snovi na pogo. ne reflekso bl mogli rasloditd
s delovanies na retikulammo formaeijo. £ delovno nalo-

g0 smo skusall mojoaniti tudi pomen nekmterilh onsimov
prd delovanju pasihozonimetekih smovi, takoe v eelotnih
noiganih kot fe posede] v retikulammi formaei i.

MEI0DIEA

belc & pogojnimi refleksi

V skustilno L4sbol] imoliren sabo] poetavimo
kletko (50 x 20 = 15 on) @ steklenim pokrovem in dnon
iz kovineke nrede 8 kontakti sa elekiriine drasenje.
Y sredini kletke je lopula, pod katere lahke pobegne
podgans is enegs prokata kletke v drugega (81ika 2),

Slika 2, Klotka ma pogo/ne reflekse.



Pogogni drasljn) jJe svetlcba elektriine lurke, ki se
priiigs 1,5 eekunde pred brespogojaim dmmiljajen,
Brespogoeni drasljaj je nis sunkov olskirilnegs toke
v oreli, napotoat 120 « 140 V, frelvenoa 2,4 Hz, tre-
Janje niga 4,9 eekunde,

To tehniko smo igboljsall v vel Solkahi

- makeijoki Cas registrireame aviomatsko z elek
tritnc 2soparieo (aproditev hirati & pogeinis dradlje~
jemy zaustovitev vezana na prekley lopute pri prehodu
Qiml)l

= Stoparico vine do nitle ista lessovne baca, ¥4
sproil pogejni drasljej,

- poskusna 2ivel same prl prehodn pod lopute pre-
klopd elektrilne ureditov v tloti prokat, hamor stede;
ta preklop gre preko pakaasnitvenags mehanizoa.

Tabela 1. Umik sa vegejo pogoinih reflekeov in lasi

pri poskusu, :
Buevi 1o 2 3 4 S5 Godn 7, Se 8. rPosiue
e s s R e T e
ﬁ:; prie 20 120 5 5 3 S 2 z
- Y=
aparatige. S8 min min min mia min min
i sevilo 10 na
& & 5 10 2¢ - p o vaalih
posiuoov ‘ 15 min
w&m 120 6 30 6 [
- - -
dresenii sek asek sak aak aek
Sehaant ey 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
“”ﬂi- * % pek sok sek - sek ser

nega
1jeja




Pogojue reflekse ame privegnjeli po nekolike
epronenjenen urnilu Bittige in Grandjeana (1957)
(fabela 1), Uporabljeli amo bele podgane obeh spolov,
8 teio 100 - 120 g ob patothu pbekusa. ri tea po-
stopku nilsmo nikdar opasili neviese in po treh todnih
vaje 8o imele iivali nad 80 ¢ uvesbenih pogelnih re-
fleksov,; kar suo jenmali kot bDazo 2a nadaljnje delo.
Za podkreopitev pogoinih refleksov smo skrajiali ine
terval med pogojnim in dresgogejain dresllajen v 3 - 5
drasenjih pred posiuscm na eno sekundc,

Azzedbe soplugn. Voako snov amo inileirali ped
koso v fislolodki rastopind ter take] po injekeiji in
v prosledkih po 19 minut dosetirat dreilld, "teli smo
pogojne reflekso in merili reakeljeki les, Kot reak-
eijaki teas amo Jjeuall dobe od seletka pogojnega draie
ljaja do tronutia, ko livel na Degu v dmugl prekat
preilopd lopute in take vetuvi &toparico. Tooius omo
nadal jovali, dokler nisme sopet dosegli enakih Zasov
kot prod injiciranjen preskusane enovi, Poskuse asmo
dolali prd sobni temperatuxi.

Herjenje aktivnosti holinestoras
v homogenatih molganov

Uporabl jall ame Warbargovo usnometyriine tehniko.
Za enoimgki preparmmt sno jomald homegonate moiganov
potganey nekaj poskusov omo napravili tudl na wmoiganih
tlioveka, Clove ke molgane asmo dobili pri cbdukelji
ljudi, ki niso unrli sa corebrelnini ali eerobrovastu-
lagnici obelenji all infekeijekind bolecnini, Obduel-
rani 90 bili kaksnih 10 ur po sodiy molgene sme hra-
nill prd « 20° 0. rodgenje mosgane smo dobill po Arte
vovanju Sivall v etrovi coaomi ter ispiranju molganov



8 porfusijo 80 ml fisiolodke reztopine skosi abdomi-
palne aorto, lomogonate emo nayravili v homogenimae
torju s steklenin baton im Jih uporabljali svese,
imedkance smo Jobill tako, da emo @& kedleno lopatico
uelikall moigane na steklenl pleslifed tolike Zasa, da
je sase postala leyljiva in homegena pri pregleda 2
golin oleaum, Nato sso v Varburgove posoccics = snano
toso dajali po 50 - 100 mg smelkancove V uvodnidb po-
skueih amo pricerjali aktivecet ChE v oncimgkih pre-
par:tih homogenatov in mmetiksncev (Magram 1) (Pave
1in in Shompoon, 1061).

TrUE AND PSEUDD-CHOLINESTERASE ACTIVITIES IN HOMOGENATES AND IN
“BREI" PREPARATIONS OF BRAIN AND SPINAL CORD.

(Expressed as pl.CO,/g. wet wt./hr.; Mean values + S.E.M.)

Tissue Substrate Brei (B) Homogenate (H) BfH
Rat brain (4) MCh 9,460 4 633 6,609 4 119 1-4
Rat brain (6) BuCh 1,520+ 78 1,066+ 49 1-4
Rat spinal cord (4) MCh 3,531 4 249 28214194 1-2
Rat spinal cord (4) BuCh 1,031 4+ 95 6201 66 1-6

(No. of experiments given in brackets)

Diagram 1. Aktivocet ChE v homogenatih 4n sumolkanoih
podgan]ih moigancwy

Cepravy 80 zmelkanel pokasali veljo aktivnost OLB,
suo se odlotili ze homogenate, ker Jjih je preprosseje
prigraviti in kor med wveorei ni bistvenih reslik: v ak-
tiwvnoati, V poskusih in vive smo injicirali Bivelin
inhibiter podkoine in Jikh irtvevali Je3 pol ure,



Inkubacijska tekeSina (iusustinescn, 1953) je
bila seetavljosa i 10 ul NaCl 1,084 %, C,2 ol Mgll,
“Bﬂa 1.7‘9“,‘1’“’ﬁ’“‘17ﬂ3@j sao 4k
proé poskuson restoplill subetrate in inhibitorje.
Koneentreelije 80 konine in naved:ne pri resultatih,

Javadbs posiusn. Yolaitev posodies po 0,3 ml
enginaroga ;i opar:iay sudbotrata in sorobdtnega inhi-
bitorje, nato inkubeoijeke tekoline do J ml. Tempera-
tura 36° €, plinoks fasza 95 € Ny 4n 5 § 00,, Vea mer-
Jenje so v éveh paralelkahb, upoltevall amo sa”etno
braine reakeije ter eketrapolirali na eno uro, neen-
eivgke hidrolige smo oditell,

Iszolirenje sivonih celic in merienje aktive
noeti holinestomas

Podgane smo deokapitirali v lahni otrovi omami,
Zake] nato amo odstianill colgene in napravili @ - 2
ax debelo regine iz zatelenogam jodroija. Nesine ano
prencsli v poeodico o 250 ml rastopine ssharose. Ce-
l1ice ame nalahno cbarvali z metilenskin modrilon tor
igoidrall posameone idivine celiee iz catalegs thiva,
kot sta %o opisala lNyden in rigon (196C), V inkube-
ol jeki vekolini s0 me oelice rusbarvale, nato smo jih
verkall v ponizke ampuleo (8lika 3).

Anyedba sogiugn Je taka, kot oo oploall Zajilek
in Seuthem (1957) ter Brzin in Zeuthen (1961), Tempe-
rotara 25° ald 38° O, Substrat jo b4l 4k pred posiu~
son magtopljen v inkubseijeii tekolini (pfl 7,4), xi
je opivana prd norjenju aktivnosti OhE v homogenatih,
Ponivke iz pyrexovoga etekla smo v saletnih poskusih
inkubirali pred poshuscon wea] 12 ur v inkubaoijoki toe



Siika 5. Isoliranas Eivias celica ia vrh ponirka.
Povelava 220-krat.

kodini, ki je bila nasidena = medsnice plimev 935 7

52 ia 5% GO0 ¥ kasne J8ih poskusih pa smo jih upo-
rabljali bres preinkubscijer v resultatih ai bile
raslike, Dolfina ponirkov: 20 - 30 am, teda 0,5 -

1,5 mg. Pa bl preprefili nejprijetne lepljenje eelie
na otekle ponirka, smo vratove ponirkev previekli =
tenke plastjo agarja, take da smo suhe ponirke sa hip
vitaknili v vrodo rastopine agarja in jih nato posulii-
1i. Ta dopolnitev metode nam je omogol@ila verkavaaje
dveh do Stirih celie v istegs ponirks ia Jjeo molno
potpedila delo; = druge etrani pa smo 2 iszspihavanjen
in ponovnim verkavanjem celic lahke menjali inkuba-
edijeke tokoline, kar je bilo slaeti vaino pri doloda-
aju inhibicdje v ieati celiecl.



Zatetna pordoda je bila 40 minuty sprecenbe na
panometru smo odiitavall 1 - 2 urd veakih 5 - 15 mi-
nut. Obzutljivost mesode Je okoll 5 & ¢,25 x 10~%
gl 00,/ /hr,

Priblisni volusen celieo smo dololaeli 2 rolodo
pu Eicklewrighta in dr, (1953).

Eerjenje akitivnooti EAC v homeogenatih neiganovw

fa encinsiki proyarat smo jemali bhomogenate melifa-
novy pripraviene ket je cplicane p¥i merjenju aktivao-
etd Oh3 v hemegenatih, ¢ reglike, da moizanov nisnd
fizpirelis Honopenate smo oontrifugirali 10 ainut prd
2000 obratih ter uporabljaeli supernatants V poskusih
in vivo smo injicirall icshibitor podkolno eno ure
pred irtvovenjex ziveli, Inkubseijska tekolins ai bils
1/15 ¥ foufatnl modorstor 3 7,4y substamté Ty 1072
inhibitor 1XE (koncontracije so konine in navedone
prd resultatin),

w. Folnitov ﬁnouo encimski pro-
parat 1,0 mly kalijev edanid 10 N in seaikarbacid

xpe,an;!yodal %or v srednjdl poaviiled
£iltrired papir 2 0,3 ol 10™' ¥ kelijevia hidroksidon
in inkubpeijske teioiine do 2,0 wl, Flinsks fesas ki-
ek, drugd podatki 80 kot p¥i serjenju aktivnooetd Chi,

Upcrabljens kemikalije

Agetilbotametilholinoy joddd
seotilholinoy joddd
Atropinov sulfat



#2,-

11 5-bia(alildinetilononivnlenil) pen taneJ=dibronid
vislditso; popilanine) foafat

Bitarirat dietilanids 2-brom-lisergisne kisline
bitorirat dletilanidn lisergicne %isline
Datiriliclinovy jodid

Seihidroteitriptaninoy kreatinin sulfat
Iproniacid

Tireninovy hidroklordd

RBZUIZATI IF BAZPHAVIS AUEB

Prvid poskusi so nam pokazali, da jeo metoda pogoje
nih refleksov pricems e proskusenje atinkov 15D,
Vsaka snov, kotere ucinek preshuiame na pogejnih re-
flekaih, lahke povoreli tri vrete odgoverov (Ceok in
Kellehery 1961)s 1. ro aplikacdiji odgovarja sdval
tako na pogeini kot na brespogojni dmailjaj. Tak odgo-
vor pridakujemo od koatrolnil godgan in yrl nealinko-
vitih snoveh,

2 idwal ne odgovori me pogoini pad
pa na brespogeini dreiliaje. To pomeni specifilne inhi-
biedje pogojunegs refieksa in je ismaz delovanjs ideal-
ne psihososimetsie snovi, To je ugotovijeno na primer
sa tlorpromagin, reseryin, J5«i1 in morfin,

3¢ Zdwval no odgovori niti na pogoind
niti na brespegojni dmailjaje To poveni nespecifitne
inhibieijo pogo nega refleksa in je poslediea okvare
lokomoedje Sivall all pa poskusne novroze, Snovi, i
povarolajo tako reakeijo sos meprobamat, barbiturati
in sofenogin, '

V natih poskusih jJo 15D v palih dosah vplivel na
pogojne veflekse, v velirih dosah pa tudi ne brespo-



gojne reflcksey upo:tovall smo vesultate, kjer so in-
hibdreni samo pogoini refloksd.

Utinki 18D na pogoine roflekse

Dlagroen 2 kade tipiten udinek 15D na pogojne re-
flekao: 2 snisevanjen yrogenta pogolnih refleksov se
obenem podaljiuje reakoljski tae., Uporabljana doss
i (0,16 pg/kg) Jo najmenjiga doga, @ katere sme do-
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Diasgren 2, Veak stebrilek v aspodnjem delu dlagroma
kaje progent pogejinih reflekecv na 10 dra-
sen), v 2gomjes pa ustrosne reskeljeke
Caso, Mod posemesnini etebriski je prosle-
dok 15 minut, Prit Jo bil injicizan 14D,



segll tipitne udinke LiDs Pa b4 preverili moinost, Je
lokalad dvaslie] ne vestu injiciranis all sprenenba
voluzna se deoluajeta kot pogojul drailjel, emo v kone
trolnih poskusik injicirali cnako doso fislolotke ras-
topine, Diagrem 3 kate enogs od prizerov, da injicimm-
nje fizfoloske rasztopine ni wvplivale fia pogeine ro-
flokse, So isten diagiamu je tudi vide$l, da smo weak
poskne & ponovnim injiciranjem isvedli sele po 7 dne-

0

14
2

Reahciski Eas v sekundah
o om o, om

'

1

tLSD (016 uglKg) T L3S0 [ 006 pglkg) 1 tizioloZka razioping

Stevilo pogojnih refleksoy v *
E & 3

Diagran 3. Vsak stobridek v spodnjon delu dlagrama
kade provent pogoinih refleksov na deset
draden), v gomjen pa ustresne reaked-
ske tuso, Hed possmeunini etebriiiki Je
preaslodek 15 minut, ee-we-e JjO prosledel
7 dni wed poskusi, ! poweni injiciranje
ustrezne anovi.



vih, Odlodfli smo s¢ sa to iz dveh raslogov:

~ saradl tolorsnoe sa LD in

- garadl yolsene inskilveeije inhibitorjev Chi
in HAC v orxganizmu,

Solaxanen aa diille V salotnih poskueih sue iniecd-
rall 18D veak den in opacsovall tehifileieijo, ki se Je
pojavila 3o drugl dan in narstala do Cetrtoegan dne,
ko jo bil utinek 15D je enak ubinku fizioloske rasto-
pine (Tabela 2).

fabeola 24 Hoakeld ski Sasi psdgane, ki Jo veak dan pre-
sola 18D 1,6 g/ k8.

Baovi Cas po injlede Povpreini reak-
. ranju v minutah eijeid tas (n = 10)
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foleranco za L3D so opasili he prvi eksporinen.
tasorji = bldoloskiszi testi pxd podgani, Take porofe.
jo Preeduan, Aghajanisn ia Omite (1958) pri plezal.
penm Lesta po sinterin in Flatakerju o teleranci, ki
ge movije med prvim in Zetrtim poskusain dooms Za-
ninive je, da velja tolersacs tudi ca vegetatiwne
snake, ki se pojavilo po 13D pri podgani (pilloevel-
eija, plrersija, midrissa). e so nanesto vsak dan
fnjdelirell LS5D woak drugli dan, se je pojavila toleran-
oa le pri polovied sdvell, So pa @0 injicirali voak
tretjd dan, pa toleranse ni bilo vel, Toleraneo sa
L5D pri kunou opieujeta Gogerty in Bille (1996), i
sta = vsakodnevalm injieciranjem ISD dosegla tolerans
eo za hiperpireiiine ulinke IiD§ tolerancs se je za-
tele drugl den, dosegla visek tetril dan in trajala
ge devet dni po sadnjl Snjekeiji 18D, Nikdar pe niso
agpeli najtl Solernnoe za bradikardijo in sasto] di-
hanja, ki nastopita po velikih dosah LED (Hethlin,
1957)s %s dva ulinks verjeinc isvireta iz centrov
kavdalanegs dole mpiganakepra dubla, Menijo, da se ras-
vije toleranga prodvaen za mehaniszme, :4 lele bolj]
oralne v moidgensicenm dobluy sen spadajo vegetativni
pojovi, atinki as obmatenje in EEC vadrenljenja (Sharp-
lesa in Jasper, 1956).

Abaktiveedln Jnlilitoria¥. Snano je, da se akidve
nocet ichibirene OhE le jotesi vruats (Thompson, 19524
Heath, 1961y Cloust in Yeelseh, 1561), Davieon (195%)
o racliskaval ponovno aktivnocat Chl v el anih podgane
po injicirenju magnih inhibitorjev in natel sa velino
inhibitorjev Zane od 4 « 7 dni, Iotl avtor jJe ugotovil,
da je tudi HAC v homogenatih thiv e vedno inhibirena
5 dni po injiecimenju inhibiterja. (Davisea, 1950).



V nasih poskusih so bile posamezne podgane rase
lisno cbiuiljive sa 5D, samice bol] kot samed. Doga
C,16 pg/kg 8 diagremov 2 in 3 jo primer za izjezno
velike obiutljivoet za IlD, veline poskusov pa gno
dolali s LD v domah 1,6 in 3,2 ug/kg, tore ma 4§ po-
tenoe raslike, Diagrem 4 kaie poskus, ko omo istl i~
vall injicimli ISD v stirdh raclitnih dozah ter
ustrezne vplive na pregent pogojnih refleksovw in 2e-
akeijaki Cas) dlagran 5 pe Jo primer, kake dve Zivali
razlitne resgirata na isto doso ISD,

i

ke
3 T

o B & 2 8 B om0 = 8 B &3

Diagranm 4, Vpliv stirih doz 13D na pogojne reflekoe prd
10td sdvall (B o 3,2 ng/kgy weeeeee =
146 0g/Rg4 =swe=e= = 016 BE/UEL ssssnsse @
0,016 ng/kgl. legenda kot pri dlegresm 2,
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Disgram 5. Vpliv iste doze LSD na dve Eivali. Legenda
kot pri diagramu 2.

Doge LSD, ki smo Jih uporabljali in ki so bile
ubinkovite sa pogojne reflekse, so skora] enake do-
gam, ki oo Jih uporabljali drugi avtorji pri testi-
ranju LSD 2 rasaimi metodami pogojnib refleksov. Tako
je v pockusu Pfeifferja in Jemneya (1957) LSD v doszi
1 - 2 mg/kg savrl pogojni umik (skok na palico). Coock
in Weidley (1957) eta opaszovala blokado pogo jnega umi-
ke s LSD v dozi 1,5 mg/kg, pri viljih dozah (5 mg/kg)
je bil prizedet tudi brezpogojni refleke, deprav je
pila Zival Se sposobna, da skoli na palico. Winter in
Flataker (1956) sta Studirals antagonizem med LSD in
5-hidroksitriptofanom na podgani s tehniko plezanja
po vrvi; intreperitonealno injiciran LSD (0,5 « 1,0
ng/kg) je podal jSal Sas plesanja. 5 podobno tehaiko



s0 tudi Mahler, Humoller iam Dunn (1958) opasili, da
po injekeiji LSD 0,3 - 0,5 mg/kg 1.p. podgana polas-
neje pleza po vrvij LSD je ulinkoval manj kot 30 mi-
nut, Plesalni test eo uporabili tudi Freedman, Agha-
janian in Ornits (1958) pri preudevanju tolerance na
LSD (0,13 mg/kg 1.p.).

Da lahko LSD tudi skrajla reakeijski 3as, so opi-
sali Taeschler, Weidmann in Cerletti (1960). Pri testu
sekakanja na palico ®0 s LSD v dozah 0,05 do 0,2 mg/kg
8.0, dosegli skrajBanje reakceijskega Jasa, velje dosme
(1 - 2 mg/kg) pa so podal jSale reakei jeki Jas. Skraj-
Sanje reakel jekega Casa tolmalijo kot resultat senzi-
bilizacije oentralnih Eivinih struktur na afereantne
impulze. V naSih poskusih nismo nikdar opaszili skraj-
Sanja reakoijskega Sasa pod vplivom LSD. V nekaterih
eksperimentih smo iszmerili reakeijeki Sas, ki je bil
krajBi od normalnega, vendar v dobi, ko je delovanje
LSD na pogojne reflekse ¥e prenehale (Diagram 6). Podob-
no skrajSanje smo viasih videli tudi pri drugih inhibi-
torjih npr. DPDA (Diagram 14). Vendar so bili ti pojavi
zele redki, sato jih v tem delu nismo poeebej obdelali.

Mehanizenm delovanja LED

Postavlja se vpraBanje, kako LSD ali njegova ak-
tivna oblika v organizmu poveroli spremembe v pogojanih
refleksih, Rothlin s sodelavei (1956) je analiziral
sinptome po LSD v Eivalskem poskusu in nalel obselno
drafenje simpatidnih struktur v ceatralnem Eivievju.
Ugotovitev Weidmanna in Cerlettija (1957), da so pri-
gadete tudi motorilne funkeije, kar se vidi iz fecili-
tacije epinalnih refleksov tako pri Sloveku kot pri
Zivali, je najbri prej v skladu £ opaszovanjem Rothlina
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Diagram 6, OkrajBanje reakei jekega Sasa potem, ko
mine delovanje LSD na Stevilo pogojaih
refleksov, Legenda kot pri diagramu 2.

8 wdolnwi kot v nasprotju & njin,

e skuSamo v istem saporedju kot tede pogojna
reakeija analisirati udinek LSD na pogojne reflekse,
pride najprej v politev pogojni dra¥ljaj. Znano je, da
mnoge snovi ulinkujejo na obnalanje predveem & reduk-
¢ijo sensoridnih aferentnih vtieov, to ee pravi s
neko izolacijo organizma od sensoridnih drall jajev
iz okolice (Steinberg, Legge in Summerfield, 1961).
Je velja to ma klorpromasin, ne velja za LSD: naili
80 namred (Key, 1961), da se je ¥e po izredno majhanih
dozah LSD (15 - 20 mg/kg) pri madki snifel prag aku-
etidne stimulacije sa EEC vsdramljenja; draZljaji,



ki prej niso povsroSili vsdraml jenja, pa so eprofili
izrazit odgovor po LSD,

V naliih poskusih smo kot pogojni drefljaj uporab-
ljali svetlobo. MoZne je, da LSD spremeni recepeijo
drafljaja v retini ali pa prevajanje impulza do kore
tikelnege analisatorge osiroma retikularme formacije
ali pa procese v korteksu samem. Xer Je ena od glav-
nih peihosomimetskih znadilnosti LSD pri Eleveku ta,
da povaroda optildne halucinacije, je bilo na tem po-
lju etorjeno Ee precej poskusov, Tako so Krill, Wie-
land in Ostfeld (1960) merili ulinek LSD na retino pri
Sloveku, Ugotovili so, da 75 pg LSD eignifikantno spre-
meni ERG, niso pa nadli sprememd v barvnem gledanju.
Njihovi podatki nakasujejo, da eo halucinacije po LSD
v svesi 2 udinkom LSD na funkeijo retine. Kliniki so
e davno pred mjimi trdili, da lahko optiSne halucina-
cije nastajajo kjerkeli v vidani poti, to je od retine
do korteksa osiroma retilknlarne formacije (Weinberger
in Grantt, 1940) in da Se tako natanfen opis halucina-
cije ne pove ni¥ o mestu okvare v optidni poti. Rasni
avtorji eo Studirali udinke LSD na raslinih odsekih
optifne poti. Purpura (1956) je na neanestasziranih
maSkah nafiel, da majhne dose LSD facilitirajo korti-
kalne odgovore na svetlobno drafenje, velike dose LSD
pe kortikalne odgovere inhibirajo. Halel je nadal je,
da LSD facilitire tudi optidne kortikalne odgovore na
drafenje lateralnega genikularnega telesca.

Everts in sodelavei (1955) so Studirali udinke
LSD na einaptini prencs veburjenja pri malki, Nadli
80 israzito snifanje amplitude postsinaptidnega odgo-
vora v lateralnem genikularnem telescu po draZenju
optidnega Eivea; Eivali so se obnadale kot slepe. Na



drugi strani pa so bile druge sinapse, npr. v retini,
rezistentne na udinke LSD, Zanimive je, da so kurari-
sirane Eivali blle man] obSutljive na vpliv LSD v gee-
" nikularnem prenceu vaburjenja kot Zivaeli, ki so dobi-
le barbiturate. Isti delavei pa 20 nalli tudi, da ve-
like doze LSD (2,5 mg/kg) snifujejo akeijoki potenci-
al optilnega Zivea na svetlobmno drafenje retine.

USinke LSD na ERG sta merila Apter in Pfeiffer
(1957) 4a pri madkeh po 0,1 mg/kg nadla, da so se
spontani potenciali retine pojavili po 10 minutah., 2
druge strani pa Jacobson in Gestrin (1959) s enako
dozo LED nista mogla ugotoviti sprememb v ERG, Hlough
(1957) je pri golobih opasil velik dvig vidnega praga
po LSD, Carlson (1958) pa manjlega tudi pri Sloveku.

- Po temel jitem Etudiju ulinkov LSD na retino pri

dloveku je Ostfeld (1961) sakl jusils

1, da LSD v halucinogenih dosah dviguje prag
vzdraZinosti paldk v retini in istolSasno imajo poskusne
osebe halucinaci jei

2, nehalucinogene doze LED ne poverole spremembd
v funkeiji retine; :

3. avtor meni, da spremembe v retini po LSD niso
verolno povesane & halucinacijami. Pri 17 slepih, ki
80 imeli do petega leta normalni vid ia so v sanjah
"gledali", je LED povero¥il optilne haluvinacije, ki pa
s0 podobne onim, ki eta jih sprofila Penfield in Ras-
museen (1950) pri drafenju vidne skorje normalnih oseb.
Z druge strani pa €0 se obilneje kot pri sdravih ose~
bvah pojavile akustidne, taktilne in gustetorne haluci-
nacije. Iz gornjih poskuscv trdi Ostfeld, da retina
ni sine qua non sa haluoinogenost LSD in da 8o spremen~
be v retini lahko, ne pa najno svesane 2 optifaini ha-
lucinaci jami .



Rovetta (1956) pa je & svojimi poskusi sanikal
vlogoe optilne skorje kot sine qua non: niti topidna
niti intravensks aplikecija LSD ni epremenila pri
nafkah kortikalnega odgovera na optilne stimulacijo.
So pa avtorji, ki pripisujejo moliganski skorji precej-
Sen pomen pri lokalisaciji delovanja LSD, Elektrofi-
gioloSke rasiskave so pokasale, da LSD lahko direktno
vpliva na derebralno skorjo. Pri Sloveku in madki so
opazili iahibitorni udinek na potenciale v kortakeu
(Urein, 1962). Purpure razlaga to s inhibitornim delo-
vanjem na kortikalno dendritilno aktivmost. Apter in
Pfeiffer (1957) porodata, da se spontana aktivnost
uw eistema po LSD salilenja Ee v retini in se faci-
litira v veaki sinapei = maksimalne aktivaostjo v kore
teksu,

0d leta 1950 pa je snana, Seprav anatomsko nepo-
polnoma definirana, Se druga optilina pot, to so kolate-
rale od klasilne optiSne poti v retikularno formaecijo.
Teda] Je Lashley pisal: "Preved impulsov gre od retine
do lateralnega genikularnega telesca, nato do attiat-
nih podrofSij in od tod dol do nekih subkortikalnih
struktur.” Potli od klasilne vidne navezdol so elabo
rasiskane, Brodal (1958) poroda o tekto-retikularnih
optifinih vlaknih, ki vetopajo v retikularno formaeijo
v nivoju gigantocelularnega ter oralnege in kavdalnega
pontinega jedra. Zveso med retikularno formacijo in
lateralnim genikularnim telescem ter optilno skorjo
pa sta dokasala Susuki in Taira (1961); na elektridai
sunek v retikularni formaciji kot pogojni deaZljaj sta
registrirala elektrilne spremembe v lateralnem geniku-
larnem telescu in optifni skorji. '

Parpura (1957) je ugotofil inhibieijo aksodendri-



tilne sinaptiline aktivnosti z LSD in facilitaed jo
aksosomateke aktivnosti in postavil Ze prve hipoteseo

0 lokalisacliji delovanja LSD glede na Eivino ocelico.
Ugotovil je, da se dendriti vséraliijo le preko sinaps
in ne s direktnim elektrilnim draZenjem ali antidromno
od celilnega telesa. To govori za delovanje ILSD v nie
voju sinapse in Purpura meai, da LSD aktivira v reti-
kularni formaciji molganskega debla inhiditorne sinap-
se dendritov. Te so aksodendritilnega tipa, vee druge
v specifilanem optilnem sistemu pa aksosomatskega.

Eradley in Elkes (1958) eta = elektrofisiololiko
tehniko ugotovila, da LSD poveroli vsdramljenje in
postavila domaevo, da deluje v vilini retilularne for-
maci je mofganskega debla, USinki LSD so molno odvieni
od obnaSanje ¥ivali med merjenjem, receptorji sza LSD
pa naj bi lefali v medialnih kolateralah velikih afe~
rentnih sensibdilnih poti. Zanimivo je, da povsrole
vzdranml jenje tudi inhibiterji ChE npr. fisostigain,
DFP, TEPP, mintacol idr, (Holtz, Valser in Westermann,
1958) . Ta opazovanja podpirajo domnevo o holinergilnem
prevodu vzburjenje v ascendirajofem delu retikularne
formacije (Himmwich in Rinaldi, 1957).

Iz gornjih podatkov ne moremo zakljulditi, da bi
ke motnje v percepciji svetlobe po LSD kot pogojni
draZl jaj primerno okvarile pogojne reflekse, edini
ekupni imenovalec jeo, da LSD vpliva in spreminja afe-
rentne impulse. Odkritje Purpure, da moramo udinke
LSD lokalizsirati na ceatralne sinapse, odpira nove
moEnosti za preulevanje mehanizma, namred vpliv na ho-
linergidni in adrenergilini sistem. Anatomske lokalisa-
cije delovanja LSD ne 18%ejo ved toliko v skorji, po-
maknila se je navesdel v retikularne formacijo mofigan-
ekega debla., Najbri ni sludaj, da velja isto za pogoj-



ne reflekse: Gastaut (1947), Magoun (1962) in drugi
pomembni delavel s tega podrolja meanijo, da se funk-
cionalna sveza med pogojnim in breszpogo juim drall ja-
Jea vzpostavi ravao nekje v retikularani formaciji.

Zato emo, po rasiskavi ulinka LSD na pogojne
reflekse razSirili poskuse na holinergilni in adre~
nergifnl sistem s posebnim ozirom na retikularnoe for-
nacijo.

Vzgoja pogojnih refleksov in
aktivnost holinesteras

Z rastjo mlade podgane naradla tudi aktivnost
ChE v moiganih in dosefe makeimum med 50 - 100 dnevi
staroeti, nato ostane na istem nivoju #e okoli 100
dni (Bennett, Rovensweig in Krech, 1958 a). Nabe ¥i-
vali, ki smo jih uporabljali, o bile stare od 50 do
kakBnih 120 dni, bile so tore)] v dobi, ko je aktivmnost
ChE veaj pri velini Ze ustaljena. Starost #ivali je
taka kot pri poskusih Bittiga in Grandjeana (1959), ki
eta ugotovila, da se najbolje priulie pogojnema wumilu
Eivali, ki so stare tri mesece, mlajie pa ne. Oblirne
ragiskave o tem, Je trening vpliva na aktovnoet ChE v
mofganih podgan, so napravili Bennett, Krech in Rosen-
sweig (1958 a in b, 1999, 1960 a in b, 1962). Ned dru-
gin 80 primerjali Eivali istega gnesda, ki so jih 80
dni trenirali e posebno tehaiko, & Eivalmi, ki so bile
80 dni isolirane. Trenirane ¥ivali so imele za 2,5 #
vedjo aktivnost ChE tako v molganski skorji kot v dru-
gih delih molganov. Ker se je njihova skorja sa 5,0 #
povelala od skorje netreniranih Eivali, je bila ake-
tivnost ChE v skorji na utelno enoto snifana, povsed
drugje v mo¥ganih pa povedana (Bennett, Krech ia Rosen-
gwelig, 1962). Kasneje so ugotovili, da gre zmanjlanje



aktivaosti ChE predveem na radun smanjlanja aktivnoeti
AChE in da aktivnost BChE v skorji molno poraste (Ben-
nett, Krech in Rosenzweig, 1963). Avtorji nimajo rasla-
&e¢ za te spremembe., FRasjasnitev je skulal podati Saith
(1962), ki je poleg sviBane aktivnosti molganske ChE

po treningu ugotovil tudi porast RNA in meni, da je
porast enclmske aktivnosti csnova sa spomin. Aktivnost
ChE v molganski skorji pri pogojanik in brespogo jnih
refleksih pa eta merila Sklyarov in Kononenke (1961)

in tudi onadve sta nalla v obeh primerih signifikanten
padec aktivnosti. Mi emo v te] zvezi napravili samo
orientacijeki poskue in smo primerjali sktivmost AChE,
EChE in celotne ChE v mofganih netrenirane podgane in
podgane iz istega legla, ki je imela privsgo jene pogoj-
ne reflekse, Pri obeh Eivalih smo nalli skoraj enako
aktivnost encimov (Tabela }). Nismo poskubali, da b s

Tabela 3. Aktiwvnost AChRE, BChE in celotne ChE v homo-
genatih mofganov trenirane in netrenirane
podgane iz istega legla isralena v ul uﬁz/g
evellega tkiva/hr.

Substrat Trenirana Netrenirana
(mi) podgana podgana
MCh 3,0 3oa7 4207
BuCh 10,0 1311 1402
ACh 3,0 11679 11654

mnofenjem podgan, ki ese hitro in dobro udijo, vagojili
ravno tak rod, Ueprav kale, da to gre (Roderick, 1960).



. ¥pliv LSD pa aktivaoet holinesteras

Prvi so sistematilno obdelali vpliv LSD na moli-
ganeke ChE Thompson, Tickner in Webster (1955). Naili
80, da LSD ¥e v niskih koncentracijah (ea. 20~ X) za
60 = 70 £ inhibirs sktivnost BChE Slovedkih moZganov
in vitro, ne pa AChE in da Jje inhibicija BChE v Slove-
Skih mol¥ganih mnogo velja kot pri poskusnih Eivalih;
pri podgani pa je Se prav posebtno majhna. Leta 1959 pa
80 objavili Zeigmond in sodelavei, da LSD inhibira
tudi AChE Slovelkih molganov in vitro, vendar Sele v
| vedjiikonoentraciyt (I, = 207%% w),

NaSi poskusi so pokasali, da LSD inhibira poleg
BChE tudi AChE podganjih molganov. Na disgramm 7 Jje
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Disgram 7. Inhibicija BChE podganjih mokganov & LSD
in vitro.
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Diagram 8. Inhibieija AChE podganjih molganov & LSD
in vitro. Substrat ACh, homogenatu je do-

dan DPDA 10™% u,

prikaszana inhibiecija BChE podganjih mo¥ganov s LE8D

in vitro. Proceanti inhibicije so precej vidji od onih,
ki so jih objavili Thompson, Tickner in Webster (1955).
% LSD v konoentracijah 2 x 10”0 M do 5 x 1070 X eo

dobild le 3 - 9 ¥ inhibicije, iz Jesar so sakljusili,



da LSD ekoraj ne inhibira BChE podganjih moZganov.
Za razlike od gorajih avtorjev smo naSli tudi inhi-
bicijo AChE 2 LSD in vitro (Diagreme 8 in 9). Homo-
gonatu dodani DPDA 10™% M ekoraj popolnoms imhibire
aktivnost BChE, tako da moremo hidrolizo ACh Jemati
kot izras aktivnossi AChE (Bayliss in Tedtick, 1956).
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Diagrem 9. Aktivnost AChE podganjih molganov in vitre.
Substrat ACh, homogenatu je dodan DPDA
-4 x, = homogenat bdres LSD,

10
= homogenat & LSD 19" M.
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Disgram 10, Podgana &t, 128 je dobila injeked jo LSD,
8%, 130 pa fisiololke rastopine. Ob + sta
bili #rtvovani, Prikazana Je aktivaost
BOKE in AChE v njunih mo#ganih.

Ge holemo svedeti, sli Je = zaverom pogojnih re-
fleksov & LSD v sveszi inhibieija ChE, moramo ugotoviti
inhidieijo ChE in vive. Diagram 10 je primer za aktive-
nost ChE v molganih podgane, ki smo jo Ertvovall v tre-
nutku, ko o bili pogojni refleksi makeimalno savrti
s LSD in ismerili aktivnost ChE v takinih mo¥ganih. Ak~
tivnost ChE smo primerjali z aktivnostjo ChE mokganov
podgane iz istega legla, iste tele in spola, ki emo ji
injicirali fiszioclodko rasztopino in Ertvovali v istem
intervalu po injekeiji kot ono 2 LSD. Resultati povedo,
da je bila ob optimalnih koncentracijah substratov



inhibirana le BChE in to pribliZno sa 25 #. Da bi to
utrdili, smo napravili ved poskusov in injieirali 1LSD
kot v gornjem poskusu (3,2 mg/kg) ter merili inhibi-
eijo "in vive', Rezultate kalfe tabela 4. Iz njih poene-
mamo, de je v mofganih najbolj inhibirana BEChE. Kako
variira inhibieija BChE "in vive' s koncentracijo sub-
etrata, pa kafe diagram 1ll.

Tabela 4, Inhibieija AChE, EChE in celotne ChE podganjih
moganov 3 LSD (3,2 mg/kg) "in vhve'.

Frocent inhibielje

Substrat v primerjavi & kontrolo.
(mit) V oklepaju Je Stevilo poskusov,

MOR 5,0 2 (6)

3,0 0 (6)

2,0 3 (6)
BuCh 10,0 28 (6)

5,0 20 (2)

5.3 16 (2)
ACh 10,0 15 (2)

3,0 14 (2)

1,0 5 . (2)

Lokalizacija delovanja LSD
v centralnem Zivievju

Iz gornjih resultatov vidimo, da je pri savoru
pogojnih refleksov 2 LSD inhibirana BChE in po loka-
ligzaciji BChE v molganih bi lahkoe dommnevali, kje de-
luje LSD, Ord in Thompeon sta leta 1952 opisala, da
je BChE lokalizirana predveem v mofganski beli, AChE



pa v sivi. 2 avtoradiografokoe tehnike so0 Arnold, Hof=-
mann in Leupold-I¥wenthal (1958) pri mifki ugotovili,
da se¢ injicirani ISD e 01‘ ragiri prece] enakomerno
po veseh mofiganih in da bl le telko govorili o meetih,
kjer bl se LSED posebno konceatriral: celice v amonovem
rogu, basalni gangliji, periveantrikularna siv ia prav
nasadnje celice korteksa. Na splofino je bila aktivnost

B = o+ iy o8 T ROIEEE D
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Diagrem 11, Inhibicija BOhE podganjih moliganov "in
vivo! & LSD 3,2 mg/kg, == = homo-
genat bres inhibitorja, —ee—e— = homo-
genat & LSD,

vedja v Eivinih celicah kot v beli. Na posamezni celici
je bila videti mrefasta struktura, ki jo imajo avterji
za kondile dendritov tujih ganglijskih celiec - tore]



aksodendritilni tip sinapse po Purpuri (1957). Gold-
berger (1961) je pri podgani le delno potrdil opaso-
vanja avetrijskih avtorjev, ko je s histokemilino me-
todo nallel enakomerno in slabotmo inhibicijo ChE 2
LSD v nekortikalnih predelih mofganov, v korteksu pa
Je za raslike od Arnolda in sodelavoev nalel selo
veliko inhibicijo = LSD; ta avtor Jje tudi raslodeval
med BChE in AChE, V skorji Jje bila molno inhibirans
AChE, BChE pa ne. Inhibicijo AChE povezuje avtor e
peihilnimi udinki LSD.

Prav verjetno je, da deluje LSD, podobmno kot nar-
kotiki in trankvilisanti, primano samo v nekaterih
lokaliziranih regijah in tako spreminja aktivnost osta-
1ih mo¥iganov; to bi bilo v soglasju s isvidi, ki kale-
jo, da druge snovi, npr. narkotik aminobarbiton, pri-
marno delujejo v nivoju retikularnega ascendentnega
eistema in da trankvilizanti delujejo predveeam via
aferentae koraterale (Richter, 1961). Kale, da je pri-
marno delovanje rasalh psihosomimetskih enovi na si-
napes v lokalisiranih regljah molganov. Richter (1960)
pripisuje vpliv LSD v sinapsah vplivu LSD na metaboli-
zen celice. Bes so elektrofiziclogi nelli zaslike v
obdutl jivosti resMinih einape sa 18D, Je prej omenje-
ni poskuei Evartsa in sodelaveev so pomembni tudi gle~
de na funkeijo sinape. Tako je LSD 30 ng/kg i. karotid.
poverodil pri malki za 80 # znilanje amplitude geniku-
larnega posteinaptilinega odgovora na drafeaje optilnega
#ivea. Jivali pa so hitro reagirale na akustifne draf-
1jaje. Pri isti dozi LSD sinapee v retini in optidni
skorji nisc bile prisadete., Inhidbieija v lateralnem
genikularnem telescu se Je pojavila v 5 - 10 sekuniah
po i, karotid, injieciranju LSD ian isginila po eni wuri,



kar je sanimivo v zvesi 2 breino eliminacije LSD iz
centralnega Eivievja, Da so dosegli isti ulinek na
prencs veburjenja v lateralnem genikularneam telescu
po intravenski injekeiji LSD, so merali injicirati
petkrat vedjo dozo LED, Maraszi in Hart (1955) sta
preulevala vpliv LSD na kortikalni EEG po drafenju
ustreznega podrodja nasprotne hemisfere pri madki,
Nalila eta, da ¥%e 8 ng/kg LSD i, karotid. sznila ampli-
tudo posteinaptidnega transkalosnega odgovora.

Danes veljajo sinapee v transkaloznem podrodju s=a
najbolj obfutljive na LSD, einapese v lateralnem geniku-
larnem telescu za manj obSutljive, one v retini in v
vidnem korteksu pa 2a izredno odporme proti inhibieiji
g LSD, V poskusih na ¥ivali je bil LSD uliinkovit v
dozah, ki so blizu tietim, katere s¢o uporabl jali v
ekeoperimentih pri Sloveku. LSD v halucinogeni dosi le
malo spremeni EEG Sloveka in #e¢ to predveem na raldun
povedanja frekvence ritma alfa (Wikler, 1957). Vendar
reagivajo take le sdrave osebe, EEG psihotikov niso
spremenjeni.

USinek LSD na transkalosne sinapse, ki sta ga opa-
sovala Naraszi in Hart, Jje bil dosedien = zelo majhno
doze LSD, Je zato moino, da so motnje v kortikalnih
sinapsah odgovorne sa ulinke LSD? Najbri ne, ker pri
popoluoma savritem prencsu vaburjenja ni bilo posebnih
peinilnih uliankov in ker pri popelal sekeiji grede pri
Sloveku ne nastopijo peihilne spremembe. Na drugi stra-
ni lahko optidne halucinacije pri Sloveku nastanejo ta-
ko pri lokalnem obolenju oflesa (Colman, 1894) kot pri
spremembah v funkeijl korteksa (Lippman, 1962).



Vpliv DFDA na pogojns reflekse
in na aktivaost BEChE

Ker LSD molno inhibira tako BChE v mo2ganih pod-
gane kot pogojne reflekse, smo skulali rasiskati pomen
BChE pri pogojnih reflekeih. Zato smo izbrali selek-
tivani inhibitor sa BChE - DPDA in selektivai inhibitor
za AChE - BW284C51. Najpre] nas je sanimalo, e savor
BChE same vpliva na Stevilo pogojnih refleksov in reak-
eijeki Sas, Treniranim podganam smo injicireli DFDA v
dozah 3,4 ug - 3,42 ng/kg telesne tefe (kar bi ustre-
zalo koncentracijam od 10~° « 20™° M v primeru, da se
injicirana snov enakomerno porasdeli v celem telesu).

V nobenem primeru nismo cpszili savora pogojnih reflek-

sov (Diagrem 12).
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Diagrem 12, Vpliv DPDA na pogojne reflekse. Legenda
kot pri diagramu 2.



Da bi videli, kake je ®» pribliZnim savorom BOhE
v celotnih moliganih takih ¥ivali, emo pri podgani, ki
Jje prejela najmodnejlo dozo inhibitorje, izmerili ake
tivonoet BEChE in kil jub rasredienju homogenata ugotovili
Se zmeraj okoli 45 ¥ savora pri koncentraeiji substra-
ta 10 mM (Diagram 13).
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Diagram 13, Aktiwvnost BChE v mofganih podgane. Absei-
sat koncentracije BuCh v negativanih loga-
ritaih, Ordinata: €O, v ul/g tkiva/nr.
o= injieiran DPDA (3,42 mg/kg)y * = o~
Jicirana fiziololka rastopina.

V nekaterih poskusih smo opasovali pejav, ki smd
ga de opisali pri uSinkih 1SD (Diagrem 6), to je skraj-
Sanje reakeijekih Sasov (Diagram 14).

Sedaj smo lahko predli na glavni del naloge, to Je
preudievanje vplive BChE na ulinke L3D. NaBSli smo, da
DPDA v veeh preskulanih dosah (od 3,4 ng - 3,42 mg/ks)
blokira veak uSinek tudi najmolinejiih doz LSD (npr.
3,2 mng/kg) na pogojne reflekse.
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Disgram l4. SkrajSanje reakei jskega Sasa po DFDA,
- Legenda kot pri diagrama 2.

Na diagrama 15 vidimo primer ulinkovitega savora
delovanja LSD s najmanjSo uporabljeno deso DPDA,

Pogled v aktivnost molganske BOhE pri teh posku-
eih emo dobili takole: podgano, ki Jje prejela visoko
doso DPDA (3,42 mg/kg) in Sez 30 mimut visoko dosmo
LED (3,2 mg/kg), smo Ses 30 minmut Hrtvovali. Izmerili
emo aktivnost BChE molganov in nalli le 40 & aktivno-
sti primerjano & kontreleo, ob 10 mi BuCh kot subestratuj
se pravii Jeprav je BChE Ee delno savrta = DPDA in e
dodetno = LSD, odvijanje pogojnth refleksov ni moteno.

fe emo injicirali istolasno obe smovi v raslilaih
doseh, smo dobili tele rezultates DPDA (3,42 mg/kg)
omili vpliv na pogojne reflekse istolasno injiciranegas
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Diagram 15. Zavor delovanja LED po predhodno injlici-
ranem DPDA. Legenda kot pri disgrama 3.
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Diagram 16, Ulinek istolasno injiciranega DFDA in LED
v primerjavi z ulinkov LSD samega. Legen-
da kot pri diagrama 3.



1SD v dosah 1,6 mg in 16 mg/kg, prepredi pa ulinko-
vanje LSD v dosi 1,6 pg/kg (Diagram 16).

Pomen BChE v centralnem Eivievju

FizioloSki pomen BUhE je do nedavnega bil ¥e zelo
nejasen, medtem ko AChE pripisujejo valen pomen pri
prenosu vsburjenja v sinapsi., Rasmerje med aktiwvnostjo
AChE in BChE je v velini sesalskih tkiv v koriet AChE,
nejvedje pa je v moliganih in Eivinem tkivu sploh. Na
splone so imeli BChE sa pastorko v primeri & AChE in
Jo saradi neposznavanja funkeije malo upoStevali,

BORE najbrd ne sodeluje v pomembni meri pri hidro-
lizi ACh, kajti popolna inhibicija BChE poveroli le ma-
lo uSinkov, ki bi jih mogli pripisovati nakopiSenemu
ACh (Hawkine in Gunter, 1946), Ker se v mo¥ganih BEChE
nahaja predveea v nefivinih celicah, uaj bi tudi ne
imels valinege pomena v prencsu vsburjenja (Thompeon
1952), '

V novejiem Sasu pa je vedno ved eksperimentalnih
podatkov,ki kalejo, da ima BChE vendarle nek pomen v
centralnen Eivievju. Leta 1957 ota Desmedt in La Grutta
ugotovila, de intrakarotidna injekeijs inhibditorja BChE
Be v majhnih dosah desinhroniszira spontanc elektridne
aktivaocet molganske skorje, medtem ko relativmno velike
doze inhiditorja AChE nimajo tega ulinka. Koelle (1955)
je mnenja, da BChE sodeluje pri regulaciji peruesbil-
noeti kapilar, Elkes (1957) pa meni, da ima BOhE valien
pomen pri regulaciji tonusa majhnih cerebralaih #il,

Pojavi se vpralanje hematoencefalne bariere, Nav-
sofnost BChE v velikih koncentracijah v stenah kapilar



{Koelle, 1954; Goldberger, 1961) govori sa to, da bi
ona mogle biti encim, ki je odgovoren sa spremembe v
permeabilnosti, Zate bl pridakovali povedane ulinke

L5D, Ge pred tem injicirame imhibitor BChE, podobno

kot je to snano sa barbiturate. Vendar nalii poskusi

kafejo, da ima LSD manj¥i udinek pe predhodno inji-

eiranem DPDA,

Vpliv atropina ne pogojne reflekse
in mo¥ganske holinesteraze

Majoeen in Zupandis (1956) menita, da tudi BOhE
sodeluje pri prencsu veburjenja v sinapsi; sadolZena
naj bi bila za maskarinske ulinke ACh, Ker je atropin
znan kot inhibiter muskarinskih ulinkov v organizam
in ulinkuje tudi psihotropmo, =smo hotell preiskusiti
tudi njegov vpliv na pogojne reflekse in tako svedeti
kaj veld o pomenu receptorjev sa muskerinske uldinke
ACh pri delovanju LSD na pogojne reflekse. Najprej emo
ugotovili, da je atropin imhibitor mo¥ganske BChE
(Tabela 5); Igo J pri 1 m¥, Atropin v koncentracijah

Tabela 5. Inhibicija moBganskih holinesterasz & atro-
pinom in vitroe.

Substrat Koncentracija atropina (mi)
{ i) in proceant inhibied je

1 0,5 0,2 0,1 0,02
g ' 4 #
Buch 10,0 50 39 n 18 g

ACh 3,3
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10 pM - 1 =M ne szavre hidrolise ACh v homogenath mo¥-
ganov, Atropin inhibira aktivoost moligauske BChE pri
podgani tudi "in vivo's 5 mg/kg inhibire veaj za 16 ¥,

V poskusih o pogojnimi refleksi smo treairanim
podganam injieirali atropin v dosah 0,29 mg/kg, 2,9
ng/kg ter 29 mg/kg. Atropin v nobeni dosi ni wplival
niti na #tevilo pogojnih reflekeov niti na reaked jeki
Sas, niti ni spremenil ulinkovanje LSD. TipiSen primer
za delovanje atropina kafe diagram 17, za delovenje
atropina in LSD pa diagram 18,

Zanimive je, da atropin ne spremeni pogojnih re-
fleksov niti v orjalkih dosah (29 mg/kg). Jeprav atro-

Reakcijski- €as
v sekundah

100
80
601
40

20

Stevilo pogojnih
refleksov v *l

1Mrnpin (29mg/Kg)

Diagram 17. USinek atropina na pogojne reflekse., Le-
genda kot pri diagramu 2,



pin inhibirse aktivaost BChE v molganih podgane, se pri
tem ne menja vpliv LSD na pogojne reflekse, medtem ko
drug inhibitor BChE - DPDA popolnoma savre delovanje
LSD #e v dozi 30 mg/kg. Raslaga je mogole v tem, da bi
etropin inhibiral muskarineko ddlovanje ACh v central-
nem ¥ivievju, DPDA pa ne bi, Ker v nalih poskusih
atropin ni spremenil vpliva LSD na pogojne reflekse,
je videti, da delovanje LSD na pogojne reflekse najbrd
ne gre preke muskarinskih receptorjev.

Tudi drugli avtorji so merili ulinkevanje atropina
na pogojne reflekse, Tako sta Pfeiffer in Jemney (1957)
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Diagram 18, USinek 1LSD na pogojne reflekee po predhodno
injieiranem atropinu. Legenda kot pri dia-
grama 3.



- 54 =

ugotovila, da atropin (5 mg/kg) ni vplival na pogojne
reflekse pri polgani, pal pa je preprelil inhibiei jo
pogo jnih refleksov z eserinom in v osemkrat molnejii
dosi tudi s arekolinom, ki je tercialni amin & muska-
rinskim delovanjem v centralnem Eivievju. V tejsvesi
Je sanimive; da je atropin popolnoma prepreliil tudi
centralne muskerinske ulinke tremorina (Haslett, George
in Jenden, 1963).

iichelson (1961) je opisal inhibieijo pogojuih
refleksov & atropinom pri podgani, miSki, psu in golo~
bih, vendar rasen pri poskusih & psi ne navaja doz.
Isti avtor Jje tudi opasil, da atropin savira priudenje
pogo jnih refleksov pri mifkah, to je v skladu & sporo-
Silom Harrisa (1961), da atropin poveduje spontano ak-
tivaoet miSk in zate otelkola vagojo pogojnih refleksov.

Zaviralni ulinek atropina na vsgojo pogojaik reé-
fleksov je opisal tudi Ricei (1963) pri opiei in sicer
fe & majhnind dozami (0,5 mg/kg), dodal pa je tudi res-
lago tega pojava: atropin je savrl vedramljenje, ki ga
sicer eprodi pogojni dralljaj. Velje doze atropina
(048 « 1 mg/kg) pa so okvarjale tudi priulene pogojne
reflekse. Elektrofisiologl so 51i ¥e korak naprej: ko
20 & EEG preiskovali uliinke atropina, so nalili, da ni
nikake skladnosti med obnalanjem posiusne Eivali in
elektrofisiololkimi isvidi. Nadli so namrel (Elkes,
1957), da daje atropin (2 - 3 mg/kg) pri madki v EBG
snake globokega spanja, Seprav je bila Zival popolnoma
tudna, celo ekeseitirana. Da bi nalel vsaj pridlilno le-
kalizacijo ss delovanje atropina v centralnem Eivievju,
je isti avtor (Blkes,1957) meril ulinke atropina na
cervesu isole in nadel sopet sgoraj opisanc neskladje
in to goevori sza prijemalifde atropina nad molganskim



deblom. LED pa obratne na preparatu cerveau isole ni
dajal vel karakteristidnih sprememb EEG, tako da sta
Bradley in Key (1958) prifila do ¥e citirane trditve,
da mora LSD delovati na strukture, ki lefe nile od
medmoliganja, verjetno na keolaterale, ki ee odeepl ja-
Jo od aferentne poti v retilularno formaoijo v molgan~
skem deblu,

¥pliv BR284051 na pogojne reflekse
in molganske holinesterase

Nolan in selektiven inhibitor AChE v moZganih pod-
gane je BW284051. Na tabeli 6 vidimo inhibicijo AChE v
homogenatih mofganov in vitro.

Tabela 6. Inhibieija AChE podganjih moBganov = DW284C51
in vitro.

Substrat Molarma koncentracija in procent inhibiedje

W
(i) 1x10 2 x 20 3 x 10
MCh 3,0 87 86 94

Poskusi s BW284C51 na pogojaih reflekaih so pokaza-
14, da doze 0,57 mg/kg in manjle ne epremene pogojaih
refleksov, molnejie dose pa delujejo nespeeifidne na po-
gojne reflekse, Zival neha odgovarjati na draliljaje.
Zato smo v nadaljujih posiusih uporabl jali EW284051 v
dozi 0,57 mg/ks 814 0,28 mg/kg. Pol ure po injiciranju
BW284051 je 13D sicer imel manjle ulinke na pogojne re-
flekse (na diagramu 19 vidimeo primer, kjer je zavor
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Diagream 19. USinek LSD na pogojne reflekse po predhod-
no injicirenem BF284C51, Legenda kot pri
diagrama 3,

Diagram 20, Levi eteber

% predestavl ja podal jBanje
':’:: % reakel jokega Sasa na LSD
(3,2 mg/kg)y desni pa po-
:: § § dal jBanje reakoi jekega
N N Sasa po isti dozi LSD, in-
20 NN\ jleirani 30 mimat po
100 ' BW284251 (0,57 mg/kg). Po-
80 | dal jSanje reakei jskih Sasov
60 nad normalnim je iszrafenc
40 v procentih in je povprelje
20  desetih poskusov, Prelne
0 | Srte oznalujejo polje

standardne deviaci je.



4l €O/ 30 mg (wet wi) /hr

33 30 27 23 20 17

Diagram 21, Aktivnost AChE 'in vive' v homogenatu
mofganov brez inhibitorja {—L z
BW284051 0,57 mg/kg (==~ ==) in s
BW284051 + LSD 3,2 mg/kg (eeemecem=), Sub-
strat ACh 3,0 mil; homogenatu je bil dodan
oeoa 2074 x,

delovanja LSD najboly israsit), kljub temm pa raslika
ni etatistilno pomembama (p > 0,05). Na diagramm 20
je prikazans povprefna vrednost desetih poskusev =
veliko standardno deviacijo. Ista doza BW284C51, inji-
cirana podkoZno, inhibira Sez pol ure molgansko AChE
vea) sa 20 £. Na disgramu 21 je prikazana aktivnost
AChE v molganih podgane, ki je dobila BW284051 in Jes
30 minut LSD, ter bila #rtvovena, ko so bili wulinki



na pogojne reflekse najbol] israsit. Aktivnost AChE
take podgane primerjame & aktivnostjo ACAE v mol¥ganih
podgane iz istega gnesda, ki je dobila samo BW284051
0,57 ng/ikg ter podgane iz istega gnezda, ki je dobila
seno fisiololiko restopino. Vee podgane so bile Zrtvo-
vane v enakih Sasih po injekeiji. Iz dlagrams razbhe-
remo, da je BF284C51 inhibiral AChE'in vive' (pri ps
2,3 veaj za 24 %, pri pS 2,7 pa vea] za 32 £) in de
dodatek LSD ni bistveno spremenil te inhibied je,

Medtem ko smo ¥e 5 minimalnimi dozami specifidne-
ga inhibitorja BChE prepreSili veak ulinek LSD na po-
gojne reflekse, specifilini inhibitor ACKE ni pokasal
takih lastnosti. Molna raslaga bi bilar slad prehod
BW284051 skozi hemato-encefalno bariere, kar bi pri-
Sakovali glede na kemilino strukturc tega inhibitorja.
Tako raslago podpira tudi poskus, ko injiciramo isto-~
Sasno tako BW284051 kot LED in opasujemo ulinke na
pogo jne reflekse., Na diagramu 22 vidimo, da injicira-
nje B¥284C51 nima vplive na delovanje LSD,

Desmedt in lLa Grutta (1957) sta bila precenslena,
ko sta v poskusih na malkah ugotovila, da BW284051
(0,30 mg/kg) naglo prahaja skozi hemato-encefalno ba-
riero (10 - 60 sekund po injekeiji uSinkuje %¢ onstran
bariere); ker treje veak na¥ poskus ® pogojnimi reflek-
ei veaj 150 minut, bi makeimalni epecifilni udinek
najbrk mogli sasleditd, |

Presoja inhibicije 'in vive'

Pri prescji inhibiecije UhE v mofganih ’in vive'
80 izmerjeni procenti le pribli¥ni podatki, dejanska
inhibieija je lahko drugadna od izmerjene. Upoltevati
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Diagram 22. USinek istolasno injiciranih BW284C51 in
LSD na pogojne reflekse, Legenda kot pri
diagram 2,

moramo anatomeke in biokemine posebnosti moganov.
Snov, ki pride s krvjo, mora najprej preiti hemato-
encefalno bariero. Po Schakerju (1962) naj bi bila

to kapilarna mrefia ali/in okolilina plast gliosnih
celic, Ko je snov v moliganskem tkivu, se porasdeli
med glio in anevreni ali v nevronih med jedrom, mito-
hondriji, endoplasmidnim retikulumom, akeonom in si-
napso, odvisno od kemilne sestave ustresnega podrodja.



Tako sta Roth in Barlow (1961) = avtoradiografijo
ugotovila, da fenobarbiton in urea mnogo hitreje pre~
hajata v moligansko siv kot v bel. Avtorja menita, da
Je debela plast lipoidnih membran, ki tvorijo mieline
ko ovojnice v posamesnen Eivinem vliaknu v beli, mno~
go vedja ovira za prehod neke snovi, kot pa edina li-
poidna membrana, ki objema nemielizirano vliakno v si-
vi. Fi treba, da je veldja koncentracija neke snovi
ravoo tam, kjer je tudi vedje Btevile receptorjev
(¥aelosch, 1961)., Posledica je, da encimi v molganih
niso inhibirani enskomerno. Pridru#ii se Ze kemilna
posebnoet mofganskega tkiva - malobe in v svesi s tem
raslifna topnost rasnih inhibitorjev v ajih. Znano Jje,
da so organofosforni inhibitorji ChE bolj obestojni v
lipidnem mediju kot drugi inhibitorji ChE, Verjetno Je,
da se pri homogeniziranju tkiva sa priprave encimskega
preparata inhibitorji topni v madobah sproste in savi-
rajo ChE in vitro. Ugotovili so, da je vel kot 90 #
AChE v molganih Eivali tretiranih » paraoksonom ali
DFP bilo inhibirano na ta naldin, kar je seveda vedilo
do napalnih sakljuskov (Heath, 1961), 04 emovi, ki

emo jih uporabljali v nalih poskusih, je edino DFDA
organcfoaforni inhibitor, zato opiesana komplikaeija ni
bila bistvena telava pri presoji resultatov. Mnogo
bolj nejasmo Jje vpraSanje prehoda inhibitorjev skosi
hemato-encefalno bariero, ki smo ga e omenili pri opi-
su pomena IChE, Tudi tu je vaim topnost inhibitorje

v madifobah, ker pa bariera ni popolna, lahko saporedne
dose le povsrole inhidicije (Sradan, Dimafoks), Inhi-
bitorji s kvartarnim duSikom po pravilu teiko prehaja-
jo bariero in sato komaj inhibirajo moigansko ChE
(Burgen, Hobbiger, 1951; Fredrikseon, 1957); oni & ter-

ciarnim drulikom pa jo lahko prehajajo in sato molno



inhibirajo ChE, po navadi enako v krvi kot v moiiganih,
Med inhibiteorji, ki emo jih uporabljali v nalilem delu,
ima kvartarni duliik BW204051, terciarnega ps atropin,

Naslednji faktor, ki ga moramo upolStevati pri
vrednotenju resultatov inhibicije ChE 'in vive', je
Ze nekajkrat omenjena rasrediitev homogenatov, Straus
in Goldstein (1943) v svojem natanSnem delu ¢ obnalia-
nju encimov pravita: "Bllo bi napalinoe misiti, da so
napeke, ki nastanejo saradi neupoditevanja udinka ras-
rediitve (disociscija komplekesa encime-inhibitor , dodal
Ee P.), le majhne. Iahko s0 take ogromme, da rasvredno-
tijo sakljulke, ki temelje na aplikesciji eksperimental-
nih vrednosti sa i (= rasmerje inhibiranega encima pro-
ti celotnemu, dodal R, P,) pri raslidaih rasrediitvah v
primeri = nerasredlenimi ... Tako postane tudi jasno,
zakaj so take pogosto nesoglasja med eksperimentalno
najdenini vrednostmi sa i in spremljajodimi fisiololikimi
odgovori.”

Ker je v nalih poskusih pomembno poznati inhibicijo
ChE in vive, Se holemo ravno inhibiciji ChE pripisovati
ulinke LSD na pogojne reflekese, amo napravili nekaj ori-
entaci jakih poskusov, da amo merili stopanjo inhibiecije
pri razredlevanju homogenatov. Disgram 23 nam pove, da
Je inhibieija praktilno enska pri ressreddevanju homoge-
natov 8 LSD, da pa pada pri rasredievanju homogenatov,
ki veebujejo BW284C51., To pomeni, da podatki o inhibie-
eiji in vivo pri inhibitorju LSD ne savise od rasredde-
nja, pal pa oni pri BF284C51. Po Strausu in Goldsteinu
bi inhidbieija & LSD bila szate praktiline ireverzibilama.,
V nadaljnjih poskusih emo videli, da se tudi inhibicija
2 DPDA in vive ne epreminja s rasredienjem.
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Diagram 23. Vpliv rasredienja homogenatov na brsino
reakei je., Homogenati = inhibitorji doda-
nimi in vivo: = BW284051 0,57 mg/kgs
———ee w LSD 3,2 ng/kg. Subetrat: MCh 3,0
mi, Abscisat ml inkubacijoke tekodine aa
1 g tkiva, Ordinata: procent inhibied je.

Drugi inhibitorji holinesteraz kot psihotropne snovi

LSD je sicer najbolj tipilen predstavmnik grupe
peihozomimetakih snovi (poverola peihosi podobno sta-
- nje v dosi, ki je manjla kot pri drugih pesihosomimet-
skih snoveh; tadela 7), vendar imajo tudi nekateri
drugi inhibitorji ChE pesihozomimetake ulinke.

Tako poverola DFP pri Sloveku psihilne motaje kot:
emocionalno labilnost, notranjo napetost, neubranl jive



sespancet in moro (Goodman in Gilmean, 1955). Sherwood
(1957) je porodal o katatonskem stuporju podobnem
stanju pri madki pe 100 ug DFP intra veatrilularmo.
To stanje je trajalo okoli 60 mimat, dosebel pa ga
Jo tudi = velikimi dosami ACh, Avtor ni poskulial =
atropinom ali kurerinom odstraniti simptomov po DFP,
delal pa je poskuse & kurarinom saminm in nafel, da
d-tubokurarin prehaja skozi hemato-encefalno barierc
ter povesrods sinhronisacijo v EEG. d-Tubokurarin

(50 mg) injieiran intraveatrikularno pa povsrofa krde
in amnesijo ter poviluje splodno vedrainost,

Tabela 7. Minimalne kolifiine rasnih smovi (v ug), ki
povarodajo peihidue spremembe pri Sloveku
(po de Booru, 1956).

Glutaminska kislina per os 10,000,000 do 40,000,000

Etilni alkohol per oe 7,000,000 do 20,000,000
Debenamin i. v. 200,000 do 600,000
Kokain 8. k. 80,000 do 300,000
Heskalin per os 10,000 deo 20,000
Morfin 8, k. 5.000 do 10,000
Atropin 8, k. 3,000 4o 10,000
Anfetamin per oe 1.500 do 3.000

LSD per os 10 deo 30

ACh (10 = 20 pg) intraventrilularno je povarodil
pri malki znilanje reaktivnosti in depresijo, atropin
(150 = 300 ug) pa poveSano Eivahnoet in pri jasnoet ter
predenje.

¥nogo preskusov, sludajnih ald namernih, je nare-

jenik g atropinom tudi na Jloveku. Fojavlijajo se naj-



razsliline jie oblike psihotilnega stanja, ki jih eprem-
ljata oblutek strahu in molan motorilen nemir. Zna-
8ilno za peihotilne ulinke atropina je, da se zadno
selo naglo po aplikaciji atropina, da pa lahko trajaje
tudi nekaj dai.

Heksametoni] je poverodil pri madki mididneo
oslabitev in inaktivnost, dekametonij pa spastifnost
(Sherwood, 1956). Peihidni udinki morfina so snani,
pa tudi podatek, da Jje morfin inhibitor ChE v moiga-
nih (Auguetinsson, 1948). Dobro s¢ sznani tudi peihidni
ulinki kofeina, ki je selektivni inhibitor AChE (Augu-
stinsson, 1948). Tudi nikotin in muskarin povsrolata
peihiline spremembe. USinki nikotina so opisani precej
raslidno, tako evforilni, ekscitativni kot peihotilni
- 1luzije, peihoze (de Boor, 1956). Meskalin povsroda
optifine in akustifne halucinacije ter depersonaliza-
eijo (Serko, 1913). Kurarin puliia pri Sloveku savest
chranjeno, povsroda pe moden oblutek etrahu, ki ga
Hlgin (1947) raszlagas ¢ neprijetnim polofajem zaradi
imobilnoeti in telav pri dihanju. Znani halucinogeni
snovi sta tudi bufotenin in psilocibin; obadva inhi-
birata AChE v moBganski eivi (I, -2 x 20" ¥ osiroma
1 x 10™M; Zsigmond, Foldes in rol.du. 1961) . Ker
ima enak 150 kot peiloecibin tudi serotonin, ki ni ha-
lucinogena snov, menijo avtorji, da ni nikakega so-
ragmerja med halucinogenimi ufinki pesilocibina ter
strukturno podobnih spojin in inhibieijo ChE in vitro.

Vpliv BOL na pogojne reflekse in
moZganske holinesteraze

Vee sgora] opisane snovi, ki imajo peihidne
ulinke, 50 bodisi substrati bodisi inhibitorji ChE.



Pozname pa bromov derivat LSD = BOL (2-bromo-LSD =
BOL-148), ki sicer inhibira mo#ganske ChE, nime pe
pri Sloveku peihifiaih udinkov aiti v dozi 1 mg. Tudi
drugalie se BOL razlikuje od LSD: tako sa rasliko od
L3D ne kontrahirs mifSifja v materniei, tudi v velikih
dozah ne povaroli padca krvnega pritiska in dvakrat
molneje deluje proti ulinkom serotonina. Isbell s so-
delavei (1959) je nallel, da velike dose BOL lahko po-
viro&e toleranco sa LSD, kar kafe, da obe snovi prijem-
ljeta na istem mestu. Po prvih poskusih na mofiganih je
kasalo, da BOL enako hitre prehaja ekosi hemato-ence-
falno bariero kot LSD (Cerletti, 1956), kasneje pa so
ugotovili, da BOL sacstaja (Richter, 1961).

Prva, ki sta merila ulinke HOL na aktivanost ChE,
sta bila Zehnder in Cerletti (1956). Ugotovila eta,
da BOL in LSD priblifno enako inhibirata serumsko
OnE Sloveka (I, sa 0L Jo 10"4*® &, sa 18D pa 20”7 x,
pri substratu’ bencoilholinu 10°2'1 x) in sate nekelike
drzno sakljulila, da inhibitorni vpliv LSD na BChE
ni povezan s peihiSnimi udinki LSD, Podobmo so leta
1960 trdili tudi Zeigmon, Foldes in Poldee, ko so
nafli, da ima LSD kot peihozomimetska snov 150 z8
ChE Sloveskih mofganov 1,1 x 10~ ¥ in da ima 30I,
ki nima psihogomimetskih lastnosti, skora) enak I,
(1,8 x 10~ ). Avtorji na eni strani uporabljaje
homogenate celotnih moiganov, ki ne pokaliejo speci-
fidne aktivnoeti inhibitorja v morebitnih arealih, ki
so vaini za peihilne procese, na drugli strani pa so
kot material za homogenat jemali samo mofgansko siv.

Tudi mi emo merili inhibieijo BChE, AChE in ce~
lotne ChE 3 BOL in vitro in "in vivo' ter nallis in
vitro praktidno enak zavor kot ga daje LSD: aktivanost
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teh encimov "in vive' merjema po HOL (0,2 mg/kg) pa

ni bila spremenjens, vendar je bil to en sam poskus,
Diasgram 24 kafe poskuse & pogojnimi refleksi in

BOL. Vidimo, da BOL sicer vplive na pogojne reflekse,

vendar pa savor ni tako velik, kot ga povsrodi LSD

v ekvimolarni dosi.
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Disgram 24. Ulinkovanje BOL in L3D na pogojne reflekse.
Legenda kot pri diagrama J.

Ker se pogojni refleksi spremenijo v istem Sasu
muu-mn-mm.m.ummnm
ja hemato-encefelno barierc kot LSD, Za resliko od
LED DPDA ne prepredi ulinkovanja HOL, atropin pa ga
pe prepredi podobno kot pri LSD, Diagram 2%.

Teiko je najti primernc raslago za peihidne
udinke LSD, BOL in drugih peihozomimetskih enovi.
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Diagram 25, USinkovanje IOL po predhodnoe injiciranem
DPDA ali atropinu. Legenda kot pri dia~
gram 3,

MoZno je, da s0 v centralnem Eivievju areali, kjer
8¢ odvijajo specifilini peihi¥ni procesi in kjer nade
snovi mogodSe le spreminjajo aktivnost ChE, tega pa ®
tehnike homogenatov ne moremo saslediti. Te moZnost
in pa dejetvo, da rasni avtorji vedno bolj poudarjajo
pomen retikularne formacije pri pogojnih refleksih
in drugih oblikah viSje ¥ivine dejavnosti, sta nae
privedla k podrobnejiemm preudevanju retikularne for-
macije v zvesi = nalSlio temo,

Retikularna formacija in peihotropne esnovi

Pri viSjih #ivalih je retilkularna formacija oeta-
nek tistih struktur, ki so pri primitivaih oblikah



predetavl jale najviBji nivo Zivine aktivnosti. Njena
filoganeteka arhailnost se kafe v preprosti morfolo-
giji tistega dela moliganskega debla, kjer mikroskop
pokafe: "celice raslilinih tipov in velikosti med ka-
tere se vrivajo poveama vliaken in se krifajo v veeh
smereh®, kot je to opisal odkritelj retikularne for-
macije Ramon y Cajal ob zatonu prejinjega stoletja.
Zatorej ni presenetljivo, Se so aferentne funkei je
retikularne formacije namenjene primitivaim in oenov-
nim subetratom sa motorilino aktivnost in e aferent-
ne funkeije bistveno podkrepljujejo tako telko in v
filogenetsken rasvoju tolikokrat preizkulienc odloli-
tev: beg ali boj. V najbol] sadebelenem delu retiku-
larne formacije sta dihalni in basomotorni center -
ponovni primer sa vitalni pomen te “"mrelaste tvorbe®,
Veaka sensorilna informacija pride v retikularne
formacijo na dva nadina: po kolateralah od klasilaih
poti in po kortiko-retikularni poti. Za optilne impul-
ge je snano, da je druga pot mnoge bdolj bistvena od
prve (Ingvar in Hunter, 1955) in lahko sledi povedanje
ali snifanje aktivaoeti retikularne formacije s slede-
§im povratnim delovanjem., Oswald (1962) meni celo, da
Je sa nastanek optidnih halucinaeij odgovorno ravno
medeebo jno delovanje specifilinih kortikalnih impulszov
in neepecifilnih impulsov iz retikularne formaeci je.
Kakorkoli #e, na splolno je eprejeto, da sensoriini
drafljaji, ki pridejo po kolateralah, vsdralijo reti-
kularne formaecijo, ta pa povela vadrainoet v celem
kortekeu in vasdriuje normalne budnost in posornoet,
Nekateri avtorji menijo, da je retikularma formacija
sedel diskriminacije in percepeije drafiljajev, Oswald
(1962) pa #e = njimi ne etrinja, ko pravi, da infor-
macija, ki vetopa v retikularno formameijo, sgubi svojo



epecifilnost. Impulzsi iz rasnih sensorifinih poti
gredo v skupna pelja v retilkularni formaeiji, Je
apr. v poskusih dva impulza iz dveh razlilnih JSutil
doselieta isto polje v retikularni formmeiji, poten-
eial v retikularni formeeiji ni velSji kot bl bil po
posameznen eignalu is ene ali druge sensorilne poti
= njihova individualnost je sgubl jena. Zato ascene
dirajoli, aktivirajoli impulsi iz retikularne forma-
eije ne noeijo specifiline informacije v korteks,

Slika 4. Shematilni prikes retikularnih jeder molgan-
akega debla pri podgani. 1 - mucleus pontis
oralies, 2 - mucleus pontis caudalis, 3 « nucle-
us gigantocellularis, 4 - nuoleus lateralis
in 5 - nicleua parvocellularis,



Herjenje aktivnoeti holinesteraz v posameszaih
Z#ivinih celicah retikularne formaeije in wpliv
LSD in atropina na aktivnost holinesteras

V taki situaciji Jje modno, da b peilosomimetske
enovi v retikularni formaciji res lahko imele idealno
poprifide, saj bi lahke modificirele veak sensorilni

BChE

Slika 5. Aktivnoet AChE (substrat ACh ) mi) in BEChE
(substrat BuCh 10 mi) v posameanih Eivinih
celicah rasnih retilularmnih jeder. Stevilke
pomeni jo pl CO, x m"/-.nu/hr pri ustres-
ni temperaturi.



aferentni impuls, Porofali smo Ze o trditvi Rradleya
in Elkesa (1958), da LSD deluje na kolaterale, ki
vetopaje v retilularno formaei jo. Glede na molnost,
da bl torej LSD deloval samo v nekaterih celicah re-
tikularne formacije in da obstaja Be nejasnost glede
aktivnosti holinergilnega sistema v retikularai for-
maciji, smo izmerili aktivnost ChE v posanmesnih celi-
eah retikularnih jeder moliganskega debla ter wpliv
LSD na aktivnost ChE. Fri anatomeki lokaeiji jeder
smo se opirali na topografeke delo Hrodalas (1958) ser
Meessena in Olssewskega (1949). Zivine celice amo
izolirali iz jeder, ki so shematilne prikasane na
eliki 4.

Aktivnost AChE in 3ChE posamesnih Eivinih celic
Je sumarilino prikasana na sliki 5, Vidime:

- da je v celicah retikularne formacije ChE,

- da je tudi v Eivinih celicah retilularne forma-
eije BChE in

- da obatajajo le majhne variaeilje v aktivnosti
AChE med celicami rasnih jeder rasem lateralnega jeo-
dra. “

Jeprav ni velikih reslik v aktivnoeti ChE med
Eivinimi celicami vedine jeder, pa so velike variacije
med celicami istega jedra. Kake se spreminja aktivnost
ChE med posamesnimi celicami istega Jedra, nam pokale
tabela 8, Najvedje variacije smo opasovali, kader smeo
uporabl jali kot subetrat MCh, Na oplofno smo = NCh
dobivali le nekaj manjle vrednooti kot = ACh, dosti-
krat pa smo imeli celice, kjer nismo mogli izmeriti
nikake hidrolize NCh, Primer za to je tabela 9. Podob-
ne pojave so opieali Ciacobini (1957) in Giacobini in
Holmstedt (1958), pri celicah simpatilnih ganglijev
in prednjih rogov. Na splofino so celice simpatidnih



Tabela 8. Aktivnost
ChE v posameanih Eivi-
nih celicah kavdalaaga

pontinega jedra pri
podgani. Substrat: ACh

3 =M,

- Produke
edje CO
(nlxio
hr/celico)
44,1

117,7
94,8

/ vrednost

76 = 5,5

gangli jev imele podobno aktiv-
noet ChE kot celice v naiih
poskusih, one iz prednjih ro-
gov pa 80 bile bolj aktivae
(Tabela 10).

Giacobini (1957) reslaga
raslifine aktivacet ChE v celi-
eah simpatifnih ganglijev e
tem, da morda raslifina aktive
noet ChE ustresa celiocanm &
resnini funkeijami, to je, da
celilna populacije simpatilne-
én ganglija ni farmakoloBko
enotna. To mnenje podpirajo
tudi resultati Shawa in sode~
laveev in leta 1951, ki so
ugotovili, da posamezne celice
sgornjegn cervikalnega gangli-
Ja raslilno dogovarjajo na
tetrastilamoni j, nikotin ali
kurarin. Molno bi bile tudi,
da raslilne aktivnosti ChE v
rasnih celiocah predetavljajo
razne stopnje v eintesi encima.

V svesi & rezglabljanjem
o raslilnih stopnjah Eivine
aktivnosti v posamesnih ¥ivi-
nih celicah je sanimivo, da
sta leta 1952 Brattgard in
Hyden = rentgencko mikroradio-
grafijo nalla velike variacije
v celilini meel in kolilini
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Tabela 9. Aktivnost ChE in AChE v posamesznih Eivinih

celicah oralnega pontinega jedra pri podgani,
Temperatura 25° C.

Spbatrat Nomssan solien M vrednost

- SNP
(Rl x m"/hr)

15,9

20,8

50,0

53,0

78,3

91,0

&

' +
ACh 3,0 36,7 49 = 7,7

22,3

7o

48,4
107,8

31,2
77,8

21,1
63,6

8,4
20,3
54,4

HOh 3,0 gg 38 29,6
X

MM NN

x = aktivnost je manjiBa kot oblutljivoet metode.

beljakovin v celicah iste Eivine strukture (Deitersove
Jedro, celice prednjih rogov, spinalne ganglijske celi-
ce in Purkinjejeve celice). Zato smo skulali primerjati
encimsko aktivnoet & pribdlilinim volumnom celice in ni-
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Tabela 10, Aktivnost ChE v posamesnih Zivinih celicah,
Subetrat: ACh,

Brodukei
(ul x 20 /hr? Substrat Stevile
Fovprgina vred- (=) celic

P mi-EL

. Fuel.ret.gigantoocell. 73 = 8,0 3,0 10

- Nuel.ret.parvocell, 7 % 14,0 3,0 11
Nuel.ret.pontis ceud, 76 E 6,0 3,0 59 auni sechesh
Nucl.ret.pontis oral, 87 - 9,0 3,0 26
Nuel,ret.lateralis 22 2 13,0 3,0
Buel.ambiguue oralis 77 = 10,6 3,0 2
Simpatidni gangli] 185 6,5 Giacobini 1957
Simpatidni ganglij 203 6,5 Gimcobini 1959
Prednji rog 700 6,5 Odacobini in
Prednji rog 163 6,5 Holmetedt 1958

T ——— = Ee——

emo nadli nikeke skladnosti, tabela 1l1. Vidimo, da ima-
Jo ecelice parvocelularnega Jjedre skora] enako aktivnost
ChE kot celice pontinega Jjedra, Seprav imajo prve deset-
krat manjdo prostornine.,

8 podobno metodo kot je nala, so vedje ali manjie
raslike v aktivnosti ChE med Eivinimi celicami ali v
drugih Sivinih strukturah nadli tudi drugli avtorji (Er-
gin in Zajilek, 1958; Brzin in Zeuthen, 1961), sate
eklepamo, da je t0o normalen pojav, ki mora imeti nek
fisioloSki pomen. Variabilnoet je v akladu s splofnim
naziranjem, da je veska Zivina celica zele kompliciran
gistenm ¢ Stevilnimi einaptilnimi svesami; nala metoda
pa omogoda le isolacijo telesa celice ne pa lzrastkov.
Curtie, Ryall in Watkins (1963) so v vrsti ceatralaih



Tabela 11, Aktivnost ChE in volumen posameznih celic,

Produkeija o, 'olumen Aktivnost/
(ul x 19"’ /nr) t;lhl § Hli-h‘;ﬂl‘;l
(n” x 20°) (m2 mﬂ /u’/hr)
38,0 33,1 n.g
51,0 269,7 1
Fucleus reticularis 84,2 ”:5 l:“
pontis caudalis 62,4 65,8 9,48
55,0 178,2 3,19
63,4 186,5 3,41
8 B ma
1 ] ]l’ 1 .00
Fucleus reticularis 130,6 9,8 134,00
parvocellularis 40,3 4,4 91,70
98,1 34,4 28,60
44,6 16,5 27,00

einaps & elektroforetsko dodanim ACh ali kemilnoe po-
dobtnimi snovai, dobili viasih vsdrafenje, viasih savor,
Elektroforeteko metodo so spopolnili Spehlmann, Kapp
in Jung (1964) tako, da so sofili premer elektrode na
l1uin te jim je omogolileo tele isredno pomembno odkrit-
Jer 1/5 #iviaih celic v vidnem korteksu odgovarja na
lokalno dodani ACh, Avtorji Se ne vedo: ali so celice,
ki jibh aktivire ACh posebna vreta celic; ali imajo
holinergilne sinapse ia ali je reakeija na ACh odvisna
od sluSajnega polodaje elektroforeteke pipete na mem-
brani, ki je oblutljive sa ACh. Opasovanjs Spehlmanna,
Eappa in Junga eo nas preprifals v tehnilno neoporefnost
poskusov v tietih primerih, ko nismo mogli odkriti prak-
tidno nikake aktivnosti ChE v nekaterih celicah.

Danes Se ne poznamo natandnoe funkeije posameznih
retikularnih jeder; po Brodalu (1958) naj bi na splodine



celice lateralno leZefih jeder sprejemale kolaterale
iz glavnih sensibilnih poti, od tod bi impulzi preha-
Jali v centralna jedra, ki bi skrbela za posredovanje
impulsov v emeri navsgor in navsdol. Xar se tile po-
vezave optiine poti 2 retikularnc formaecijo, domneva
Brodal, da je kavdalno pontino jedro ono, v katerem
se kondujejo kortike-retikularna #ivina vlakna in
zato smo najvel poskusov napravili revno » celicami
tega jedra, Podatki o velikem Stevilu nevronov v
retikularni formeciji govore ¢ kompliciranem prenosu
vsburjenje v tem podrodju. Krieg (1958) je v 1 ma’
mofiganskega tkiva is kavdalnega pontinega jedra pri
malfki naltel 750 -« 1250 nevronov, Scheibel in Scheibel
(1958) pa v celi retikularni formaciji povprelne 3300
muu". Stevilki sta si zelo blizu in povesta
pribliino Stevilo nevronov, ki pa lahko variira od
jedra do jedra. Poleg tega pa sodeluje pri einaptidnem
prenosu veburjenje Se neznano Stevilo israstkov. Danes
ne vemo, Se so variacije v aktivnoeti ChE odras funk-
cije posamesnih nevronov ali jeder retikularne forma-
cije, za katero pa sopet ne vemo, e velike wvaria-
eije v njeni spontani aktivnosti isvirajo v nje) sami
ali pa so odsev vetopajolih esensorilnih osiroma korti-
ko-retikularnih impulsov,

Drug pojav, ki nas je presenetil, je visck odsto-
tek aktivnooti BChE v retikularnih celicah. Iz slike 5
vidimo, da ee giblje provcent aktivnosti BChE v reslid-
nih celicah med 18 in 27 ¥ celotne aktivnosti ChE, Ta
podatek lahko primerjeme & rasmerjem BEChE s ChE.v homo-
genatih moliganov pri podgani, kjer pa so pri velini
avtorjev Etevilke za BChE nifje. Take je Davison (1953)
nallel pri podgani v celotnih mo¥ganih razmerje 1 : 8,4;
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Pavlin in Thompson (1961) pa nekoliko viSje 1 t 6 - 7.
Clouet in Waelech (1961) sta v homogenatih celotaih
moiganov podgane nafla, da zavsema BEChE 21,5, AChE pa
43 £ celotne aktivnosti ChE (veota ne sanese 100 f#,
ker sta uporabl jala raslilne konceantracije substratov).
Thompson (1952) jo nallel v sivi 6 %, v beld pa 50 ¢
od celotne aktivnosti ChE sa BChE, Ord in Thompson
(1952) nista mogla najti v molganih podrodij bres
BChE., Tako je aktivmost AChE v sivi savsemala 75 ¢
eelotne hidrolisze ACh, v bell pa 37 #. Pri Sloveku so
v rasnih kortikalnih poljih Foldes in sodelavei (1962)
nafili tale rasmerja v aktivacotis 10 - 22 ¥ BORE na-
eproti 90 -~ 78 ¥ AChR, NaSim resultatom so najblifja
opasovanja Abrahamsa in Bderyja (1964), ki sta & hi-
stokemiino tehniko nalls BChE v celilinih telesih, AChE
pa tudi v glii, s Simer ota prece] samajala klasilino
trditev Mllbringove in sodelaveev (1951), da je BChE
v glii, ACRE pa v celicah, Aviorja sta nalla HEivine
celice v talamilnih jedrih, ki so bile bogate = IChE,
v drugih regijah pe je bila EChE lokalisirana v mem~
branah Eivinih celic, katerih citoplazma je bila bres
ChE, V svesi & funkeijo hemato-encefalne bariere Je
sanimiv podatek, da sta ob stenah tretjega ventrikla
nalla l¢ BChE ne pa AChE, Avterja sta sakljulila, da
opravlja ChE v mofiganih raslifae funkeije in ni sado-
ati, 8¢ ulinke inhibitorjev ChE raslagamo samo & udine-
ki na holinergifine nevrone - trditev, ki najbri velja
tudi za nalie preiskavanje vplivev LSD na ChE v svesi
s peihifninmi ulinki LSD,

V retikularni formaeciji so aktivnost ChE occenje~
vali le & histokemilno tehniko. Koelle (1955) je nabel
le smerno aktivnoet AChE v retikularni formsciji pod-
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gane. Teocharov (1960) je s histokemilno tehnikeo oce-
njeval aktivnost BChE in nalel le majhno aktivaost v
nekaterih Jjedrih moliganskega debla ter v veatralnem
delu retikularne formacije. Koelle (1954) in Gold-
berger (1961) sta nadla BChE predveem v glii in kapi-
larnih stensh.
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Disgram 26. Ulidnek LSD na aktivmost ChE v homogenatih
celotaih moliganov in posamesnih Eivianih
celicah kvadalnega pontinega jedra isralen
v procentih od kontrole, Vrednosti so pove
predje 2 = 5 merjeny; pri 10™°** ¥ 15D emo
merili samo enkrat,



Na nekaterih isoliranih Zivinih celicah smo isme~
rili tudi vpliv LSD in atropina na aktivnoet ChE, LSD
Je poverodil dva sanimive ulinka na aktivnost ChE
posamesnih Eivinih celic v spodnjem pontinem jedru, V
koneentraciji 0,1 s je skora] popolnoma zavrl aktiv-
nost ChE, medtem ko je pri koncentracijah ni¥jih od
2 x 0,01 mii aktivirael ChE, Diagram 26. Dvema podganama
emo injicirali podkedine LSD 3,3 mg/kg, #ivali emo Srt-
vovali pol ure po injekeijij; aktivnost ChE v iszoliranih
retikularnih celicah ni bila spremenjena.

1 140 { x 107 cO,

120

Magran 27. Aktivnost ChE v dveh celicah is kavdalnega
pontinega jedra. Frekinitev Srte pomeni do-
datek inhiditorja; celica, csnalena e ce~
limi krogi, je dobila LSD 0,1 mi; celica,
osnalena & prasnimi krogi pa LSD 0,01 =M,



Diagram 28, Aktivnoet BOhE v dveh celicah spodnjegs
pontinega Jjedra. Prekinitev Srte pomeni
dodatek inhibitorja - obema celicams Je
bil dodan LSD 0,01 mM.

Zaradi velikih variaci) v aktivnosti ChE med ce-
licami istega jedra navajamo Se podatke sa posamezno
merjenje (Tabela 12), Diagram 27 in 28 nam pokafeta
resultat poskusa, ko smo isti celici samenjali inku-
bacijeke tekoline, prva je bila bres LSD, druga pa =
LSD, Resultati so nedvoumnit: na diagramu 27 vidimo
inhibicijo OhE = LSD 0,1 mM in lahhw aktiveecijo s LSD
0,01 mil; LSD v ietih koncentracijah pa popolnoms inhi-
bira BOhE (Diagram 28).

Orientaci joki poskusi z atropinom so pokasali,
da atropin 1 mM popolnoma savre aktivnost celotne ChE
(ACh 3 mi), ACRE (MCh 3} mi) in BChE (DuCh 10 mi),. 2
atropinom 0,1 mi imamo samo Stiri izmerjene celice:
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atropin je snifal aktivaost ChE v celicah kavdalnegs
pontinega jedra ze ca. ¥ ¥,

Aktivaci jeki vpliv LSD na aktivnont ChR, prike-
gsen v diagramu 26, ima mogoSe nek pomen v svesi s
mo¥nostjo, da bi LSD kot peihosomimetska snov deloval
Iaval.u:g retikularne formaoije - molinoet, ki smo
jo omenili sgoraj. Samo iz navedenih podatkov tega
seveda Se ne moremo sakljuSiti, Seprav bl nas pri tea
najbri podprl French, ki trdi, da naj bl snovi, ki
sprofi jo pcihosomimeteke usiinke, delovale tako, da
vaburjajo retikularno formaeijo (Freach, 1960),. Ravmo
teko ne moremo makljuBiti, da bi bila elektrofisioclo-
Ska opazovanja 3 13D v nivoju retikularne formaocije
v svesi = aktivacijo ali inhibieijo ChE. Nadaljnje
dele v tej smeri bo mogole pokazalo, Se lahko peihilne
ufinke LSD pripieujemec spremenjeni aktivaosti ChE v
retikularni formaociji.

Aktivnost holinesteraz v moliganskem deblu
in optidni poti pri Sloveku

Izmerili smo tudi aktivaoet AChE, BIChE in celotne
ChE v retilularni formaciji Sloveka. Vzoree tkiva smo
Jemali iz podrodij, ¥i priblilne ustrezajo retilmular-
nim jedrom, katera smo preulievali pri podgani. NaSli
smo aktivacet, ki Jjeo prikesana na tabeli 13.

Aktivnoet ChE sta merila v rasaih regljah Slo-
velkih mofganov tudi Ord in Thompeon (1952), niste pa
merila v retikularni formaciji. Je primerjame nale
resultate s njunimi, potem bi retikularna formacija
glede na aktivnost ChE spadala med manj aktivaa podrod-
ja (2 nucleus leanticularie > nucleus caudatus >



substantia nigra > cerebsllum), pal pa v vrete ¢ tala-
musom in rdedia jedrom. Aktivnost AChE je v nalih re-
sultatih le 30 ¥ celotne aktivnosti ChE, Ord in Thomp-
son pa sta v veeh podrodijih dobila ved kot 50 %; ans=
logno rasmerje s& DCLE nasproti ChE v nalih poskusih
Jo 20 £ 1 100 %, ne moreso ga pa primerjati s podatki
angledkin avtorjev, ki sta imela raslilina substrata

in njihove keneeatraeije.

V ietih moSganih, kjer smo merili aktivmosti AChE,
EChE in celotne ChE v retikularni formseciji, emo izme-
rili tudi aktivnoet teh encimev v drugih pedrodjih
(Tabela 14) in ugotovili, da so aktivaosti AChE, BChE

Tabels 13. Aktivnost AChE, HChE in velotne ChE (ml 00,/
g/hr) v retikularni formaciji pri Sloveku in proceant
inhibieije = LED in vitro,

Substrat Lrez rruu? mm)uua
s 18D (20 a
(mit) inhibitorja Ge o
MCR 3,0 902 15
BaCh 10,0 575 57

ACh 3,0 3028 13

nost kot je v retilularni formaeiji.

Thompson, Tickner in Webester (1955) so ismerili
inhibitorni wpliv LSD na aktivaost ChE pri Sloveku. %
LED v fetiloncentraciji kot je bila nalia in v podobni



Tabela 14, Hidrolisa ACh, MCh in BuCh (nl €0,/g/hr) v
rasnih podrodjih ietih Slovelkih moliganov

in proceat inhibieije = LSD (10 pi).

ik, formaeije 3028 13 902 5 575 57
firbtnl mozeg 3000 15 390 17 608 58
Lat.genik.telesce 3621 10 1217 17 640 48
Frontalani relenj 960 16 357 15 470 54

ini Eivec 533 28 160 8 434 57

ilna skorja 857 21 335 7 404 50

koncentraciji tudi Bulh (15 mi) se v rasaih podredjih

nadli povpredno inhibieijo 63 # (44 - 76 #), ki se do-
bro ujema s procentom, ki smo ga ualili sa retikularno

formaci jo. Podatkov sa AChE in ChE pa ne moremo primer-
jati, ker ne navajajo koncentracij substratov, povriina
ccenitev pa pokafie velji procent imhibieije v nalih po-
skusih, V podrodjih, kjer smo merili wpliv LSD na ak-

tivnost ChE, smo dobili poveod precej podoben procent

inhibieije in vitro.

Pomen adrenergidnega sistema pri delovanju
LSD na poge jne reflekee

Zanimive b4 bilo videti wvpliv LED In 4drugih psiho-
tropnih enovi tudli ne drug mediastorski sistem v centrale-
nea Hivieviu, to je edrenmergilni. Od kar je Vogt (1954)




izmerile nor-adrenalin v posamesnih poljih centralunega
Bivievja in od kar je snans priblilns lokaliszacija MAC
v centralnem EivSevju (Arioke in Tanimukai, 1957),
upodtevajo fisiolelidd in farmakolodki delavei vedno
bolj tudi morebitno dejavnost adrenergilnega eistema
pri viljem Eivinea delovanju,

¥noge psihotropne snovi apr. 5-07, meskalin in
amfetemin so bodisi smbetrati bodisi inhibitorji MAO,
Tudi nekateri derivati ergota so inhibitorji MAO (Orse-
chowski, 194l1). V posiusih in vitro LSD ne inhibiras,
niti ne aktivira HAO v molganskem thkivu pri substratih
Ty ia 5-HT (Cerletti, 19563 Paviin, 1557), pal pa jo
inhibira IXIH, ki pa sprofi peihilne ulinke pri Sloveku
le v hudih dosah. IIH je inhibitor MAC in vitro ter
uuw.mnxwuum (2y 10 mif) je 10 pH, sa
5«HT pa okoli 200 il (Tabela 15). le smo podgananm

Tabela 15, Inhibicija HAD podganjih molganov = IIE in
vitre.

Substrat Molarna kencentracija in procent inhibiedi je
(W) 3 220" 1322071 x 207

Ty 10,0 78 63 50 Na#i poskusi
5-HT 10,0 95 35 0 Canal in Maffei-
Paceioli (1959)

injieirali IIH 25 mg/kg podkolino, smo ismerili 90 £
inhibiecije MAO v homogenatih mofganov. Ta podatek se
ujema = Zellerjevim (1958) ter resultati Canala in
Maffei-Facciolija (1959). V poskmeih e pogojnimi reflek-
si emo sato podganam injicirali IIH 25 mg/kg in cpasova-
11 pogojne reflekse. Niso se spremenili niti reakei jeski



Sasi nitd Stevilo pogejnih refleksov. Ista dosza IIN
tudl ni spremenila ulinkovanja LSD na pogojne reflskse
(Diagram 29).

Reakcijski £as v sekundah
o

AT

. |.\L ]

[ 150 15 markg) fn o { Lo (18 markg)
(25mglKg) (16 mg/Kg)

P= P = Y

B e e e e o s

e e o e e e o e e e e P S o e o
e T

Stevilo pogajnih refleksoy v
S

Diagream 29. Vpliv LSD ter IIH in LSD na pogojne
reflekse. legenda kot pri diagramu 3.

Varok za to bl bilo lahke poliasno prehajanje IIH
skozi hemato-enceialno bariero, vendar nista Horis-
berger in Grandjean (1958) = IIH 100 mg/kg niti v akut-
nem poskusu niti po 24 urah opasila nobene signifikante
ne spremembe pogojnih refleksov pri podgani, Seprav sta
uporabl jala isto tehniko kot je nalia., Obratne pa so
Fletscher, Steiner in Voelkel (1958) s tehniko skoka
na palico pri IIH 100 mg/kg intraperitoneslno opasili
savor pogojnih reflekeov, ki ee je saliel v tretji uri



pe injiciranju in bil maksimalen v Sesti uri. Acheson
in sodelavei (1961) eo napravili kronidni poskue, ta-
ko da so podganam priulenim plesanja po vrvi injicira~-
11 pet tednov po 100 mg/kg IIH na dan podkofno. Prva
dva tedna je bilo plesanje takih Eivali popolnoma
dezsorganisiranc, kasneje se Jje uredilo, vendar so bili
Sasi plesanje daljii kot pri kontrolni ¥ivali. Neka=-
tere Eivali so postale v tretjem tednu hiperaktivne
in divje ter niso ufivale hrane.

IIH je raslilno ulinkoval, vendar je bil razlilen
tudi nadiin aplikecije IIH ali pa intervel med aplikaci-
jo in testiranjem na pogojue reflekse. Davison (1958)
meni, da mora IIH porabiti nekaj ur, da premags neko
intracelularne barierc in pride do mitohondrijev, kjer
Je MAO skonceatrirana. Zato pa Je delovanje dolgotrajno,
tako dosefie MAO po eni sami dozi IIE Sele Jes deset
dni prvotne aktivaoet, aktivacet v mofganih pa je tedaj
dosegla Sele 66 ¥ prvotne aktivnosti (Canal, Maffei-
Faccioli, 1959). Subcelularno lokalizacijo MAO sta
posebno rasiskavala Rodrigues de Lores Armeis in de
Robertie (1962), ker ju je sanimala morebitna funkeija
MAC v sinaptiSnem prenosu. Avtorja eota ugotovila, da
MAO ndi lokalisirana v sinaptifnih membranah ali mehur-
S8kih neholinergilinih Eivinih konSilev, pal pa v mitohone-
drijih in menita: Je MAC le ime kakine funkeijo v adre-
nergiinih einapsah, potem je ta verjetno drugaina od
one, ki jo ima AChE v holinergilnih sinapeah,

Neir, Ial in Roth (1962) so s radicaktivaim IIN
razdistili uganko sakasnelega delovanja IIH. Ugotovili
80, da IIH naglo vetopa v mofganske celice, da pa se
v celici najprej spremeni v aktivno obliko iszopropile
hidresin, ki Sele inhibira MAO v mitohondrijih,



V nalih poekusih kljub inhibirani MAO ni nikakih
epremenmd na pogojnih refleksih., Zaradi inhibieije MAO
o¢ kopilita v moliganih 5-HT in dopamin. Preskusili so
tudi vpliv teh snovi samih na pogojne reflekse in niso
nalli skladnih resultatov; moSnega inhibitornega delo-
vanja veekakor ni (Hers, 1960), vendar pa 5-HT prepredi
udinkovanje LSD na pogojne reflekee (Winter in Flataker,
1956) . Burkard, Pavlin in Pletecher (1962) so presku-
eili vpliv LSD in drugih peihotropnih snovi na sinteso
5-HT in dopamina v podganjih mofiganih. Niso nalli
praktidne nikeke inhibiclje ustresnih dekarboksilas
& L&D (1,3 in 2,0 mg/kg) , meskalinom, morfinom, peilo-
eibinom, bufoteninom, reserpinom, IIH, klorpromasinom
in smfetaminom.

Tabela 16, Aktivnost MAO v homogenatih ihﬂlm Y
ganov (ml olfy'hr). Substrat: Ty 10 =i,

Foraba Fovprelana aktivnost
kisika ?- SNP

Fetikularna formacija 229

222 2 4,0

Optilna skorja 66
5 66 = 5,5
56




Do nedavaega so retikularne nevrone imeli za
adrenergilne (pregled Killam, 1962)., Nekateri elektro-
fisiologi (Bradley in Mollics, 1958) se menili, da je
samo retikularna formaeija mesto delovenje amfetamina
in verjetno tudi drugih aminov. Unidenje veline reti-
kularne formacije je prepredile vadramljenje, ki ga
gicer sprofijo amini (Xillam, 1962), Vendar so Weil-
dalherbe in drugi (1961) s triciiranim adrenalinom in
nor-adrenslinom ugotovili, da obe enovi komaj vetopa-
ta v mofiganske tkive rasen v hipotalamusu. Tako bi
Sele hipotalamilna polja, oblutljive za epremembe ni-
voja adrenergilinih sunovi, vplivala na aktivaoet reti-
kularne formacije (XKillam, 1962), ¥Mi nismo merili ak-
tivnosti MAO v izolirsaih Zivianih celicah retikularne
formaci je, pald pa nam je neka] orientacijskih merjen]
s homogenati Slovelkih molganov dalo podatke, ki poka-
fejo nekajkrat veljo aktivaocet NMAO v retikularni forma-
eiji kot v optilni skorji (Tabela 16).

Is gornjih rezultatov lahko rezimiramos

« da LSD ne inhibira MAO v homogenatih podganjih
me¥ganov,

« da IIH inhibire MAC v homogenatih podganjih moli-
ganov, vendar v akutnem poskusu ne spremeni poteka po-
gojaih refleksov in

- da IIH ne spremeni ulinkovanja LSD aa pogojne
reflekse,



POVZETEE REZULTATOV®

1. LSD savira pogojne reflekse in podal jiuje reak-
edjeki Sas eelo v dosi 0,16 ug/kg.

2. USinki LSD in nekaterih drugih inhibitorjev na
aktivnost holinesteraz v homogenatih moZganov.
Eoncentraci je subetratov: BuCh 10 =i, HCh 3} =i,

Inhibdtor 2

BORE AChE
L8D 10-‘ o7 10.‘
0L m“" 10"39
DPDA 2070 -
Atropin 2073 @
BW284051 - 20~

* Be ni drugaSe navedeno, veljajo podatki sa podganc.
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3. Frocent inhibieije holinesteras v homogenatih

moiganov po podkofnem injieciranju inhibitorja.

Substrat
Inhibitor
BuCh 10 =  MCh 3 mM
LSD 3,2 mg/kg 28 6
WL 4 ng/kg 24 -
DPDA 3,4 mg/kg 50 -
Atropin 5 mg/kg 16 -

4. Vplivi rasnih inhibitorjev na pogojne reflekse in

Inhibdtor

na delovanje LSD osiroms BOL na pogojue reflekse.

delovanje LSD lovanje EOL
Posa/ks  POGINS s pogojne  na pogojne

DPDA

0,0034=3,4 mg ne vpliva popolnoma ne vpliva

%

Atropin

0429 « 29 mg . ne vpliva ne vpliva ne vplive

BW284C51 0,57 mg  ne vpliva "'I ;- EI ““I -

BL

2 mg vpliva - -

IIH

25 mg ne vpliva ne vpliva -

5. Istodasno injieirana DPDA (3,4 mg/kg) in LSD = gmanj-

Sanje ulinkovanja raslilnih doz LSD na pogojne re-
flekee, Istodasno injlioirana BW284C51 (0,57 mg/kg)
in LSD = ni eprememb v ulinkovanju LID na poge jne
reflekoe.



6. Rasredlevanje homogenatov molganov, ki vsebujejo
inhibitorje injicirane podkoZno, znifuje procent
inhibieije AChE z BW284C51, ne pa = LSD (Diagram 23),

Te Aktivooet holinesteras v isoliranih ¥ivinih celicah
retikularne formacije.

nl ooa_:_m"/omu/hr
ook Buch Meh
Gm) ® (om) ® (3awn) ®
pmttss ol O 26 2 3 W A8
pontino kavdalno 76 29 14 4 - -
glgantocelularno 73 10 19 4 o
parvocelularno 70 11 17 5 - -
lateralno 22 8 6 3' 15 r
W

8. Aktivnost BChE emo dokasali v 96 ¥ preiskanih celie
refikularnih jeder iz gornje tabele, aktivaost AChE

pa le v 66 £,

9. L8D inhibira aktivooet ChE v posamesnih retikularnih
celicah v dosah monejith kot 10™%'® x, v Hibkejian
dosah pa Jjo aktivira (Piagram 26).

10, Aktivanoet ChE v posamezni celici ni sorazmerna s
volumnom celice,



11.

13.

14.

16.

17.

15D 20~ M inhibire BChE (Bah 10 m) v retiku-
larni formaciji SloveBkih moZganov ma 57 ¥,

AChE (MCh 3 mi) sa 15 # in celotno ChE (ACh 3 mN)
sa 13 £,

Procent inhbicije BChE, AChE in celotne ChE =
LSD v retikularani formaciji Sloveka je podoben
procentu inhibicije v hrdtnem mosgu, froantalnem
refinju, vidaem ¥iveu, lateralnem geanikularnem
teleccu in optidni skorji.

LSD ne inhibira MAO podganjih in Slovedkih molga~-
nov.

IIH inhibira MAO v homogenatih moiganov (I pri
107%) pri 2y 10 m.

V¥ retikularni formaeiji Sloveka je MAO.

L8D (2 mg/kg) ne inhibirs ektivnosti dekarboksilas
pri eintezi dopamina in 5-HT,

Orientaci jeki poskusi: atropin 10™> ¥ popolnoms
savre aktivaost BChE, AChE in celotne ChE v posa-
mesaih retilkularnih celicah; atropin 10™% M savre
ektivnost ChE & 30 %.



NAJVAINEISI ZAKLJUSKR

Pridujode delo je poskus, da bl se pribdlifall
mehanizmu delovanja LSD in nekaterih drugih peiho-
tropunih snovi, NMerili smo ulinke teh snovi na pogoj-
ne reflekse pri podgani ter skulali najti morebitno
sveso med ulinki na pogojne reflekse in aktivnostjo
holinesteras in HAO v takih mo¥ganih,

Najprej eme potrdili inhibitorni wvpliv LSD na
Stevilo pogojnih refleksov in na reakei jeki Sas ter
nadli nejmeanjdo uSinkovito dozo (0,16 pg/kg). Vspo-
redno smo merili aktovmnost BOChE, AChE in celotne ChE
v mofganih podgane nmmmxmnmnunhp
tere druge snovi. Fodobno kot Zeigmond s sodelavei
emo dobili mnogo vedjo inmhibieijo holinesteras v na-
sprotju & Thompeonom, Ticknerjem in Websterjea.

Vedino poskusov & pogojnimi reflekei smo delali
pri dosi LSD 1,6 mg/kg in 3,2 mg/kg. Nekatere podgane
smo #rtvovali tedaj, ko so bili wulinki LSD najbel]
izragiti in merili aktownoet BEChE in AChE v takih
molganih, NaSli smo, da Je bila aktivnost EChE savrta
sa 25 £ (pri LSD 3,2 mg/kg) in da AChE ni bile inhibi-
rana. Vendar so ti podatki le priblifni, kajti presc-
Je inhibiecije encima in vive Jje nesanesljiva predveen
saradi ulinka rezredlitve na disociacijo kompleksa
encim-inhibitor in morebitne sekundarne inhibieije
in vitro, Poskuse smo nadal jevali tako, da smo opaso-
vali udinke LSD pri savrti BChE ali pa AChE, Ue emo
savrli BChE 3 DPDA, LSDnd imel nikakih ulinkov na
pogo jne reflekse. Sam DFDA pa ni vplival na pogojne
reflekee, Seprav je molino zavrl aktivnoot BChE tako



in vitro kot in vive, Ker je LED moSan inhibdbitor
BChE, emo skulali raslofiti ta pojav glede na loka-
lisacijo in funkeijo BChE v molganih, DPDA in LSD
sta inhibitorja BChE, Prva snov prepreduje delova-
nje druge snovi na pogojne reflekse, torej mora biti
neks zvesa med aktivmostjo BChE in opisanimi pojavi.
LSD inhibira najbolj BChE Sloveka, pri katerem so
tudi psihilni udinki najbolj israsziti in dolgotrajai,
nnogo manj pa BChE podgane in mili, kjer so tudi pai-
hidni ulinki menj israsiti in kratketrajai (npr. po-
gojni reflekei). V tej zveszi je sanimive, da smo nalli
praktilne v veaki posamesni Zivini celiei retikmlarne
formacije aktivanost BChi,

Atropin, tipilni inhibitor muskarinskih udinkov,
nd vplival na pogojune reflekee, niti ni spremenil
ulinkovanja LSD; atropin je slab inhibitor BChE v
mofganih, -
Selektivai inhibitor AChE, BW284051, ni eignifi-
katno vplival na ufiinkevanje LSD pri pogejnih reflek-
eih, V dosi, ki smo jo uporabljeli (0,57 mg/kg),
BW284C51 eam ni epremenil pogojnih refleksov, inhibi-
eija moliganske ACRE pa jo veaj 20 %, Nafli smo, da se
& razredlevanjem kompleksa AChE: BW284C51 sanilfiuje
tudi proceant inhibvicije encima, da pa se to ne sgodi
pri rasredSevanju komplekes AChE: LSD, kar kale, da
se LSD praktilno ireverzibilno vefe na encim.

Za rasliko od LSD so peihotropni ulinki BOL minle-
malni., Erilina toleranca med BOL in LSD kalle na to, da
BEOL in LSD tekmmjeta za isti receptor.

V sadnjih letih poudarjajo slektrofiziologi pomen
retikularne formacije pri nastajenju pogojnega refleksa.
Skulali smo podrobtneje preuliti morebitni vpliv LSD na



pogojni drafiljaj - svetlobo, Vadol# optilne poti
(nervue opticue, corpus geniculatus laterale, tractus
opticus, cortex opticus, formatio reticularis) emo
pri Sloveku in podgani jemali vsorce #ivinega tkiva
ter merili aktivnost ChE in vpliv LSD nanje. Med
veorei rasnih podrodij ni bilo razlike v procentih
inhibiecije s L3D, Ker se retikularni odecep optiline
poti konSa tudi v kavdalnem pontinem jedru, smo vsell
posamezne celice iz tega Jjedra in merili wvpliv LSD

na aktivnost holinesterase. LSD jo je inhibiral v
konoentracd jah moSaejiih od 1074 K, v Etbkejdth xon-
centracijah pa jo je aktiviral. Aktivacija ChE s LSD
v niskih koncentracijah se dobreo ujema = elektrofisio-
lolikimi podatki. Tako je v akuestilni poti pri maldki
nallel Purpura, de s0 selo nizke dose LSD povsrolale
facilitacijo, vieoke dose pa inhibied jo kortikalaega
odgovora, Da bi dobili jasnejSo slike o delovanju LSD
na ChE vidoe poti, bi bdilo potrebno med drugim ismeriti
e aktivnost ChE in wvpliv LSD v retini, posamesnih
celicah lateralnega genikularnega telesca in mofganski
skorji.

Ue smo v posameznih Eivinih celicah dololali
aktivnost AChE, je v 34 ¥ niesmo mogli saslediti, med-
tem ko emo praktiinoe v eleherni Eivini celiei petih
retikulernih jeder nalli aktivmo BChE, Tudi ta poda-
tek kalle, da ima BChE valenj#i pomen, kot se ponavadi
misli,

IIH, inhibitor MAO, v akutnem pockusu ni vplival
na pogojne reflekse, niti ni spremenil delovanja LSD

Iz pridujolega dels ne moremo sakljuditi, da

deluje LSD na pogojne reflekse samo tako, da imhibira



ali aktivira modganeke ChiE, Z druge strani ps nali
resultati vendarle kafejo na zveso med delovanjem
LSD in nekaterih drugih peihotropnih snovi ter ChE,
podatek & aktivacijo ChE v posamesni celieci pa kale,
da bi bilo trebe poiskati Se druga podrolija, kjer
deluje LSD. Pojav halucinaci] po LSD kalfe tudi na
desinhibitorne komponento, veandar Be vedno premalo
posnamo inhibieijo samo, da bi mogli nmapraviti jesne
sakl julke. Za uspeline jie nadal jevanje sadane naloge
bo najbri treba uporabditi nove mikrotehnike (elektro-
foretska pipeta), nadaljevati delo s e vpeljanimi
(mikrogasometriine tehnike) in upolitevati analin delo-
vanja peihotropunih snovi na ustrezsne encime.
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