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~ Antycholinergiczne
efekty dziatania alkaloidow tropanowych

Streszczenie

Praca dotyczy zmian aktywnosci acetylocholinesterazy (AChE)
w wyniku jednorazowej dawki siarczanu atropiny oraz skopolaminy.
Uzyskane wyniki dowodzg, iz podawane zwigzki obnizajg aktywnosc¢
AChE po 1i2 godzinach od czasu iniekcji, zas w 3 godzinie obserwuje
sie tendencje wzrostowe poziomu enzymu.

Jednoczesnie stwierdzono, ze samice sg bardziej reaktywne od
samcOw myszy.

Wykazano takze silniejsze dziatanie antycholinergiczne skopola-
miny w stosunku do siarczanu atropiny.

Wstep

Alkaloidy tropanowe stanowia bardzo wazng grupe zwigzkéw
stosowanych jako leki parasympatykolityczne. Substancje te wyodreb-
niono z pokrzyku wilczej jagody ([Atropa belladonna), bielunia dzie-
dzierzawy (Datura stramonium), lulka czarnego (Hyoscyamus niger)
oraz z innych ros$lin z rodziny piankowatych (Solanaceae).

Z toksykologicznego punktu widzenia najwieksze znaczenie spo-
sréd nich przypisuje sie atropinie i skopolaminie. Sg to zwigzki pora-
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zajgce ukiad przywspéiczulny, a wiec skutki przez nie wywolywane
sa podobne do objawdéw pobudzenia uktadu wspéiczulnego (Prandota
i wsp. 1982). Efektem zatrucia tymi zwigzkami jest wystgpienie zespotu
antycholinergicznego, charakteryzujacego sie licznymi objawami cen-
tralnymi ($pigczka, delirium, depresja oddechowa, stupor, wstrzgs,
drgawki, zaburzenia pamieci, dodatni objaw Babinskiego) i obwodo-
wymi (rozszerzenie zrenic, przyspieszenie zatokowe akcji serca lub
inne zaburzenia rytmu z nadpobudliwosci, zatrzymanie moczu, atonia
jelit, hipertermia, suchos¢ bton S$luzowych, zaczerwienienie i suchosé
skory), przy czym objawy kliniczne zatrucia sg uzaleznione od wielkosci
przyjetej dawki (Deichmann iwsp. 1964, Poison i wsp. 1969, Krzyminski
1980). Powyzsze reakcje sg skutkiem obnizenia poziomu acetylocholiny
(ACh) i/lub braku wrazliwosci na ten neuromediator, na drodze
kompetycyjnej blokady muskarynowego receptora cholinergicznego
w poszczegoblnych narzadach (Urbanski 1988, Podlewski, Chwalibo-
gowska-Podlewska 1990).

Mechanizm tej blokady polega na reakcji substancji cholinolitycznych
z receptorem M, ktory staje sie niewrazliwy na dziatanie acetylocholiny.
Pod wzgledem farmakologicznym substancje te sg antagonistami acetylo-
choliny. Konkurencja ich odnosi sie jednak jedynie do receptorow
M pozazwojowych zakoriczern parasympatycznych, natomiast nie dotyczy
zwojow wegetatywnych (receptor N), ani pltytek motorycznych (recep-
tor N).

W przypadku pobudzenia ACh jest nadal uwalniana w zakoncze-
niach pozazwojowych, natomiast traci swojg funkcje neuromediatora
miedzy ukladem parasympatycznym a narzadami (Daunderer 1980,
Endres i wsp. 1989).

Zaroéwno atropina, jak i skopolamina tlumigc aktywnos¢ muska-
rynowych receptoréw cholinergicznych nie wywierajg bezposredniego
wplywu ani na synteze, ani na metabolizm acetylocholiny (Kubikowski
i wsp. 1979). Znane sg jednak prace (Watanabe i Shimizu 1989)
wskazujgce na wzrost aktywnosci tego neuromediatora wywotany
podaniem alkaloidéw tropanowych.

W Swietle powyzszych faktow celowe wydaje sie przesledzenie
wplywu siarczanu atropiny i skopolaminy na zmiany aktywnosci acety-
locholinesterazy, enzymu odpowiedzialnego za hydrolize ACh.
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Materiat i metodyka

Do badan uzyto 70 samic i 70 samcoéw myszy biatej (Mus muscu-
lus L.) szczepu Swiss, pochodzgcych z chowu wsobnego, o Sredniej
wadze 28 g hodowanych w jednakowych warunkach pod wzgledem
oswietlenia LD 12:12 i zywionych pokarmem standardowym.

Zwierzeta obu pici podzielono na dwie zasadnicze grupy ekspery-
mentalne. Pierwszej z nich podawano domiesniowo siarczan atropiny
w dawce 5 mg/kg wagi ciata, drugiej - skopolamine w analogicznej
dawce. Wszystkie iniekcje odbywaty sie o statej porze, tj. o godz.
12.00, w okresie minimalnej aktywno$ci motorycznej myszy.

Zwierzeta zabijano przez dekapitacje po 1,2 i 3h od momentu
iniekcji, a nastepnie preparowano: moézg, miesien udowy (musculus
gracilis), watrobe i nerki. Wypreparowane narzady przeptukiwano
w roztworze soli fizjologicznej, po czym odwazano po 100 mg miesnia,
watroby i nerek oraz ustalano wage catego mdézgu. Tkanki umieszczano
w 3 ml zimnego buforu fosforanowego o pH 8, a nastepnie poddawano
homogenizowaniu w homogenizatorze teflonowym przez okres od
1-2,5 min w zaleznosci od rodzaju tkanki. Z kolei do homogenatéw
miesnia, watroby i nerek dodawano po 2 ml schiodzonego buforu
fosforanowego o pH 8, natomiast w przypadku médzgu rozcienczano
homogenat do tego stopnia, aby uzyska¢ proporcje 100 mg tkanki
na 5 ml buforu. Otrzymane homogenaty wirowano przez 15 min przy
predkosci 14.000 obr./min. Po odwirowaniu oznaczano w supematan-
tach aktywnos¢ acetylocholinesterazy kolorymetryczng metodg Ellma-
na i wsp. (1961).

Substratem byt jodek acetylotiocholiny. Powstajaca w wyniku jego
hydrolizy tiocholina, reagujac z dodanym do homogenatu DTNB
(5,5-ditiobis-2-nitro-benzoesanem) dawata z6ite zabarwienie, ktdérego
intensywnos$¢ byla wprost proporcjonalna do ilosci roztozonej przez
enzym acetylotiocholiny, a tym samym do aktywnosci enzymu zawar-
tego w homogenacie.

Pomiaru ekstynkcji dokonywano w czasie 1 min, przy dtugosci fali
wynoszacej 412 nm, po czym obliczano szybkos$¢ hydrolizy substratu,

korzystajgc ze wzoru:
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=Y vy A—— r— =5X74 X10
1,36 X 10-4  (400/3120)Co co

gdzie: R - szybko$¢ hydrolizy substratu w mol/min/gram tkanki
OA - zmiany ekstynkcji/min
CO - pierwotne stezenie tkanki (mg/ml)

Uzyskane wyniki przeliczono na”mol/min/g, a nastepnie opracowa-
no statystycznie, obliczajgc srednie arytmetyczne i odchylenia standar-
dowe. Do analizy wynikéw zastosowano test ,t” Studenta-Gosseta,
przyjmujac roznice za statystycznie istotnag, jezeli prawdopodobienstwo

jej zaistnienia byto mniejsze lub réwne 0,01.

Wyniki

Dane liczbowe dotyczgace wptywu jednorazowego podania siarcza-
nu atropiny i skopolaminy na zmiany aktywnos$ci acetylocholinesterazy
w mozgu, miesniu udowym, watrobie i nerkach myszy zestawiono
w tabelach 1,2 oraz zilustrowano graficznie (ryc. 1-4).

Otrzymane wyniki pozwalaja na stwierdzenie, iz jednorazowa
dawka obu alkaloidow wptltywa generalnie na obnizenie aktywnosci
AChE, niezaleznie od pici myszy oraz charakteru badanego narzadu.
Nie dotyczy to jedynie watroby zwierzat obu pici poddanych dziataniu
siarczanu atropiny, gdzie zaobserwowano tendencje wzrostowg aktyw-
nosci enzymu.

W zaleznosci od czasu dziatania alkaloidow wystgpity statystycznie
istotne réznice w stopniu aktywnosci AChE w poszczegélnych grupach
doswiadczalnych, przy czym najwyrazniej zaznaczyly sie one po 2h
od czasu iniekcji, zwlaszcza w efekcie podania skopolaminy. Po 3h
od momentu podania alkaloidow zanotowano tendencje wzrostowg
aktywnosci enzymu, dazgcq do osiggniecia stanu kontrolnego.

Jednoczesnie stwierdzono réznice w poziomie aktywnosci enzymu
u zwierzat obu pici pomiedzy poszczegélnymi narzagdami.

Wykazano ponadto, iz narzadem o najwiekszej aktywnosci AChE
jest watroba, najnizsza za$ wartos¢ enzymu zanotowano w nerkach.
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Grupy
badaw-
cze

Kon-
trola
1h

2 h

3 h

Pte¢

o1

Tab. 2. Zmiany aktywnosci AChE w wybranych narzgdach myszy pod wpltywem podania skopolaminy
w dawce 5 mg/kg po 1, 2 i 3 godzinach od iniekcji

Srednia
aktyw.
AChE
10,171
9,620
6,234
7,354
5,383
6,529
5.846
9,248

Mobzg

Odchy-
lenie
standar-
dowe

1,074
0,418
0,537
1,091
0,722
0,974
0,715
0,508

«statystycznie istotne przy p S 0,01

Test
Stu-
denta

10,371*
6,071*

11,701*
9,219*

10,602*
1,788

Srednia
aktyw.
AChE

11,599
4,995
7,526
4,292
2,516
2,456
3,977
2,829

Miesien
Odchy-
lenie

standar-
dowe

0,881
0,231
0,400
0,893
0,455
0,350
0,235
0,195

Test
Stu-
denta

13,311*
2,411
28,965*
19,191*
26,429*
22,653*

Srednia
aktyw.
AChE

13,467
16,095
13,355
10,453
13,264
6,88
16,334
7,695

Watroba

Odchy-
lenie
standar-
dowe

0,388
0,418
1,030
0,824
0,730
0,722
0,800
1,150

Test
Stu-
denta

0,322
19,311*
0,777
34,922*
13,763*
21,706*

Srednia
aktyw.
AChE

7,232
3,848
7,122
5,587
4,255
3,532
5,327
3,994

Nerki

Odchy-
lenie
standar-
dowe

0,505
0,407
1,181
0,794
0,585
0,266
0,698
0,382

Test
Stu-
denta

0,271
6,166
12,183*
2,055
6,995*
0,827



Rye. 1. Zmiany aktywnos$ci acetylocholinesterazy w wybranych
tkankach samic myszy w efekcie jednorazowego podania siarczanu
atropiny w dawce 5 mg/kg

Ryc. 2. Zmiany aktywnos$ci acetylocholinesterazy w wybranych
tkankach samcéw myszy w efekcie jednorazowego podania siar-
czanu atropiny w dawce 5 mg/kg



Rye. 3. Zmiany aktywnosci acetylocholinesterazy w wybranych
tkankach samic myszy w efekcie jednorazowego podania skopola-
miny w dawce 5 mg/kg

Ryc. 4. Zmiany aktywnos$ci acetylocholinesterazy w wybranych
tkankach samcéw myszy w efekcie jednorazowego podania skopo-

laminy w dawce 5 mg/ecg



Dyskusja

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono istotne obnizenie
poziomu aktywnosci acetylocholinesterazy, najwyrazniej zaznaczajace
sie we wszystkich narzadach zwierzat obu pici po 2 godz. oddziatywania
skopolaminy, co znajduje potwierdzenie w pracy Watanabe i Shimizu
(1989), gdzie analogiczna dawka alkaloidu wywotywata w tym czasie
wyrazny wzrost poziomu acetylocholiny w moézgu szczuréw. Bowiem
wysokie stezenie neuromediatora powoduje hamowanie aktywnoSci
rozktadajgcego go enzymu, co nalezy tlumaczy¢ budowa czasteczki
acetylocholinesterazy. W takich warunkach istnieje duze prawdopo-
dobienstwo, ze podcentrum anionowe potgczy sie z jednag czasteczkag
substratu, podcentrum zas$ estrowe - z druga, efektem czego zadna
z nich nie ulegnie hydrolizie (Niemierko 1965).

Podobnie spadki aktywnosci AChE zanotowano w narzagdach samic
myszy po podaniu siarczanu atropiny. Wyjatek stanowi tutaj watroba,
w ktérej zaobserwowano przejsciowy wzrost aktywnosci enzymu, be-
dacy prawdopodobnie konsekwencjg wzmozonych przemian metabo-
licznych, wynikajacych z bezposredniego wzglednie posredniego
toksycznego dziatania ogdlnoustrojowego siarczanu atropiny. Zabu-
rzenia te tlumaczy¢ mozna réwniez wystepowaniem u samic cyklu
estralnego, gdyz mechanizmy cholinergiczne stanowig swoisty impli-
kator w regulacji sekrecji hormondéw przedniego ptata przysadki.
Wykazano, iz nieposrednig role w tych zjawiskach odgrywa atropina
(Smallridge i wsp. 1991).

Nieco odmiennie przedstawia sie obnizenie poziomu AChE u sam-
cow myszy, gdzie we wszystkich narzadach oprécz moézgu, obserwo-
wano je dopiero po uptywie 3 h od momentu iniekcji. Przypuszczalnie
ma to swoje poditoze w odmiennym stopniu reaktywnosci zwierzat
obu pfici.

Interesujacy wydaje sie rowniez spadek aktywnosci enzymu w maoz-
gu, zanotowany juz po 1 godz. dziatania alkaloidu, ktory koreluje ze
wzrostem aktywnosci ACh (Watanabe i Shimizu 1989). Spadek aktyw-
nosci AChE wigze sie prawdopodobnie z hamowaniem czynnosci
bioelektrycznej osrodkowego ukiadu nerwowego, warunkowanym
zmniejszeniem szybkosci syntezy ACh (Gadamski 1979).
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Istniejgce roéznice zmian aktywnosci acetylocholinesterazy w wy-
niku dziatania siarczanu atropiny i skopolaminy wynikajg z odmiennych
mechanizmow ich funkcjonowania. Jak wiadomo, oba alkaloidy blokuja
transmisje impulséw nerwowych ukiadu parasympatycznego do ko-
morek efektorowych, znoszg wiec objawy muskarynopodobne (Ramisz
i wsp. 1976, Herman i wsp. 1981, Mc Bride i wsp. 1991). Atropina
jest przy tym blokerem zaréwno dla postsynaptycznego receptora Mi,
jak i presynaptycznego receptora M2. Natomiast skopolamina stanowi
swoisty farmakologiczny bloker tylko dla autoreceptora M2, zwieksza-
jac wydzielanie ACh prowadzgce do przerwania ujemnego presy-
naptycznego sprzezenia zwrotnego (Traczyk i wsp. 1989), stad
wywotywane przez nig efekty nie doréwnujg dziataniu atropiny. Row-
noczesnie receptory muskarynowe, bedace receptorami metabotro-
powymi sterujg syntezg roéznych wtérnych przekaznikéw, mianowicie
cholinergiczny recepter Mi - pobudza synteze fosfatydyloinozytoli,
a M2 - hamuje aktywnos$¢ cyklazy adenylowej (Vetulani 1989).

W wyniku dziatania alkaloidéw tropanowych zostaje naruszona
rownowaga na osi ACh-AChE, co niekorzystnie wptywa na enzymy
btonowe, m.in. na ATP-aze i transport jondéw potasu (Giermaziak
1976). Prowadzi to do zmiany przepuszczalnosci btony postsynaptycz-
nej dla jonébw Na+, w efekcie konformacyjnego otwarcia kanatéw
sodowych (Breer i Knipper 1984). Jednocze$nie wiadomo, iz kanat
sodowy receptora muskarynowego jest regulowany przez aktywacje
kanatu Ca++ i cyklazy guanilowej (Ehlert 1985). Badania Hong
i Chang (1989) wykazaly zas, ze atropina zaburza aktywacje recep-
toréw ACh i kanatéw wapniowych. Dowodzi to antycholinergicznego
dziatania alkaloidéw tropanowych.

Z przeprowadzonych rozwazan wynika, iz alkaloidy tropanowe
wykazujg zréznicowane dziatanie antycholinergiczne, przy czym silniej
zaznacza sie ono w efekcie podania skopolaminy, niz siarczanu
atropiny. Jest to dziatanie krotkotrwate i odwracalne, przejawiajgce
sie we wszystkich tkankach organizmu, réznigcych sie miedzy sobg
pod wzgledem biochemicznym, strukturalnym i fizjologicznym.
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Beata Sobocinska-Rodzon

Anticholinerigic Activity Effects of Tropine Alkaloids

Summary

Activity changes of acetylcholinesterase (AChE) upon single in-
troduction of atropine sulfate and scopolamine have been reported
in this paper. The results have proved that the above compounds
have reduced the AChE activity during 1 and 2 hours after the
iniection, whereas during 3 hours after the injection the increase of
the enzyme level has been observed.

Simultaneousli, it has been stated that females have been more
reactive than males of the mouse.

It has been proved the stronger anticholinergic activity of scopo-
lamine as compared with atropine sulfate.
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