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Antycholinergiczne
efekty działania alkaloidów tropanowych

St r es z c z en i e

Praca dotyczy zmian aktywności acetylocholinesterazy (A C h E )  
w wyniku jednorazowej dawki siarczanu atropiny oraz skopolaminy. 
Uzyskane wyniki dowodzą, iż podawane związki obniżają aktywność 
A C h E  po 1 i 2 godzinach od czasu iniekcji, zas w 3 godzinie obserwuje 
się tendencje wzrostowe poziomu enzymu.

Jednocześnie stwierdzono, że samice są bardziej reaktywne od 
samców myszy.

Wykazano także silniejsze działanie antycholinergiczne skopola­
miny w stosunku do siarczanu atropiny.

Wstęp

Alkaloidy tropanowe stanowią bardzo ważną grupę związków 
stosowanych jako leki parasympatykolityczne. Substancje te wyodręb­
niono z pokrzyku wilczej jagody ([Atropa belladonna), bielunia dzię- 
dzierzawy (Datura stramonium), lulka czarnego (Hyoscyamus niger) 
oraz z innych roślin z rodziny piankowatych (Solanaceae).

Z  toksykologicznego punktu widzenia największe znaczenie spo­
śród nich przypisuje się atropinie i skopolaminie. Są to związki pora-
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żające układ przywspółczulny, a więc skutki przez nie wywoływane 
są podobne do objawów pobudzenia układu współczulnego (Prandota 
i wsp. 1982). Efektem zatrucia tymi związkami jest wystąpienie zespołu 
antycholinergicznego, charakteryzującego się licznymi objawami cen­
tralnymi (śpiączka, delirium, depresja oddechowa, stupor, wstrząs, 
drgawki, zaburzenia pamięci, dodatni objaw Babińskiego) i obwodo­
wymi (rozszerzenie źrenic, przyspieszenie zatokowe akcji serca lub 
inne zaburzenia rytmu z nadpobudliwości, zatrzymanie moczu, atonia 
jelit, hipertermia, suchość błon śluzowych, zaczerwienienie i suchość 
skóry), przy czym objawy kliniczne zatrucia są uzależnione od wielkości 
przyjętej dawki (Deichmann i wsp. 1964, Poison i wsp. 1969, Krzymiński 
1980). Powyższe reakcje są skutkiem obniżenia poziomu acetylocholiny 
(A C h ) i/lub braku wrażliwości na ten neuromediator, na drodze 
kompetycyjnej blokady muskarynowego receptora cholinergicznego 
w poszczególnych narządach (Urbański 1988, Podlewski, Chwalibo- 
gowska-Podlewska 1990).

Mechanizm tej blokady polega na reakcji substancji cholinolitycznych 
z receptorem M, który staje się niewrażliwy na działanie acetylocholiny. 
Pod względem farmakologicznym substancje te są antagonistami acetylo­
choliny. Konkurencja ich odnosi się jednak jedynie do receptorów 
M  pozazwojowych zakończeń parasympatycznych, natomiast nie dotyczy 
zwojów wegetatywnych (receptor N), ani płytek motorycznych (recep­
tor N).

W  przypadku pobudzenia A C h  jest nadal uwalniana w zakończe­
niach pozazwojowych, natomiast traci swoją funkcję neuromediatora 
między układem parasympatycznym a narządami (Daunderer 1980, 
Endres i wsp. 1989).

Zarówno atropina, jak i skopolamina tłumiąc aktywność muska- 
rynowych receptorów cholinergicznych nie wywierają bezpośredniego 
wpływu ani na syntezę, ani na metabolizm acetylocholiny (Kubikowski 
i wsp. 1979). Znane są jednak prace (Watanabe i Shimizu 1989) 
wskazujące na wzrost aktywności tego neuromediatora wywołany 
podaniem alkaloidów tropanowych.

W  świetle powyższych faktów celowe wydaje się prześledzenie 
wpływu siarczanu atropiny i skopolaminy na zmiany aktywności acety- 
Iocholinesterazy, enzymu odpowiedzialnego za hydrolizę ACh.
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Materiał i metodyka

D o  badań użyto 70 samic i 70 samców myszy białej (Mus muscu- 
lus L .)  szczepu Swiss, pochodzących z chowu wsobnego, o średniej 
wadze 28 g hodowanych w jednakowych warunkach pod względem 
oświetlenia L D  12:12 i żywionych pokarmem standardowym.

Zwierzęta obu płci podzielono na dwie zasadnicze grupy ekspery­
mentalne. Pierwszej z nich podawano domięśniowo siarczan atropiny 
w dawce 5 mg/kg wagi ciała, drugiej -  skopolaminę w analogicznej 
dawce. Wszystkie iniekcje odbywały się o stałej porze, tj. o godz. 
12.00, w okresie minimalnej aktywności motorycznej myszy.

Zwierzęta zabijano przez dekapitację po 1,2 i 3h od momentu 
iniekcji, a następnie preparowano: mózg, mięsień udowy (musculus 
gracilis), wątrobę i nerki. Wypreparowane narządy przepłukiwano 
w roztworze soli fizjologicznej, po czym odważano po 100 mg mięśnia, 
wątroby i nerek oraz ustalano wagę całego mózgu. Tkanki umieszczano 
w 3 ml zimnego buforu fosforanowego o p H  8, a następnie poddawano 
homogenizowaniu w homogenizatorze teflonowym przez okres od 
1-2,5  min w zależności od rodzaju tkanki. Z  kolei do homogenatów 
mięśnia, wątroby i nerek dodawano po 2 ml schłodzonego buforu 
fosforanowego o pH  8, natomiast w przypadku mózgu rozcieńczano 
homogenat do tego stopnia, aby uzyskać proporcję 100 mg tkanki 
na 5 ml buforu. Otrzymane homogenaty wirowano przez 15 min przy 
prędkości 14.000 obr./min. Po odwirowaniu oznaczano w supematan- 
tach aktywność acetylocholinesterazy kolorymetryczną metodą Ellma- 
na i wsp. (1961).

Substratem był jodek acetylotiocholiny. Powstająca w wyniku jego 
hydrolizy tiocholina, reagując z dodanym do homogenatu D T N B  
(5,5-ditiobis-2-nitro-benzoesanem) dawała żółte zabarwienie, którego 
intensywność była wprost proporcjonalna do ilości rozłożonej przez 
enzym acetylotiocholiny, a tym samym do aktywności enzymu zawar­
tego w homogenacie.

Pomiaru ekstynkcji dokonywano w czasie 1 min, przy długości fali 
wynoszącej 412 nm, po czym obliczano szybkość hydrolizy substratu, 

korzystając ze wzoru:
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R = -----x 7------------------- ----- г—  = 5 X74 X 10
1,36 X 10-4 (400 /  3120)Co C 0

gdzie: R  -  szybkość hydrolizy substratu w mol/min/gram tkanki 
Д А  -  zmiany ekstynkcji/min 
C 0 -  pierwotne stężenie tkanki (mg/ml)

Uzyskane wyniki przeliczono na ̂ mol/min/g, a następnie opracowa­
no statystycznie, obliczając średnie arytmetyczne i odchylenia standar­
dowe. D o analizy wyników zastosowano test „t” Studenta-Gosseta, 
przyjmując różnicę za statystycznie istotną, jeżeli prawdopodobieństwo 

jej zaistnienia było mniejsze lub równe 0,01.

Wyniki

Dane liczbowe dotyczące wpływu jednorazowego podania siarcza­
nu atropiny i skopolaminy na zmiany aktywności acetylocholinesterazy 
w mózgu, mięśniu udowym, wątrobie i nerkach myszy zestawiono 
w tabelach 1,2 oraz zilustrowano graficznie (ryc. 1 -4).

Otrzymane wyniki pozwalają na stwierdzenie, iż jednorazowa 
dawka obu alkaloidów wpływa generalnie na obniżenie aktywności 
A C h E , niezależnie od płci myszy oraz charakteru badanego narządu. 
Nie dotyczy to jedynie wątroby zwierząt obu płci poddanych działaniu 
siarcźanu atropiny, gdzie zaobserwowano tendencję wzrostową aktyw­
ności enzymu.

W  zależności od czasu działania alkaloidów wystąpiły statystycznie 
istotne różnice w stopniu aktywności A C h E  w poszczególnych grupach 
doświadczalnych, przy czym najwyraźniej zaznaczyły się one po 2h 
od czasu iniekcji, zwłaszcza w efekcie podania skopolaminy. Po 3h 
od momentu podania alkaloidów zanotowano tendencję wzrostową 
aktywności enzymu, dążącą do osiągnięcia stanu kontrolnego.

Jednocześnie stwierdzono różnice w poziomie aktywności enzymu 
u zwierząt obu płci pomiędzy poszczególnymi narządami.

Wykazano ponadto, iż narządem o największej aktywności A C h E  
jest wątroba, najniższą zaś wartość enzymu zanotowano w nerkach.
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Rye. 1. Zmiany aktywności acetylocholinesterazy w wybranych 
tkankach samic myszy w efekcie jednorazowego podania siarczanu 
atropiny w dawce 5 mg/kg_________________________________________________

Ryc. 2. Zmiany aktywności acetylocholinesterazy w wybranych 
tkankach samców myszy w efekcie jednorazowego podania siar­
czanu atropiny w dawce 5 mg/kg



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

Ryc. 4. Zmiany aktywności acetylocholinesterazy w wybranych 
tkankach samców myszy w efekcie jednorazowego podania skopo­
laminy w dawce 5 mgÆcg



Dyskusja

W  wyniku przeprowadzonych badań stwierdzono istotne obniżenie 
poziomu aktywności acetylocholinesterazy, najwyraźniej zaznaczające 
się we wszystkich narządach zwierząt obu płci po 2 godz. oddziaływania 
skopolaminy, co znajduje potwierdzenie w pracy Watanabe i Shimizu 
(1989), gdzie analogiczna dawka alkaloidu wywoływała w tym czasie 
wyraźny wzrost poziomu acetylocholiny w mózgu szczurów. Bowiem 
wysokie stężenie neuromediatora powoduje hamowanie aktywności 
rozkładającego go enzymu, co należy tłumaczyć budową cząsteczki 
acetylocholinesterazy. W takich warunkach istnieje duże prawdopo­

dobieństwo, że podcentrum anionowe połączy się z jedną cząsteczką 
substratu, podcentrum zaś estrowe -  z drugą, efektem czego żadna 
z nich nie ulegnie hydrolizie (Niemierko 1965).

Podobnie spadki aktywności A C h E  zanotowano w narządach samic 
myszy po podaniu siarczanu atropiny. Wyjątek stanowi tutaj wątroba, 
w której zaobserwowano przejściowy wzrost aktywności enzymu, bę­
dący prawdopodobnie konsekwencją wzmożonych przemian metabo­
licznych, wynikających z bezpośredniego względnie pośredniego 
toksycznego działania ogólnoustrojowego siarczanu atropiny. Zabu­
rzenia te tłumaczyć można również występowaniem u samic cyklu 
estralnego, gdyż mechanizmy cholinergiczne stanowią swoisty impli- 
kator w regulacji sekrecji hormonów przedniego płata przysadki. 
Wykazano, iż niepośrednią rolę w tych zjawiskach odgrywa atropina 
(Smallridge i wsp. 1991).

Nieco odmiennie przedstawia się obniżenie poziomu A C h E  u sam­
ców myszy, gdzie we wszystkich narządach oprócz mózgu, obserwo­
wano je dopiero po upływie 3 h od momentu iniekcji. Przypuszczalnie 
ma to swoje podłoże w odmiennym stopniu reaktywności zwierząt 
obu płci.

Interesujący wydaje się również spadek aktywności enzymu w móz­
gu, zanotowany już po 1 godz. działania alkaloidu, który koreluje ze 
wzrostem aktywności A Ch (Watanabe i Shimizu 1989). Spadek aktyw­
ności A C h E  wiąże się prawdopodobnie z hamowaniem czynności 
bioelektrycznej ośrodkowego układu nerwowego, warunkowanym 

zmniejszeniem szybkości syntezy A C h  (Gadamski 1979).
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Istniejące różnice zmian aktywności acetylocholinesterazy w wy­
niku działania siarczanu atropiny i skopolaminy wynikają z odmiennych 
mechanizmów ich funkcjonowania. Jak wiadomo, oba alkaloidy blokują 
transmisję impulsów nerwowych układu parasympatycznego do ko­
mórek efektorowych, znoszą więc objawy muskarynopodobne (Ramisz 
i wsp. 1976, Herman i wsp. 1981, M c Bride i wsp. 1991). Atropina 
jest przy tym blokerem zarówno dla postsynaptycznego receptora M i, 
jak i presynaptycznego receptora М 2 . Natomiast skopolamina stanowi 
swoisty farmakologiczny bloker tylko dla auto receptora М 2, zwiększa­
jąc wydzielanie ACh prowadzące do przerwania ujemnego presy­
naptycznego sprzężenia zwrotnego (Traczyk i wsp. 1989), stąd 
wywoływane przez nią efekty nie dorównują działaniu atropiny. R ów ­
nocześnie receptory muskarynowe, będące receptorami metabotro- 
powymi sterują syntezą różnych wtórnych przekaźników, mianowicie 
cholinergiczny recepter M i -  pobudza syntezę fosfatydyloinozytoli, 
a М 2 -  hamuje aktywność cyklazy adenylowej (Vetulani 1989).

W wyniku działania alkaloidów tropanowych zostaje naruszona 
równowaga na osi A C h -A C h E , co niekorzystnie wpływa na enzymy 
błonowe, m.in. na ATP-azę i transport jonów potasu (Giermaziak 
1976). Prowadzi to do zmiany przepuszczalności błony postsynaptycz- 
nej dla jonów N a+, w efekcie konformacyjnego otwarcia kanałów 
sodowych (Breer i Knipper 1984). Jednocześnie wiadomo, iż kanał 
sodowy receptora muskarynowego jest regulowany przez aktywację 
kanału C a ++ i cyklazy guanilowej (Ehlert 1985). Badania Hong 
i Chang (1989) wykazały zaś, że atropina zaburza aktywację recep­
torów A C h  i kanałów wapniowych. Dowodzi to antycholinergicznego 
działania alkaloidów tropanowych.

Z  przeprowadzonych rozważań wynika, iż alkaloidy tropanowe 
wykazują zróżnicowane działanie antycholinergiczne, przy czym silniej 
zaznacza się ono w efekcie podania skopolaminy, niż siarczanu 
atropiny. Jest to działanie krótkotrwałe i odwracalne, przejawiające 
się we wszystkich tkankach organizmu, różniących się między sobą 
pod względem biochemicznym, strukturalnym i fizjologicznym.
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Beata Sobocińska-Rodzoń

Anticholinerigic Activity Effects of Tropine Alkaloids

S u m m a r y

Activity changes of acetylcholinesterase (A C h E ) 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 A C h E  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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