ANNALES
UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKLODOWSKA

LUBLIN—POLONIA
VOL. XXXI, 16 SECTIO D 1976

Zaklad Farmakologii. Instytut Patologii Klinicznej. Wydzial Lekarski.
Akademia Medyczna w Lublinie
Kierownik: prof. dr hab. Zdzistaw Kleinrok

Zdzislaw KLEINROK, Ewa JAGIELLO-WOJTOWICZ

Osrodkowe dzialanie ergotioneiny

IlenTpanbHoe geiicTBME SProOTMOHEMHA

Central Action of Ergothioneine

Crossland i wsp. (6, 7, 8) stwierdzili, ze wyciagi z mézdzku
wstrzykniete do tetnic mozgowych dzialajg pobudzajaco na elektryczne
czynno$ci moézdzku, lecz pozostajag bez wplywu na neurony kory moézgo-
wej (13). Aktywnym czynnikiem wystepujgcym w tych wyciagach okres-
lonym jako ,,czynnik moézdzkowy” okazala sie ergotioneina (3, 4, 5, 6, 7),
czyli betaina 2-tiolohistydyny. Obecno$é ergotioneiny stwierdzono w tkan-
ce mozgowej szczura, krélika i swinki morskiej (7). Stezenie ergotioneiny
w réznych czesciach osrodkowego ukladu nerwowego waha sie w grani-
cach od 0,5 do 3,68 ug/g, przy czym najnizsze wartosci stwierdzono w pod-
wzgbrzu, a najwyzsze w jadrze soczewkowatym i placie wechowym (2).

W dostepnym pi$miennictwie nie ma prac dotyczacych osrodkowego
dzialania ergotioneiny. Dlatego tez celem tej pracy bylo przebadanie
wplywu ergotioneiny po jej dokomorowym podaniu na zachowanie sie
szczurow. Wybbér takiej drogi podania zostal spowodowany tym, ze ergo-
tioneina nie penetruje bariery krew-mozg (2).

METODYKA

Doéwiadczenia przeprowadzono ma bialych szczurach szczepu Wistar, obu pici
(130—150 g). Ergotioneine podawano w 0,9% roztworze chlorku sodu do prawej
bocznej komory moézgu (i.v.c.) w objetoSci 20 pl/szczura, zgodnie z metody opisang
przez Hermamna (9). Zwierzeta grup kontrolnych otrzymywaty takie same iloSci
rozpuszczalnika. Grupy doéwiadczalne liczyly 8—10 szczur6w. Analize statystyczna
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przeprowadzono postugujagc sie t-testem Studenta w modyfikacji Rydygiera (15,
16). W doswiadczeniach stosowano: ergothioneine dihydrate (Fluka) siarczan ()
amfetaminy (Polfa), wodnik chloralu (Polfa), rezerpine (Rausedyl-Richter), heksobar-
bital (VEB), nialamid (Nuredal-Egyt), 90% etanol (Lubelskie Zaklady Przemystu Spi-
rytusowego i Drozdzowego), droperidol (Richter). Wykonano nastepujgce badania:

1. Toksyczno$é ostra

Toksyczno§é ostrg oznaczano jako LDy, na szczurach poshugujgc sie metodg
Litchfielda ¢ Wilcoxona (14). Ergotioneing podawano i.v.c. w dawkach od
1—1000 pug. W ciggu 48 godz. obserwowano ogbélne zachowanie sie szczuré6w oraz
rejestrowano ilo§é zwierzat padlych.

2. Wplyw na ruchliwoé§é spontaniczng

Ergotioneine podawano w dawkach 1; 5; 25; 50; 100 i 250 pug iv.ee 15 min.
przed testem. Ruchliwo§¢ mierzono metody fotokomérkows przez 30 min., Ponadto
dla dwoéch efektywnych dawek 50 i 250 pg rejestrowano ruchliwo$é przez 30 min.,
w 30, 60 i 120 min. od iniekcji ergotioneiny.

3. Wplyw na cieptote ciata szczurdé6w normotermicznych

Cieplote ciala mierzono termometrem termistorowym. Przed podaniem ergotio-
neiny dokonano trzech pomiaréw w odstgpach 1/2 godz., a §rednig z nich przyjmo-
wano za temperature wyjSciowsy. Cieptote ciala mierzono w 15 min. oraz 0,5; 1; 2;
3 i 4 godz. od podania ergotioneiny w dawkach 50 i 250 pg.

4, Wplyw na drgawki elektryczmne

Badania przeprowadzono stosujgc zmodyfikowany przez Tomana i wsp. (19)
maksymalny szok elektryczny. Jako kryterium przyjeto ilo§é zwierzat wykazujacych
toniczny skurcz prostownikéw, toniczny skurcz zginaczy oraz liczbe zwierzat pad-
lych. Ergotioneine podawano w dawkach 50 i 250 ug 15 min., przed bodZcem elek-
trycznym.

5, Wptyw na dzialanie substancji narkotyecznych

Szczurom poddanym dzialaniu ergotioneiny w dawce 50 lub 250 pug 15 min.
pbéfniej stosowano heksobarbital (80 mg/kg ip.), wodnik chloralu (250 mg/kg ip.)
i etanol (4 mg/kg ip.). Za kryterium przyjmowano czas ¢rwania snu narkotycznego,
tj. czas od momentu zaniku do powrotu odruchu podstawy.

6. Wplyw na ruchliwo$§é szczur6w poddanych dziataniu:

a) amfetaminy

Szczurom podawano siarczan d,l-amfetaminy (1 mg/kg s.c.) 30 min. przed testem.
Nastepnie 15 min. przed pomiarem stosowano ergotioneine w dawkach 50 i 250 pg.
Ruchliwo$é mierzono metodsg fotokomérkowag w ciggu 30 min.

b) rezerpiny

Poszezegblnym grupom szezurdw, kidre otrzymywaly 18 godz. wcezedniej rezer-
pine (2,5 mg/kg ip) podawano ergotioneine w dawce 50 i 250 pg 15 min. przed
testem.

¢) nialamidu

Szczurom poddanym dzialaniu nialamidu (100 mg/kg ip. 16 godz. wezeéniej)
stosowano ergotioneine w dawkach 50 i 250 pg 15 min. przed testem.

7. Wplyw na cieplote ciata szczurdéw poddanych dziataniu:

a) rezerpiny

Szezurom, ktére otrzymywaly rezerpine (2,5 mg/kg ip. 18 godz. wezeéniej), po-
dawano ergotioneine w dawce 50 i 250 pg. W 15 min. pdzniej mierzono cieptote
ciala szczuréw co 30 min. przez 6 godz. a nastepnie po 24 godz. od podania ergo-
tioneiny.

b) nialamidu
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Szczurom, ktore otrzymaly nialamid (100 mg/kg i.p. 16 godz. wczeéniej), poda-
wano ergotioneine w dawce 50 i 250 pg. Cieptote ciala mierzono 15 min. po iniekcji
ergotioneiny w spos6b analogiczny, jak opisano poprzednio.

8. Wplyw na katalepsje wywolamag droperidolem

W 1 godz. po podaniu droperidolu (2,5 mgtkg ip.) szczurom podawano ergo-

tioneing w dawce 50 i 250 pug. W 15 min. pdznie] oceniano katalepsje za pomocs
szeSciu testéw (18) co 30 min. podezas 4 godz. obserwacji.

WYNIKI

1. Toksycznos$é¢ ostra

Toksycznos$¢ ostra ergotioneiny, oznaczona jako LDy wynosi 640 (441—
928) ug/szczura i.v.c. Przy stosowaniu dawek wiekszych od 250 ug u szczu-
réw wystepuje bardzo silne pobudzenie ruchowe oraz drgawki kloniczne
utrzymujace sie przez pierwszg godzine obserwacji.

- %
2004 i}
L3
3 4504 /
2 /
a [
3 %:
= 100- /
S L : /o
¢ 5 s
= 2 ro%
504 @ //.0
- 0.
Z // .
= R —
T 5 25 50 100 75 500 Erg ug
= - p<005 T - odchylenic standardowse
«x - p <000t -

Rye. 1. Wplyw roéznych dawek ergotioneiny na ruchliwo§é spontaniczng szczuréw
mierzong w ciggu 30 min.

Influence of different doses of ergothioneine on the spontaneous locomotor activity
of rats measured during 30 min.

2. Wplyw naruchliwos$¢ spontaniczng

Wplyw ergotioneiny w dawkach od 1 do 500 ug przedstawiono na ryc. 1.
Ergotioneina w dawkach 1, 5 i 25 pg nie wplywa na ruchliwos¢ szczurdw.
Zastosowana natomiast w dawkach 50, 100 i1 250 pg istotnie zwieksza ruchli-
wos¢ szczurow. Ergotioneina podana w dawkach 50 i 250 ug zwieksza takze
istotnie ruchliwo$é¢ szczurdéw, mierzong po 30, 69 i 120 min. od iniekeji
rye. 2).

3. Wplyw na cieptote ciata szczurdéw normoter-
micznych

Ergotioneina podana w dawkach 50 i 250 pug nie wplywa na cieptote
ciala szczuré6w normotermicznych w ciggu 4 godz. pomiaru.
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Ryc. 2. Ruchliwo§é spontaniczna szczuréw mierzona w ciggu 30 min.
Spontaneous locomotor activity of rats measured during 30 min. in various time
after administration of ergothioneine

4 Wpltyw nadrgawkielektryczne

Ergotioneina w dawce 50 ug nie wplywa na drgawki elektryczne
u szczuréw. Podana natomiast w dawce 250 ug istotnie nasila czas trwania
tonicznego skurczu prostownikow (ryc. 3).
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Ryc. 3. Wplyw ergotioneiny na drgawki elektryczne u szczuréw
Influence of ergothioneine on the electric seizures in rats

5. Wplyw na dziatanie substancji narkotycznych

Ergotioneina w dawkach 50 i 250 ug nie wplywa na czas trwania snu
wywolanego podaniem heksobarbitalu i alkoholu etylowego, a istotnie
przedtuza narkotyczne dzialanie wodnika chloralu (ryc. 4).

6. Wplywnaruchliwo$§é¢ szczuréow poddanych dzia-
laniu:

a) amfetaminy

Ergotioneina zastosowana w dawkach 50 i 250 ug nie wptywa na ruchli-
wos¢ szczuré6w pobudzonych amfetaming.
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Ryc. 4. Wplyw ergotioneiny ma czas trwania snu wywolanego podaniem narkotykéw
Influence of ergiothioneine on the duration of narcotic-sleeping time in rats

b) rezerpiny

Po podaniu ergotioneiny w dawkach 50 i 250 pg szczurom rezerpinizo-
wanym zaobserwowano bardzo silne pobudzenie ruchowe oraz napady
drgawek klonicznych, utrzymujace sie przez 6 godz. Po tym czasie zwie-
rzeta zachowujg sie podobnie jak w grupie kontrolnej.

¢) nialamidu

Ergotioneina w dawkach 50 i 250 pg zastosowana szczurom, ktérym
uprzednio podano nialamid, powoduje bardzo silne pobudzenie ruchowe
oraz zwiekszenie agresywnosci. W 1 godz. po podaniu ergotioneiny zauwa-
zono walke szczuréw parami, utrzymujaca sie do 6 godz.

7. Wptyw na cieplote ciala szczuréow poddanych
dziataniw

a) rezerpiny

Ergotioneina zastosowana w dawkach 50 i 250 pg nie wplywa na cie-
plote ciala szczuréw rezerpinizowanych.

b) nialamidu

Obie dawki ergotioneiny nie zmieniajg cieploty ciala szczuréw pod-
danych uprzednio dzialaniem nialamidu.

8 Wplyw na katalepsje wywotlang droperidolem

Ergotioneina w dawkach 50 i 250 pg w ciggu 6 godz. obserwacji nie
wplywa na droperidolowg katalepsje u szczuréw.
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OMOWIENIE WYNIKOW

Badania wykazaly, ze ergotioneina wywiera istotne dzialanie na osrod-
kowy uklad nerwowy szczurow. Dzialanie to w wiekszosci testow ma
charakter pobudzajacy, co zgodne jest z wynikami Avanzino i wsp. (1),
ktorzy wykazali pobudzajgce efekty ergotioneiny na neurony pnia mozgu.
Jedynie w przypadku wodnika chlioralu obserwowano nasilenie jego narko-
tycznego dzialania przez ergotioneine.

Na podstawie wynikow mozna przypuszczac, ze dzialanie ergotioneiny
moze by¢ zwigzane z metabolizmem katecholamin, ktore pobudzajg o$rod-
kowy uklad nerwowy (12, 20). Potwierdzeniem tego moze by¢ silne pobu-
dzenie ruchowe i agresywno$¢ u szczuré6w poddanych dzialaniu nialamidu.
Réwniez antagonizowanie depresji porezerpininowej przez ergotioneine
moze by¢ zwigzane ze zwiekszong wrazliwoscig receptoréw noradrener-
gicznych. Z drugiej strony brak potegujgcego dzialania amfetaminy przez
ergotioneine moze wskazywaé na jej dzialanie posrednie poprzez hamowa-
nie aktywnosci enzymoéw bioragcych udzial w biosyntezie amin katecholo-
wych. Potwierdzajg to wstepne badania przeprowadzone w tut. Zakladzie,
w ktorych wykazano hamujacy wplyw ergotioneiny na aktywnos¢ MAO.
Zmniejszenie aktywnosci glukozo-6-fosfo-dehydrogenazy (17) wskazuje
réwniez na enzymatyczny mechanizm dziatania ergotioneiny.

Nie mozna takze wykluczy¢ dzialania ergotioneiny poprzez zaburzenie
aktywnosci innych neuromediatoréw. Szezeg6lnie istotne ze wzgledu na
podobienstwo w budowie chemicznej moze by¢ poréwnanie z histamina.
Wyrazne depresyjne, osrodkowe dziatanie histaminy (10, 11) oraz pobudza-
jace dzialanie ergotioneiny moze wynikaé¢ z konkurencyjnego antagonizmu
obu tych zwigzkéw. Wyjasnienie mechanizmu dzialania ergotioneiny
kedzie przedmiotem dalszych badan.
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PE3IOME

UccnenoBaio BIMAHUE SProTHUOHEMIA, IPUMEHSAEMOro B JaTEPAJIbLHBIN KeJlyaoueK
MO3ra, HA noBeleHMe KpbIc. JIoKa3zano, YT0 proTuoHeuH B pos3ax 50 m 250 ur obxa-
naeT BO30YKIAIOUIMM JAEMCTBMEM Ha LEHTPaJbHYI0 HEPBHYIO cHUcTeMy. Bo3byxkaaio-
uijee AelicTBME IIPOABJISIETCSA B IIOBBILIEHMM MOTODHOJM IIOJABMIKHOCTM, YMEHDLIIEHUM
PE3MPPIVHOBOM JeNIPECCUM, YBEJMYEHUM CTUMYJIMUDPYIOLUIEro JeMCTBUA HMaJaMuUza
U B IPOJOJIKEHUMU JIEKTPUUECKUX cyZopor. Kpome 3TOro JOKa3aHO, YTO SPTOTHMOHEMH
NIPONOJiKaeT JeicTBue lxapxoaa, BbI3BAHHOTO XJIOPAATUAPATOM, a He BJIMAET Ha TeM-
nepaTtypy TeJa M IpONepMAOJOBYH Karajerncuio. IIpoBeleHHBIE MCCAENOBAHUA HOKa-
3BIBAIOT, ITO 3PTOTHMOHEMH OOjazaer cjabbIM, HO OTWUETJMBBIM JE€MCTBMEM Ha LOH-
TPaJbHY}0 HEPBHYK CUCTEMY.

SUMMARY

The influence of ergothioneine administered into the lateral brain ventricle on
the behaviour of rats was investigated. It was found that ergothioneine administered
in doses of 50 and 250 pg has an excitatory action on the central nervous system,
which is manifested by an increase in the locomotor activity, a decrease in reserpine
evoked depression potentialisation of nialamide action and prolongation of duration
of electric seizures. Besides it was found ,that ergothioneine did not have an influen-
ce on the body temperature of normothermic ,and reserpinized animhls, and on
the catalepsy evoked by droperidol but prolonged the duration of narcosis evoked
by choral hydrate. The performed experiments have shown that ergothioneine has
a slight excitatory action on the central nervous system.

9 Annales, sectio D, vol. XXXI






