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INHIBICE ACETYLCHOLINESTERAZY V MOZKU POTKANA VYSOKYMI DAVKAMI
PYRIDOSTIGMINU

Jaroslav RADIK
Katedra toxikologie Vojenské lékaiska akademie J. E. Purkyné, Hradec Kralové

Souhrn

V praci je popsana inhibice acetylcholinesterazy vysokymi davkami pyridostigminu (100 a 200 mg/kg pyri-
dostigmin bromidu) ve vybranych éastech mozku laboratorniho potkana (frontalni kiira, hipokampus, hypota-
lamus, talamus). Dale je prace zaméFena na porovnani viivu ruznych metod zpracovani mozkové tkané vcet-
né perfuze na aktivitu acetylcholinesterazy. Pri pouZiti uvedenych davek pyridostigminu byla prokazana inhi-
bice mozkové AChE ve vsech vybranych oddilech mozkové tkané. Riizné metody zpracovani tkani vyznamné
neovlivnily aktivitu acetylcholinesterdzy.
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Acetylcholinesterase Inhibition in a Rat Brain with High Doses of Pyridostigmine

Summary

This study describes the inhibition of acetylcholinesterase with high doses of pyridostigmine (100 and 200
mg/kg of pyridostigmine bromide) in selected parts of a laboratory rat brain (frontal cortex, hippocampus,
hypothalamus, thalamus) This study is also focused on a comparison of the influence of various methods of
processing brain tissue including perfusion on acetylcholinesterase activity. When using the above-mentioned
pyridostigmine doses the inhibition of brain AchE has been proven in all selected parts of the brain tissue.
Various methods of tissue processing did not influence acetylcholinesterase activity significantly.
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Uvod

Pyridostigmin je kratkodobé pilisobici karbama-
tovy inhibitor acetylcholinesterazy (AChE,
E.C.3.1.1.7), strukturou pfipominajici acetylcholin,
s nimZ vykazuje kompetitivni antagonismus o mole-
kulu AChE (6). V molekule obsahuje kvartérni
dusik, a proto $patné pronika pfes hematoencefalic-
kou bariéru (HEB). Plisobi pfedevsim v periférii na
nervosvalové ploténce, kde vyvolava nikotinové
u¢inky vznikajici z nadbytku nahromadéného ace-
tylcholinu (6). Proto je pouzivan v komplexni lécbé
myastenia gravis (6). V armadach NATO je zave-
den jako profylaktické antidotum proti otravam
zpusobenymi nervové paralytickymi latkami (NPL)
a v civilni praxi je ho mozné pouZit pii otravé
insekticidnimi organofosfaty. Plazmaticky poloc¢as
pyridostigminu je 3,7 hodiny. LDs, pro laboratorni-
ho potkana je v literatufe uvadéna v rozmezi od 2,79
do 22 mg/kg pii intramuskularmim podani. Rozdilna
individualni citlivost by mohla vysvétlit velké roz-
dily v hodnotach LDsp uvadéné v literatuie (7).

U nizkych davek pyridostigminu nebyl pfestup
pires HEB prokazan (3, 4, 5). Z literatury neni zfej-

mé zda maze prostupovat pres HEB pii vyssich dav-
kach. Cilem této prace bylo proto zjistit, zda vyso-
ké davky (100 a 200 mg/kg) pyridostigminu inhibu-
ji mozkovou AChE laboratorniho potkana. Mozny
prestup pres HEB by se projevil jako inhibice AChE
v mozkové tkani.

Vzhledem k tomu, Ze riizné techniky zpracova-
ni vzork( mozkové tkané by mohly ovlivnit aktivi-
tu AChE, nebot’ mozek je bohaté vaskularizovana
tkan a aktivita krevnich cholinesteraz by mohla
ovlivnit celkovy vysledek, byl studovan i vliv per-
fuze mozku riznymi roztoky na aktivitu tohoto
enzymu. Druhym divodem pro perfuzi mozku bylo
vylouceni dodate¢né inhibice AChE volnym pyri-
dostigminem v plazmé po homogenizaci tkané.

Material a metody

Jako pokusna zvifata byli pouziti samci bilého
potkana kmene Wistar o hmotnosti 200-290 grami
z chovu Konarovice, Ceska republika. Zvifata byla
krmena standardni Larsenovou dietou a vodou ad
libitum. Byla umisténa v prostiedi o teploté 22 + 2 °C.
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Experiment byl soucasti studie schvalené Etickou
komisi LF UK v Hradci Kralove.

Jako anestezie byl pouZit u vSech zvifat Uretan
(Sigma), aplikovany intraperitonealné (i. p.) v davce
1,5 g/kg. Po stabilizaci anestezie (30 min) byl podan
pyridostigmin bromid (PYR) (Sigma) intramusku-
lamé (i. m.) v davkach 100 mg/kg a 200 mg/kg. Pii
pouziti 200mg davky byl aplikovan tésné pred
podanim pyridostigminu atropin v davce 50 mg/kg
i. m. za uéelem pieziti pokusnych zvifat do doby
odbéru mozkové tkané. Jako kontrola byl podavan
fyziologicky roztok v davce 0,1 ml na 100 gram 1.
m. Po 15 minutach byla skupiné zvifat s pyrido-
stigminem v davce 200 mg/kg odebrana mozkova
tkan bez perfuze. U skupin s davkou pyridostigmi-
nu 100 mg/kg byla provedena perfuze mozku zave-
denim specialniho katétru do levé komory a pro-
stithnutim ouska pravé siné. Infuzni set byl umistén
ve vySce 90 cm nad pracovni rovinou. Po perfuzi
75 ml roztoku (fyziologického, Custodiolu) byl
mozek vyjmut a zmrazen na —18 °C.

r

Usporadani pokusu

Pokusna zvifata byla rozdélena do 3 skupin:

V prvni skupiné ¢itajici 12 laboratornich potka-
ni byl 6 podan fyziologicky roztok i. m. jako kontrola,
6 potkaniim atropin i. m. (50 mg/kg) a pyridostigmin
i. m. 200 mg/kg. Poté byla mozkova tkan odebrana
a okamzité zmrazena.

U druhé skupiny v poétu 6 potkanit byla 3 pro-
vedena perfuze mozku fyziologickym roztokem po
1. m. podani fyziologického roztoku, dalsim 3 byl
aplikovan pyridostigmin v davcel00 mg/kg 1. m. s
naslednou perfuzi mozku.

Treti skupiné v poctu 10 potkant byl 5 podan
fyziologicky roztok i. m. jako kontrola a dal§im 5
potkanim byla provedena perfuze mozku custodiolem.

Stanoveni aktivity AChE a statistickeé
hodnoceni

Po perfuzi 75 ml roztoku byl mozek vyjmut a
zmrazen na —18 °C. Poté byly z mozku vypreparo-
vany frontalni klra, hipokampus, hypotalamus,
talamus. Tyto ¢asti byly zhomogenizovany na
homogenizatoru Ultra Turrax (Janke und Kunke,
SRN). Na 1 mg mozkové tkané byl ptidan 1 ml
destilované vody. Aktivita AChE v homogenatu
mozkové tkané byla stanovovana modifikovanou
Ellmanovou metodou (1) na spektrofotometru
UVIKON 942 firmy Canberra Packard. Veskera
data byla hodnocena na 5% hladiné vyznamnosti
neparovym t-testem a Anovou.

Vysledky a diskuse

Jak jiz bylo dtive prokazano pyridostigmin bro-
mid ve farmakologicky uéinnych davkach (2x
LDso) neovliviiuje aktivitu AChE v mozku potkana
(2). V této praci je prokazano statisticky vyrazné
snizeni aktivity mozkové AChE ve vsech sledova-
nych castech mozku laboratorniho potkana po
podani pyridostigminu v davce 200 mg/kg (graf 1).
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Graf 1: Aktivita AChE ve vybranych éastech mozku potkana po
i. m. podani 200 mg/kg pyridostigmin bromidu bez perfuze.
Aktivita AChE je vyjadrena jako zména extinkce mérené modi-
fikovanou Ellmanovou metodou. Modré sloupce oznacuji kon-
trolni hodnoty aktivity AChE, cervené oznacuji hodnoty po
podani pyridostigminu.

Statisticky vyznamny pokles aktivity AChE je
demonstrovan i v pfipadé podani pyridostigminu v
davce 100 mg/kg a nasledné perfuzi ve vech sle-
dovanych ¢astech mozku, pouze ve frontalni kire
pii perfuzi fyziologickym roztokem byly rozdily na
hranici vyznamnosti (graf 2).
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Graf 2: Viv perfuznilo roztoku na inhibici aktivity AChE pyri-
dostigminem po i. m. podani 100 mg/kg a perfuzi fyziologickym
roztokem nebo custodiolem. Aktivita AChE je vyjadrena jako
zména extinkce merené modifikovanou Ellmanovou metodou.
Modbré sloupce oznacuji kontrolni hodnety aktivity AChE bez per-
Juze, cervené sloupce hodnoty po aplikaci pyridostigminu a per-
Juzi fyziologickym roztokem, Zluté sloupce oznacuji hodnoty po
podani pyridostigminu a perfuzi custodiolem.

Pt1 pouziti vyse uvedenych davek pyridostigmi-
nu byla prokazana statisticky vyznamna inhibice
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mozkové AChE ve viech vybranych oddilech moz-
kové tkané (mimo frontalni kiry), tzn. Ze pyrido-
stigmin pronika ptes HEB. Dale bylo statisticky
prokazano, Ze vliv perfuze na aktivitu AChE je
nevyznamny.

Z prace vyplynulo, Ze pyridostigmin bromid ve
vysokych davkach pronikd pfes HEB a inhibuje
mozkovou AChE, avsak inhibice AChE je zavisla
na davce pyridostigminu. Hraniéni davka nebyla
dosud stanovena. Ukazalo se, Ze je moZno i nadale
pouzivat metody zpracovani mozkové tkané bez
perfuze, které jsou Casové, materialné i1 finanéné
méné naro¢né. Nebyl prokazan ani vyznamny roz-
dil v perfuznich roztocich.
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