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VLIV L-CARNITINU NA CENTRÁLNÍ REAKTIVAČNÍ ÚČINEK OXIMU HI-6 PŘI ANTIDOTNÍ
TERAPII INTOXIKACE SOMANEM U POTKANA

Jiří KASSA, Josef HERINK
Katedra toxikologie Vojenské lékařské akademie J. E. Purkyně, Hradec Králové

Souhrn
'V pokusech na samcích potkana byl studován vliv L-carnitinu, o neˇmž je Známo, že usnadňuje penetraci

některých chemických látek přes biologické bariéry, na centrální reaktivační účinek oximu HI—6 v průběhu
léčené akutní intoxikace vysoce toxickým organofosfátem somanem.

Vliv L-carnitinu na centrální reaktivační efekt oximu HI-6 byl hodnocen cestou srovnání aktivity acetyl-
cholinesterázy v erytrocytech, bránící a různých částech mozku u potkanů intoxikovaných Somanem a léče-
ných kombinací oximu HI-6 s atropinem, kterým byl 30 nebo 60 minut před vlastní intoxikací perorálneˇ či
intraperitoneálneˇ podán L-carnitin v různých dávkách, vůči potkanům bez profi/laxe L-carnitinem. Aktivita
acetylcholinesterázy byla meˇřena 30 minutpo intoxikaci.

Dosažené výsledky prokázaly, že L-carnitin není Schopen ve sledovaných dávkách a způsobech podání
statisticky významně ovlivnit reaktivačnı' účinek oximu HI-6 v CNS při terapii otravy somanem a že se tedy
nehodí kprofižlaxi otrav organofosforovými Sloučeninami.

Klíčová slova: Soman; L-carnitin; Oxim HI-6; Atropin; Acetylcholinesteráza; Potkan.

The Influence of L-Carnitine on the Central Reactìvating Efficacy of the Oxime HI-6 during the
Antidotal Treatment of Poisoning with Soman in Rats

Summary
The influence of L-carnitine, which is known to enhance the penetration of some chemical compounds

through the biological barrier, on the central reactivating eflicacy of the oxime HI-ó was Studied in rats
poisoned with highly toxic organophosphate soman.

The influence ofL-carnitine on the central reactivating eflects of the oxime HI-6 was evaluated through a
comparison of acetylcholinesterase activity in erythrocytes, the diaphragm and various parts of the brain in
rats poisoned with soman and treated with the oxime HI-ó and atropine that were perorally or intraperito-
neally pretreated with L-carnitine at various doses with the non-pretreated rats. The activity of acetylcholi-
nesterase was measured 30 min following Soman challenge.

Our results show that L-carnitine is not able to significantly influence the reactivating efi‘icacy of the
oxime HI-6 in soman-poisoned rats regardless of the dose and route of administration. Thus, L-carnitine is
not suitable for the pretreatment ofpoisonings with organophosphorous compounds.

Key words: Soman; L-carnitine; Oxime HI-6; Atropine; Acetylcholinesterase; Rat.

Úvod _ nami Skládající Se Z reaktivátorů AChE a anticho-
linergik dostatečně účinná (2, 9).

Přes dobrou Znalost mechanismu toxického účin- Výzkum antidotní terapie akutních intoxikací OF
ku organofosforových (OF) Sloučenin — narušení cho-
linergního přenosu nervového vzruchu cestou aku-
mulace neuromediátoru acetylcholinu na periferních
i centrálních cholinergních Synapsích V důsledku
ireverzibilní inhibice enzymu acetylcholinesterázy
(AChE, EC 3.1.1.7) (22, 24) - neni antidotní terapie
akutních intoxikací vysoce toxickými OF Sloučeni-

sloučeninami je Zaměřen především na terapii akut-
ní intoxikace somanem (O-pinakolyl methylfluoro-
fosfonát), neboť akutní toxické účinky somanu pa-
tří meZi nejhůře léčitelné. Důvodem je především
rychlá dealkylace komplexu enzym-inhibitor Zne-
možňující nukleofilní účinek reaktivátorů AChE a
možnost následného uvolňování Somanu Z depot-
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nich mist S rizikem reinhibice již jednou inhibova-
né a následně reaktivované AChE (2, 11, 15). Pod-
le dosavadních experimentálních zkušeností se ja-
ko dosud nejúčinnější reaktivátor AChE při terapii
akutních intoxikací Somanem jeví oxim HI-6 (9,
16, 18, 19). Jeho terapeutický efekt je dán nejen
reaktivací Somanem inhibované AChE, ale i jiný-
mi, přímými fannakologickými účinky, jako jsou
ganglion blokující či antimuskarinový efekt (25).
Nevýhodou oximu HI-6 je jeho nižší centrální efekt
ve Srovnání s efektem perifemím Z důvodu obtížné
penetrace oximu HI-6 přes hematoencefalickou ba-
riéru (HEB). Nižší centrální efekt ıoximu HI-6 se
projevuje především nižší reaktivační účinností v
CNS ve Srovnání s periferií (4, 8, 17).

Jednou Z možností, jak Zvýšit centrální účinek
oximu HI-6, je přidání Sloučeniny umožňující jiným
látkám snazší přechod přes HEB. Mezi takové lát-
ky patři i L-carnitin (3-hydroxy-4-N-tıimethylamino-
-butyrát), který tvoří přirozenou Součást Savčích tká-
ní (3). Jako přepravce mastných kyselin přes mito-
chondriální membrány umožňuje beta oxidaci vol-
ných mastných kyselin, a zasahuje tak do energe-
tického metabolismu (5). L-carnitin je považován
za jednu ze sloučenin usnadňující a zvyšující pene-
traci nejrůznějších chemických sloučenin přes bio-
logické bariéry včetně HEB (3).

Cílem této práce je prověřit možný pozitivní efekt
L-carnitinu na centrální účinek oximu HI-6 při te-
rapii potkanů intoxikovaných Somanem cestou Sle-
dování reaktivačního efektu oximu HI-6 v CNS a
na periférii.

Materiál a metody

Jako pokusná zvířata byli použití Samci bílých
potkanů kmene Wistar chovu Konárovice o hmot-
nosti 180—210 g, kteříˇbyli krmení Larsenovou die-
tou a napájeni vodou ad libitum. Vlastní pokusy by-
ly prováděny na 9 Skupinách po 6 zvířatech.

Všem skupinám byl soman podáván intramus-
kulárně (i. m.) v dávce odpovídající námi zjištěné
hodnotě LD50 — 60 ug/kg tělesné hmotnosti (16).
Jako kontrolní byla označena první Skupina potka-
nů (A), které byl místo Somanu a léčiv podáván
fyziologický roztok ve Stejném objemu (0,1 m1/100 g
tělesné hmotnosti). Druhé Skupině pokusných labo-
ratorních zvířat (B) byl za 1 minutu po intoxikaci
podán i. m. atropin v dávce 21 mg/kg. Třetí Skupina
potkanů (C) byla 1 minutu po intoxikaci léčena kom-
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binací atropinu v dávce 21 mg/kg a oximu HI-6 v
dávce 37,7 mg/kg (100 “mol/kg). Čtvrté až deváté
Skupině pokusných Zvířat byl před intoxikaci soma-
nem podán L-carnitin, přičemž terapie těchto potka-
nů byla vždy Stejná jako ve třetí Skupině (kombina-
ce atropinu s oximem HI-6). L-carnitin byl podáván
bud' perorálně, nebo intraperitoneálně. Perorálně byl
L-carnitin podáván v dávce 250 mg/kg 30 minut
(skupina 4 - D) nebo 60 minut před intoxikaci So- ‹
manem (Skupina 5 - E) nebo v dáce 650 mg/kg 30
minut (Skupina 6 - F). či 60 minut před intoxikaci
(skupina 7 — G). Intraperitoneálně byl L-carnitin vždy
podáván v dávce 250 mg/kg, a to bud' 30 minut
(Skupina 8 — H) nebo 60 minut před intoxikací (sku-
pina 9 — I). -

Za 30 minut po intoxikaci byly všechny Skupi-
ny pokuSných zvířat usmrceny dekapitaci a byla
jim odebrána nesrážlivá krev, bránice a mozek. Z
krve byly cestou centrifugace odděleny erytrocyty,
Z mozku byly po zmrazení na Suchém ledu odděle-
ny frontální kůra, pontomedulármí oblast, mozeček
a hippokampus. Aktivita AChE byla Stanovována
Spektrofotometrickou metodou podle Ellmana a spol.
(10) v ukat/l nebo kg.

Statistický byly Získané výsledky hodnoceny po-
mocí analýzy rozptylu. V případě statisticky význam-
ných rozdílů mezi Srovnávanými údaji na minimál-
ně 95% hladině významnosti (p < 0,05) byly dále
hodnoceny Scheffeho kontrastem (1). Při grafickém
znázornění výsledků jsou hodnoty aktivity AChE
uváděny jako aritmetický průměr Se Směrodatnou
odchylkou průměru. Statistické zpracování výsled-
ků bylo provedeno na Ústavu informací VLA JEP
pomocí programu Statgraphics (verze 4.2).

Vy’sledky

Změny aktivity somanem inhibované AChE na
periférii (v erytrocytech a bránici) v závislosti na
typu terapie a profylaxe jsou znázoměny na obr. 1-2.
Zatímco podání oximu HI-6 Společně s atropinem
v rámci antidotní terapie otravy Somanem vedlo v
erytrocytech i bránici potkana ke vzestupu Soma-
nem inhibovaně aktivity AChE, jak ukazuje srov-
nání s terapií otravy samotným atropinem, přidání
L-carnitinu před vlastní intoxikaci v podstatě reak-
tivaci somanem inhibované AChE neovlivnilo bez
ohledu na dávku, Způsob a dobu podání L-carnitinu.

Změny aktivity somanem inhibované AChE v
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Graf] : Změny aktivity AChE v etytrocytech potkana intoxikovaného somanem a léčeného oximem HI-6 s atropinem, kde A — kontrol-
ní skupina, B - intoxikace somanem s následnou terapiı'atropínem, C - intoxikace somanem s následnou terapiı'oximem HI-6 s atro-
pinem, D -— intoxikace somanem s 30minutovou profylaxı'L-camitinem (250 mg/kg, p. 0.) a následnou terapií oximem HI-6 s atropi-
nem, E - intoxikace somanem s 60minutovou projylaxı'L-camitinem (250 mg/kg, p. 0. ) a následnou terapií oximem HI-6 s atropinem,
F — intoxikace somanem s 30minutovou proĎ/laxı' L-carnı'tinem (650 mg/kg, p. 0. ) a následnou terapií oximem HI-6 s atropinem, G —
intoxikace somanem s 60minutovou profylaxı' L-camitinem (650 mg/kg, p. o.) a následnou terapií oximem HI-ó s atropinem, H —
intoxikace somanem s 30minutovou profylaxı'L-camitinem (250 mg/kg, i. p.) a následnou terapiı'oximem HI-6 s atropinem, I — into-
xikace somanem s 60minutovou profylaxı' L-camitı'nem (250 mg/kg, i. p.) a následnou terapií oximem HI-ó s atropinem. Statistická
významnost: *p < 0,05; **p < 0,01,“ ***p < 0,001.
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Graf2: Změny aktivity AChE v bránící potkana intoxikovaného somanem a léčeného oximem H1-6 s atropinem. Symboly a statistická
významnost viz graf I.
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Graf 3: Změny aktivity AChE ve frontálnı' ůře potkana intoxikovaného somanem a léčeného oximem HI-ó s atropinem. Symboly a
statistická významnost viz graf I.
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různých částech CNS (frontální kůra, pontomedu-
lární Oblast, mozeček, hippokampus) jsou ZnáZOr-
něny na Obr. 3-6. Oxim HI-6 v CNS prakticky ne-
ovlivnil hodnotu aktivity AChE, byl-li podán Spo-
lečně S atropinem V rámci antidotní terapie otravy
somanem bez ohledu na sledovanou Oblast CNS.
Stejně tak profylaktické podání L-carnitinu neovliv-
nilo reaktivační účinek oximu HI-6 ve Sledovaných
částech CNS bez ohledu na dávku, způsob a čas po-
dání L-carnitinu.

Diskuse

Přes Snahu civilizovaného Světa jednou provždy
Skoncovat S hrozbou použití chemických Zbraní není
nebezpečí Zneužití vysoce toxických OF Sloučenin
Zažehnáno, jak ukázal příklad teroristického útoku
v Japonsku (23). Proto je hlavním cílem výzkumu
biologických účinků těchto vysoce toxických látek
najít dostatečně účinnou terapii a profylaxi elimi-
nující jejich akutní toxické projevy. To plati přede-
vším pro akutní intoxikaci Somanem, který je po-
kládán za nejobtížněji léčitelnou OF Sloučeninu
(16-19).

Soman v použité letální dávce (1 x LD50) Způ-
Sobil během 30 minut výraznou inhibici AChE klesa-
jící na periférii pod 30 % kontrolních hodnot, v CNS
dokonce pod 15 % kontrolních hodnot, což doka-
Zuje předpokládanou převahu centrálního účinku So-
manu vzhledem k jeho vysoké afinitě k CNS dané
jeho lipofilním charakterem (6, 22). Přežití pokus-
ných Zvířat po dobu 30 minut po otravě do prove-
dení dekapitace bylo Zajištěno podáním atropinu.
Přidání oximu HI-6 k atropinu v rámci antidotní te-
rapie intoxikovaných potkanů Vedlo k výrazné re-
aktivaci AChE na periférii (v erytrocytech a bráni-
ci), kde byl zaznamenán vzestup aktivity AChE na
přibližně dvojnásobek ve srovnání s potkany léče-
nými Samotným atropinem. Naopak ve Sledovaných
částech CNS vzestup aktivity AChE v potkanů lé-
čených kombinací atropinu a oximu HI-6 ve Srov-
nání S potkany léčenými Samotným atropinem ne-
byl prokázán. To znamená, že centrální reaktivační
účinek oximu HI-6 v použité dávce je minimální,
Zřejmě Z důvodu obtížného přestupu přes HEB z
důvodu přítomnosti kvartemího dusíku v molekule
(7, 17, 20, 21).

Jedna Z možností, jak Zvýšit centrální reaktivač-
ní účinek oximu HI-6, je farmakologické ovlivnění
jeho přestupu přes HEB. V této studii byla Za tímto
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účelem zkoušena látka L-carnitin, o níž je Známo,
že usnadňuje přestup jiných chemických látek přes
biologické bariéry včetně HEB (3, 5). Již dříve byla
experimentálně ověřena Schopnost L-camitinu Zvý-
šit efekt centrálních analeptik, jako je pentamethy-
lentetrazol (12, 13), a některých inhibitorů AChE,
jako je takrin a jeho deriváty, především 7-methoxy-
takrin (14). Tato Studie však pozitivní vliv L-carni-
tinu na centrální reaktivační efekt oximu HI-6 ne-
prokázala, což Znamená, že v případě oximu HI-6
Se efekt L-carnitinu na přestup před HEB neuplatnil.
Nebyl pozorován ani jiný mechanismus ovlivnění
reaktivačního efektu oximu HI-6 L-camitinem, jak
ukazují výsledky vzájemného působení obou látek
na periférii.

Zavěrem lze konstatovat, že L-camitin není vhod-
ným doplňkem profylaxe či terapie akutních into-
xikací OF sloučeninami, neboť není Schopen pozi-
tivně ovlivnit ani centrální, ani periferní reaktivační
účinek nejvýznamnějšího reaktivátoru AChE - oxi-
mu HI-6.

Poděkování , .
Autoři děkuji J. Petrové a M. Zechovské Za technickou

spolupráci a Mgr. V. Bláhovi Za pomoc při Statistickém Zpra-
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