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VLIV L-CARNITINU NA CENTRALNI REAKTIVACNI UCINEK OXIMU HI-6 PRI ANTIDOTNI
TERAPII INTOXIKACE SOMANEM U POTKANA

Jiti KASSA, Josef HERINK
Katedra toxikologie Vojenské lékaiské akademie J. E. Purkyné&, Hradec Kralové

Souhrn

V pokusech na samcich potkana byl studovdn vliv L-carnitinu, o némz je znamo, Ze usnadiiuje penetraci
nékterych chemickych latek pres biologické bariéry, na centrdlni reaktivacni ucinek oximu HI-6 v pritbéhu
lécené akutni intoxikace vysoce toxickym organofosfdtem somanem.

Vliv L-carnitinu na centralni reaktivacni efekt oximu HI-6 byl hodnocen cestou srovndni aktivity acetyl-
cholinesterazy v erytrocytech, brdnici a riznych édstech mozku u potkanii intoxikovanych somanem a léce-
nych kombinaci oximu HI-6 s atropinem, kterym byl 30 nebo 60 minut pred viastni intoxikaci perordlné ci
intraperitonediné poddn L-carnitin v ruznych davkach, vuci potkaniim bez profylaxe L-carnitinem. Aktivita
acetylcholinesterdzy byla mérena 30 minut po intoxikaci.

Dosazené vysledky prokazaly, Ze L-carnitin neni schopen ve sledovanych ddavkdich a zpisobech podani
statisticky vyznamné ovlivnit reaktivacni ucinek oximu HI-6 v CNS pFi terapii otravy somanem a Ze se tedy
nehodi k profylaxi otrav organofosforovymi slouceninami.

Kli¢ova slova: Soman; L-carnitin; Oxim HI-6; Atropin; Acetylcholinesterdza; Potkan.

The Influence of L-Carnitine on the Central Reactivating 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 efficacy of the oxime HI-6 was studied in rats
poisoned with highly toxic organophosphate soman.

The influence of L-carnitine on the central reactivating effects 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-6 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 efficacy 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 of poisonings with organophosphorous compounds.
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Uvod

Pies dobrou znalost mechanismu toxického éin-
ku organofosforovych (OF) sloucenin — naru$eni cho-
linergniho pfenosu nervového vzruchu cestou aku-
mulace neuromedidtoru acetylcholinu na perifernich
i centralnich cholinergnich synapsich v disledku
ireverzibilni inhibice enzymu acetylcholinesterdzy
(AChE, EC 3.1.1.7) (22, 24) - neni antidotni terapie
akutnich intoxikaci vysoce toxickymi OF sloudeni-

nami skladajici se z reaktivatori AChE a anticho-
linergik dostate¢né u¢inna (2, 9).

Vyzkum antidotni terapie akutnich intoxikaci OF
slou€eninami je zaméfen predev§im na terapii akut-
ni intoxikace somanem (O-pinakolyl methylfluoro-
fosfonat), nebot” akutni toxické uéinky somanu pa-
tfi mezi nejhtife IéCitelné. Divodem je pfedevsim
rychld dealkylace komplexu enzym-inhibitor zne-
moziujici nukleofilni u¢inek reaktivatori AChE a
moZnost nasledného uvolfiovani somanu z depot-
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nich mist s rizikem reinhibice jiZ jednou inhibova-
né a nasledné reaktivované AChE (2, 11, 15). Pod-
le dosavadnich experimentilnich zkuSenosti se ja-
ko dosud neju¢inné;jsi reaktivator AChE pfi terapii
akutnich intoxikaci somanem jevi oxim HI-6 (9,
16, 18, 19). Jeho terapeuticky efekt je din nejen
reaktivaci somanem inhibované AChE, ale i jiny-
mi, pfimymi farmakologickymi G¢inky, jako jsou
ganglion blokujici ¢i antimuskarinovy efekt (25).
Nevyhodou oximu HI-6 je jeho niZsi centralni efekt
ve srovnani s efektem perifernim z diivodu obtiZzné
penetrace oximu HI-6 pfes hematoencefalickou ba-
riéru (HEB). NiZsi centralni efekt oximu HI-6 se
projevuje pfedevsim niz$i reaktivaéni uéinnosti v
CNS ve srovnani s periférii (4, 8, 17).

Jednou z moznosti, jak zvysit centralni G¢inek
oximu HI-6, je pfidani slou¢eniny umoziiujici jinym
latkdm snaz3i piechod pifes HEB. Mezi takové lat-
ky patfi i L-carnitin (3-hydroxy-4-N-trimethylamino-
-butyrat), ktery tvofi pfirozenou souéast sav&ich tka-
ni (3). Jako pfepravce mastnych kyselin pfes mito-
chondridlni membrany umoziiuje beta oxidaci vol-
nych mastnych kyselin, a zasahuje tak do energe-
tického metabolismu (5). L-carnitin je povazovin
za jednu ze sloucenin usnadiiujici a zvySujici pene-
traci nejruznéjsich chemickych slou¢enin pies bio-
logicke bariéry véetné HEB (3).

Cilem této prace je provéfit mozny pozitivni efekt
L-carnitinu na centrlni u¢inek oximu HI-6 pfi te-
rapii potkani intoxikovanych somanem cestou sle-
dovani reaktivac¢niho efektu oximu HI-6 v CNS a
na periférii.

Material a metody

Jako pokusné zvifata byli pouZziti samci bilych
potkant kmene Wistar chovu Konarovice o hmot-
nosti 180-210 g, ktefi byli krmeni Larsenovou die-
tou a napdjeni vodou ad libitum. Vlastni pokusy by-
ly provadény na 9 skupinach po 6 zvifatech.

Vsem skupindm byl soman podivan intramus-
kularné (i. m.) v davce odpovidajici nami zjisténe
hodnoté LDsg — 60 pg/kg télesné hmotnosti (16).
Jako kontrolni byla oznacena prvni skupina potka-
ni (A), které byl misto somanu a lé¢iv podavan
fyziologicky roztok ve stejném objemu (0,1 ml/100 g
télesné hmotnosti). Druhé skupiné pokusnych labo-
ratornich zvifat (B) byl za 1 minutu po intoxikaci
podén i. m. atropin v ddvce 21 mg/kg. Treti skupina
potkanti (C) byla 1 minutu po intoxikaci lé¢ena kom-

binaci atropinu v ddvce 21 mg/kg a oximu HI-6 v
dévce 37,7 mg/kg (100 umol/kg). Ctvrté aZ devité
skupiné pokusnych zvifat byl pfed intoxikaci soma-
nem podan L-carnitin, pfi¢emz terapie téchto potka-
ntl byla vzdy stejna jako ve tfeti skupiné (kombina-
ce atropinu s oximem HI-6). L-carnitin byl pod4van
bud’ peroralné, nebo intraperitoneélné. Peroralné byl
L-carnitin poddvan v ddvce 250 mg/kg 30 minut
(skupina 4 — D) nebo 60 minut pied intoxikaci so-
manem (skupina 5 — E) nebo v dice 650 mg/kg 30
minut (skupina 6 — F) ¢ 60 minut pfed intoxikaci
(skupina 7 — G). Intraperitonealné byl L-carnitin vzdy
podavin v davce 250 mg/kg, a to bud’ 30 minut
(skupina 8 — H) nebo 60 minut pfed intoxikaci (sku-
pina 9-1).

Za 30 minut po intoxikaci byly viechny skupi-
ny pokusnych zvifat usmrceny dekapitaci a byla
jim odebrana nesrazliva krev, branice a mozek. Z
krve byly cestou centrifugace oddéleny erytrocyty,
z mozku byly po zmrazeni na suchém ledu oddéle-
ny frontalni ktira, pontomedularmi oblast, moze&ek
a hippokampus. Aktivita AChE byla stanovovina
spektrofotometrickou metodou podle Ellmana a spol.
(10) v pkat/l nebo kg.

Statisticky byly ziskané vysledky hodnoceny po-
moci analyzy rozptylu. V piipadé statisticky vyznam-
nych rozdili mezi srovnavanymi iidaji na minimal-
né 95% hladiné vyznamnosti (p < 0,05) byly dale
hodnoceny Scheffeho kontrastem (1). Pti grafickém
znazomeéni vysledkt jsou hodnoty aktivity AChE
uvadény jako aritmeticky primér se smérodatnou
odchylkou priméru. Statistické zpracovani vysled-
kit bylo provedeno na Ustavu informaci VLA JEP
pomoci programu Statgraphics (verze 4.2).

Vysledky

Zmény aktivity somanem inhibované AChE na
periférii (v erytrocytech a branici) v zdvislosti na
typu terapie a profylaxe jsou zndzomény na obr. 1-2.
Zatimco podani oximu HI-6 spoleéné s atropinem
v ramci antidotni terapie otravy somanem vedlo v
erytrocytech i brénici potkana ke vzestupu soma-
nem inhibované aktivity AChE, jak ukazuje srov-
ndni s terapii otravy samotnym atropinem, piidani
L-carnitinu pfed vlastni intoxikaci v podstaté reak-
tivaci somanem inhibované AChE neovlivnilo bez
ohledu na davku, zpiisob a dobu podani L-carnitinu.

Zmény aktivity somanem inhibované AChE v
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Aktivita erytrocytimi AChE (ukat)

Typ profylaxs a teraple

Graf 1: Zmény aktivity AChE v erytrocytech potkana intoxikovaného somanem a léceného oximem HI-6 s atropinem, kde A — kontrol-
nf skupina, B — intoxikace somanem s ndslednou terapif atropinem, C — intoxikace somanem s ndslednou terapifi oximem HI-6 s atro-
pinem, D — intoxikace somanem s 30minutovou profylaxi L-carnitinem (250 mg/kg, p. o.) a ndslednou terapii oximem HI-6 s atropi-
nem, E — intoxikace somanem s 60minutovou profylaxt L-carnitinem (250 mg/kg, p. 0.) a ndslednou terapii oximem HI-6 s atropinem,
F - intoxikace somanem s 30minutovou profylaxi L-carnitinem (650 mg/kg, p. 0.) a ndslednou terapii oximem HI-6 s atropinem, G —
intoxikace somanem s 60minutovou profylaxi L-carnitinem (650 mg/kg, p. 0.) a ndslednou terapii oximem HI-6 s atropinem, H —
intoxikace somanem s 30minutovou profylaxi L-carnitinem (250 mg/kg, i. p.) a ndslednou terapii oximem HI-6 s atropinem, I — into-
xikace somanem s 60minutovou profylaxi L-carnitinem (250 mg/kg, i. p.) a ndslednou terapii oximem HI-6 s atropinem. Statistickd
vyznamnost: * p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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Graf 2: Zmény aktivity AChE v branici potkana intoxikovaného somanem a lé¢eného oximem HI-6 s atropinem. Symboly a statistickd
vyznamnost viz graf 1.
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Graf 3: Zmény aktivity AChE ve frontdini kiFe potkana intoxikovaného somanem a léceného oximem HI-6 s atropinem. Symboly a
statistickd vyznamnost viz graf 1.
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Aktivita AChE v pontomeduldmi oblasti (ukat’kg

Typ profylaxe a teraple

Graf 4: Zmény aktivity AChE v pontomeduldrni oblasti potkana intoxikovaného somanem a léceného oximem HI-6 s atropinem.
Symboly a statistickd vyznamnost viz graf 1.
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Graf 5: Zmény aktivity AChE v mozecku potkana intoxikovaného somanem a léceného oximem HI-6 s atropinem. Symboly a statistickd
vyznamnost viz graf 1.
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Graf 6: Zmény aktivity AChE v hippokampu potkana intoxikovaného somanem a léceného oximem HI-6 s atropinem. Symboly a
statistickd vyznamnost viz graf 1.
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riznych ¢astech CNS (frontalni ktira, pontomedu-
larni oblast, mozecek, hippokampus) jsou znazor-
nény na obr. 3-6. Oxim HI-6 v CNS prakticky ne-
ovlivnil hodnotu aktivity AChE, byl-li podin spo-
le¢né s atropinem v ramci antidotni terapie otravy
somanem bez ohledu na sledovanou oblast CNS.
Stejné tak profylaktické podani L-carnitinu neovliv-
nilo reaktivaéni u¢inek oximu HI-6 ve sledovanych
¢astech CNS bez ohledu na davku, zptisob a ¢as po-
déani L-carnitinu.

Diskuse

Pfes snahu civilizovaného svéta jednou provzdy
skoncovat s hrozbou pouZiti chemickych zbrani neni
nebezpeci zneuZiti vysoce toxickych OF sloucenin
zazehnéno, jak ukazal pfiklad teroristického ttoku
v Japonsku (23). Proto je hlavnim cilem vyzkumu
biologickych u¢inki téchto vysoce toxickych latek
najit dostate¢né ucinnou terapii a profylaxi elimi-
nujici jejich akutni toxické projevy. To plati piede-
v§im pro akutni intoxikaci somanem, ktery je po-
kladin za nejobtizné&ji lécitelnou OF slouceninu
(16-19).

Soman v pouzité letalni davce (1 x LDsp) zpi-
sobil behern 30 minut vyraznou inhibici AChE klesa-
jici na perifénii pod 30 % kontrolnich hodnot, v CNS
dokonce pod 15 % kontrolnich hodnot, coZ doka-
zuje piedpokladanou pfevahu centralniho u¢inku so-
manu vzhledem k jeho vysoké afinité k CNS dané
jeho lipofilnim charakterem (6, 22). Pfeziti pokus-
nych zvifat po dobu 30 minut po otravé do prove-
deni dekapitace bylo zaji§téno podanim atropinu.
Pfidani oximu HI-6 k atropinu v rdmci antidotni te-
rapie intoxikovanych potkant vedlo k vyrazné re-
aktivaci AChE na periférii (v erytrocytech a brani-
ci), kde byl zaznamenén vzestup aktivity AChE na
pfiblizné dvojnasobek ve srovnani s potkany léce-
nymi samotnym atropinem. Naopak ve sledovanych
¢astech CNS vzestup aktivity AChE v potkant lé-
¢enych kombinaci atropinu a oximu HI-6 ve srov-
nani s potkany lééenymi samotnym atropinem ne-
byl prokazan. To znamena, Ze centralni reaktivacni
uc¢inek oximu HI-6 v pouzité davce je minimalni,
zfejmé z divodu obtizného piestupu pies HEB z
divodu pritomnosti kvarterniho dusiku v molekule
(7, 17,20, 21).

Jedna z moZnosti, jak zvysit centralni reaktivac-
ni u¢inek oximu HI-6, je farmakologické ovlivnéni
jeho prestupu pies HEB. V této studii byla za timto

ucelem zkouSena latka L-carnitin, o niZ je znamo,
Ze usnadiiuje piestup jinych chemickych latek pies
biologické bariéry véetné HEB (3, 5). Jiz dfive byla
experimentalné ovéfena schopnost L-carnitinu zvy-
§it efekt centralnich analeptik, jako je pentamethy-
lentetrazol (12, 13), a nékterych inhibitorit AChE,
jako je takrin a jeho derivity, pfedevs$im 7-methoxy-
takrin (14). Tato studie vSak pozitivni vliv L-carni-
tinu na centralni reaktivaéni efekt oximu HI-6 ne-
prokazala, coZ znamena, Ze v pfipadé oximu HI-6
se efekt L-carnitinu na pfestup pfed HEB neuplatnil.
Nebyl pozorovén ani jiny mechanismus ovlivnéni
reaktivacniho efektu oximu HI-6 L-carnitinem, jak
ukazuji vysledky vzdjemného plisobeni obou litek
na periférii.

Zavérem lze konstatovat, Ze L-camitin neni vhod-
nym dopliikem profylaxe ¢i terapie akutnich into-
xikaci OF slou¢eninami, nebot’ neni schopen pozi-
tivné ovlivnit ani centralni, ani periferni reaktiva¢ni
ucinek nejvyznamnéjsiho reaktivatoru AChE — oxi-
mu HI-6.
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