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Antioxida¢ni pfipravek obsahujici acetyl-L-karnitin a kyselinu «-lipoovou

Oblast techniky
PredloZeny vynalez se tyka pfipravku k prevenci a/nebo 1éEbé onemocnéni tkani

zplsobenych pfitomnosti volnych radikald majicich pdvod v Zivotnim prostiedi;
poskozeni mozku nebo myokardialniho poskozeni vyvolaného volnymi radikaly
majici za nasledek cerebraini nebo myokardialni ischemii a doprovodnou
reperfuzi; toxickych nebo diabetickych neuropatii a metabolickych poruch

glukozového cyklu.

Dosavadni stav techniky
O systtmovém nedostatku alkanoyl-L-karnitinG  (v8udypfitomné pfirodni

slou€eniny, jejichz nejvétsi koncentrace se nachdazeji ve veskerém kosternim
svalstvu a v myokardiu) je znamo, Ze vede ke svalové a funkéni nedostatenosti,

kterou Ize obnovit do normainiho stavu podavanim téchto slouc¢enin zevné.

Pfitomnost acetyl-L-karnitinu byla zjist&na jak v cerebralni, tak periferni nervové

tkani, kde je jeho pfitomnost nutna k normainimu vedeni vzruchl nervy.

Vytvareni energie karnitiny nastava pfes intramitochondrialni B-oxidaci mastnych
kyselin (B-odbouravani), rovnéz tak jako pfes oxidaci aminokyselin s rozvétvenymi

fetézci a regulaci u€inku inzulinu.
Pro ucely charakterizace biologické aktivity karnitind jsou dllezité studie ukazujici

na jejich stabilizacni GCinek na bunééné fosfolipidové membrany a na integritu a

deformabilitu erythrocytl.

Acetyl-L-karnitin chrani zvlasté cerebralni tkan proti peroxidaénimu jevu. Jestlize



bylo objasnéno, Ze karnitin je nezbytny pro normalni rist, pak je stejné pravdou,
Ze pfi starnuti byla zjisténa v porovnani s béznym stavem snizena hladina

karnitinu.

Bé&hem metabolickych pochodli spojenych se starnutim jsou stale zjistovany
zvySené oxidativni procesy zavisejici na zvySeném mnozstvi volnych radikald,

které davaji nastartovat diabetickym lézim.

SniZzena mitochondridini aktivita vede ke zvySeni hladiny oxidant(, kterym pak jiz

dale nemohou ué&inné bunky vzdorovat.

Vzrast koncentrace peroxidl, hydroxidd a atomarniho kysliku vytvafenych
aerobnim metabolizmem muze vést k poskozeni makromolekul (DNK, proteint a
lipidd), coz pfispiva k nastartovani degenerativnich onemocnéni véetné diabetu,
ktery obvykle se starnutim pfichazi. Snizena mitochondridlni aktivita, ktera
doprovazi  starnuti je  také provadzena  snizenim  kardiolipinu -
difosfatylglycerolového derivatu, ktery vytvari &ast struktury mitochondrialni
membrany a hraje dllezitou Ulohu pfi udrzovani mitochondrialni aktivity, zviasté v
urovni procesu p-odbourdvani mastnych kyselin. Mitochondridlni aktivitu véetné B-
odbouravani mastnych kyselin Ize opét aktivovat podavanim acetyl-L-karnitinu,
ktery je také schopny obnovit normaini koncentrace kardiolipinu v mitochondriu.

Kladny ucinek acetyl-L-karnitinu na mitochondriéini aktivitu je také prokazan jeho
schopnosti podporovat vyuzivani glykolytické cesty tvorby ATP. Tyto Uginky jsou
pozorovany zvlasté na neurondlini trovni, kde bylo prokazano, Ze acetyl-L-karnitin

je schopen pfedchazet neuronalnim Iézim nebo chronické neuronalni degradaci.

Vedle snizovani koncentrace karnitinl pfitomnych v téle je také b&hem starnuti
zjistovano snizovani rustovych faktord (GF-l), zvlasté snizovani IGF-I (rastovy

faktor podobny inzulinu).

IGF-I a IGF-II a relaxin jsou peptidy naleZejici do skupiny proinzulinli, zvané téz

somatomediny.




IGF vykazuje homeostatické i trofické GcCinky, a to jak na urovni centralniho, tak
periferniho nervového systému a Kklinické vyuzZivani téchto peptidd vedlo k
blahodarnym vysledkim pro mnoho degenerativnich nervovych poruch véetné

diabetické neuropatie.

Mezi starnutim a snizovanim koncentrace karnitind a rdstovych faktorl véetné
IGF-I existuje vztah a obnovonani hladiny téchto faktorli vnéj$im podavanim
acetyl-L-karnitinu ospravedlfiuje zajem o karnitiny za G€elem jejich vyuzivani k

prevenci a léCbé neurodegenerativnich onemocnéni véetné diabetické neuropatie.

Bylo prokazano, Ze i kyselina a-lipoova vykonava dulezZitou regulaéni funkci v
metabolismu cukrd a aktivité inzulinu. Kyselina a-lipoova je v pfirodé velice
rozs8ifena a to jak v rostlinné, tak ZivogiSné fisi a Ize ji ziskavat s potravou. Nejprve
byla zjisténa jako rlstovy faktor mnoha mikroorganisml, a potom izolovana z
hovézich jater vazana na rlzné Zivoci§né proteiny. Plsobi jako dllezity sbérad
volnych radikald, hlavné radikali odvozenych od kontaminantd obsaZenych v
zivotnim prostfedi. Nedavno bylo prokazano, Ze je tato slou¢enina také uziteéna
pfi regulaci vyuzZivani glukozy a pUsobeni inzulinu tak dalece, Ze vytvari dulezity

faktor v prevenci diabetickych neuropatii.

Bylo ukazano, ze peroxidaci lipidu, ktera pfi diabetické neuropatii vzrista, |ze
podavanim kyseliny a-lipoové nebo jednoho z jejich enantiomer(, regulovat a
omezovat jak na cerebralni Urovni, tak na urovni ischiatického nervu nebo oénich
CoCek. Kyselina o-lipoova navic inhibuje aldosovou reduktazu aktivovanou
hyperglykemii a tato kyselina o-lipoovda mizZe tedy pfi diabetologickych

komplikacich hrat dllezitou terapeutickou Glohu.

Kyselina a-lipoova zlepSuje inzulinem vyvolané svalové vyuzivani glukozy a u
diabetikl snizuje odpor proti pUsobeni inzulinu na glukozu. Vzhledem k

antioxidaCnimu pusobeni kyseliny o-lipoové ma tato kyselina také schopnost




plsobit neuroprotektivné proti poskozeni mozku vyvolaného ischemii a

pfedpoklada se jeji terapeuticka tioha v Parkonsonové chorobé a AIDS.

Antioxidacni pusobeni kyseliny a-lipoové mize byt jak pfimé, tak nepfimé, a to

pres obnovovani koncentraci glutathionu a kyseliny askorbové.

Zatimco plsobeni Kkyseliny a-lipoové na metabolismus cukrd pfi aktivaci
trikarboxylového cyklu vedouciho k tvorbé ATP, pochazi nutné z jeji schopnosti
pUsobit pfi oxidativni dekarbohydroxylaci pyruvatu a dalSich a-ketokyselin a pfes
acetaty jako koenzym, vytanou pro ugely vyjadfeni mnohonasobného vynikajiciho
biologického puisobeni, které tato sloucenina ma v prevenci diabetickych poruch
na mysli i dalSi cesty, kde tato kyselina a-lipoova pusobi svym ochrannym

ucinkem.

Mezi témito je nutno mit na mysli zvlasté mechanismus spocivajici v jeji
schopnosti inhibovat po redukci na kyselinu dihydrolipoovou aktivaci faktoru
nuklearni transkripce (NF-kB) reaktivnimi kyslikovymi skupinami (ROS), a tim na
druhe strané inhibovat doprovazejici kaskady neurotoxickych a cytotoxickych

faktoru.

Jelikoz mnoho komplikaci spojenych s diabetem, jako jsou neuropatie a ogni
zakaly je zprostfedkovano ROS, mize inhibice aktivace faktorli nuklearni
transkripce vytvaret mechanismus, pies ktery mGze kyselina a-lipoova zasahovat
pfi prevenci onemocnéni pfibuznych s diabetem. Déle je nutno mit na mysli to, Ze
u diabetikl je koncentrace kyseliny a-lipoové niz§i nez jsou normalni hodnoty, a
Zze podavani kyseliny o-lipoové mlize obnovit tuto hladinu k normalnimu stavu.
Plsobi tedy v inzulinovém glukozovém transportu do bunéénych membran

aditivné.

Chronické vystavovani vysokym koncentracim glukozy mlze vést k
neenzymatické reakci mezi glukozou a proteiny a k spontanni tvorbé vysoce

reaktivnich proteint znamych jako finalni produkty glykosylace (Vy$si finaini



produkty glykosylace = Advanced Glycosylation End Products = AGE). Mezi
nejvice sledované patfi glykosylacni produkty glukozy a albuminu, glukozy a
kolagenu a glukozy a hemoglobinu. To, Ze AGE vznikaji v tkanich a bunkach, jsou
pro vysvétleni velkého podilu diabetickych onemocnéni u nervovych, svalovych a

endothelialnich onemocnéni v8echno odpovidajici faktory.

AGE ve skuteCnosti zlepSuji syntézu slozek mimobunééné matrice, zvySeni
endothelialni permeability a tvorbu imunnich komplex(d a cytokines a pusobi
neuronalni a retinalni ischemie, akumulaci myelinu a myelinickou degeneraci.

Velké mnoZstvi téchto slouéenin se tvofi jak v pribéhu diabetu, tak pfi starnuti.

Nedavno byl prokazan vztah mezi AGE a aktivaci NF-IKB, protoze kyselina a-

lipoova méla schopnost inhibovat tuto reakci.

Glykosylace proteinu a oxidace glukozy glukozou pfi vy$Sich koncentracich
spole¢né s volnymi radikaly maze tedy byt jednou z dal$ich pfi¢in odpovédnych za
abnormality tkani - zvlasté abnormality nervovych tkani - spojenych s diabetem.
Pfitomnost kyseliny a-lipoové také inhibuje nebo omezuje stupriovani

glykosylagnich reakci nebo oxidace glukozy.

V pankreatickych bunkach danych do styku se zanétlivymi Cinidly byl pozorovan

dali ochranny uginek kyseliny o-lipoové.

Co se tyka pusobeni kyseliny a-lipoové pfi prevenci a lécbé zakald, mize se
pfipisovat nejen dal§im mechanismim popsanym vyse, ale také k obnovovani
koncentraci vitaminu C v oku, ktery je z duvodu hyperglykemie snizen vlivem

konkuren¢niho transportu glukozy a vitaminu C.

Vzhledem k omezovani koncentrace vitaminu E a vzrastu koncentrace glutathionu
byl klinickymi studiemi také potvrzen ochranny ucinek kyseliny o-lipoové proti
nabéhu neuropatii. Bylo pozorovano, Ze omezeni nervovych lézi je také

doprovazeno omezenim produktd peroxida¢nich reakci, jak to bylo detekovano




shiZzovanim koncentraci malonylaldehydu. DalSi studie dalSich stfedisek potvrdily

jeji pusobeni pfi 1éCbé diabetickych neuropatii.

Podstata vynalezu

Pfekvapivé bylo zjisténo, Ze pfipravek obsahujici jako charakteristické slozky v

kombinaci:

(a) acetyl-L-karnitin nebo jeho farmakologicky pfijatelné sole a

(b) kyselinu a-lipoovou

je vyznamné acinny pfi prevenci a/nebo [éCbé poskozeni tkani vyvolanych
pfitomnosti volnych radikal(i vliivem znecisténi Zivotniho prostiedi; cerebralnich
nebo myokardialnich lézi vyvolanych volnymi radikaly a po cerebralni nebo
myokardialni ischemii a jako vysledek reperfuze; toxickych nebo diabetickych
neuropatii a metabolickych poruch pfi hospodareni s glukozou.

Bylo také zjisténo, Ze slozka (a) mUze dale pfilezitostné obsahovat  karnitin®
vybirany ze skupiny sestavajici z L-karnitinu, propionyl-L-karnitinu, valeryl-L-

karnitinu, iso- valeryl-L-karnitinu nebo jejich faramakologicky pfijatelnych soli.
Hmotnostni pomér (a) : (b) se pohybuje od 100 : 1 do 1 : 10.

Pfipravek muze byt podavan oralné, parenteralné, rektalné nebo transdermalné.
Pfipravek mizZe mit formu a uplatiovat se jako dopliikova vyZiva nebo jako
skutecné lécivo spocivajici v podpurném nebo preventivnim plsobeni, nebo &isté
terapeutickém plsobeni, pro které byl pfipravek uréen k pouZiti pro uréitého
jedince.

Toxikologické zkousky

Jak o karnitinech, tak o kyseliné a-lipoové je velmi dobfe znamo, Ze maji malou



toxicitu a dobrou tolerovatelnost. Tyto vyhodné toxikologické charakteristiky
karnitinG a kyseliny a-lipoové byly potvrzeny zkombinovanim téchto slozek a jejich
podavanim krysdm a mysim ve vysokych davkach. U téchto zvifat se ve
skuteCnosti prokazalo mozné podavat mnozstvi az do vice nez 250 mg.kg'1 acetyl-
L-karnitinu nebo 100 mg.kg™ kyseliny a-lipoové parenteralné, rovnéz tak jako 250
mg.kg'1 smési karnitinG (acetyl-L-karnitinu, propionyl-L-karnitinu, iso-valeryl-L-
karnitinu zkombinované ve vzdjemném hmotnostnim poméru 1 : 1) a vice nez
500 mg.kg” acetyl-L-karnitinu, 500 mg.kg” karnitinové smési a 200 mg.kg™”

kyseliny a-lipoové oralné bez toho, aniZ by nékteré ze zkoumanych zvifat uhynulo.

Také prodluzované podavani ve stravé 30 po sobé& nasledujicich dni a to jak
skupiné krys, tak skupiné mysi v davkach 200 mg.kg'1 acetyl-L-karnitinu nebo 200
mg.kg'1 karnitinové smési spole¢né se 100 mg.kg'1 kyseliny a-lipoové prokazalo,
Ze jsou tyto davky dobfe tolerovatelné a vedlo to ke zji$téni, Ze se neprojevi Zadné
znamky toxicity. U téchto zvifat byly provedeny riizné zkousky, a to jak na Ubytek
hmotnosti, tak krevni zkousky, které vykézaly normalni hodnoty, a dale byly
provedeny histopatologicke zkousky na hlavnich organech zvirat po jejich utraceni

na konci pokusu.
Zkousky neuroprotektivniho pusobeni na pokusnou cerebralni ischemii

Vzhledem ke skutecnosti, Ze 1éze majici pdvod v cerebralni ischemii maji spojitost
s tvorbou volnych radikald a oxidu dusného, a Ze jak karnitiny, tak kyselina o-
lipoova plsobi ochranu proti toxickému plsobeni volnych radikald, byla pfi téchto
zkouskach vyvolana cerebralni ischemie okluzi stfedni cerebralni arterie (MCA)
zplsobem popsanym Scherkeyem (Scharkey, Y.: Nature, 371, 336, 1994)
injikovanim endothelinu-1 (120 pmol ve 3 nl) krysdm pod anestezi béhem t¥i minut
mikrokanylou umisténou stereotakticky do piriform kortex v drovni stfedni
cerebralni arterie. Je vyvolana okluze arterie a vysledna ischemie se kontrolovala
tfi dny po tomto zakroku transkardialni perfuzi roztoku paraformaldehydu (4 % v
PBS).



Po odstranéni mozku byl tento vlozen do fixativa obsahujiciho 10 % sacharozu a
optickym mikroskopem zkoumany kryostatické Fezy (20 nm) fixované krezolvioleti.
Intravenozné byl 5 minut po injikovani endothelinu podavan L-karnitin (50 mg.kg™")
nebo smés karnitind (smés 50 mg.kg'1 acetyl-L-karnitinu, propionyl-L-karnitinu, iso-
valeryl-L-karnitinu ve vzajemném hmotnostnim poméru 1 : 1) nebo kyselina o-

lipoova (20 mg.kg™).

Podle metody popsané Parkem (Park, C. K.: Anns. Neurol., 20, 150, 1989) byla
vypocitana oblast zachvacena infarktem. Vysledky téchto zkousek ukazuji, ze
acetyl-L-karnitin, smés karnitini a kyselina a-lipoova jsou véechny schopné omezit
ischemickou oblast, av8ak pfekvapivé nejvétsiho a nejvyznamnéjsiho vysledku
bylo dosazeno s kombinaci téchto latek a zvlasté kombinaci acetyl-L-karnitinu a

kyseliny a-lipoove.
Tabulka 1
Rozsah ischemie (objem v mm3) nasledkem okluze MCA (procento zmen$eni

objemu v porovnani s kontrolou)

Objem (mm?®)

acetyl-L-karnitin 25,6+1,5
kyselina a-lipoova 34,5421
karnitinova smés 35,843,1
acetyl-L-karnitin + kyselina a-lipoova 85,3+4,4

karnitinova smés + kyselina o-lipoova 80,5+6,1



Zkousky pokusné diabetické hyperglykemie

Hyperglykemie, a to at uZz zpUsobena tvorbou produktl glykosylace proteind
(AGE) nebo metabolickou hypoxii, je jednim ze z&kladnich faktord zodpovédnych

za diabetické onemocnéni a zvlasté za diabetickou neuropatii.

vvvvvv

prevenci onemocnéni spojovanych s diabetem. Pfi t&chto zkouskach byla u krys
vyvolana pokusna dieabetes a potom byly provedeny zkousky uréujici, zda mGze
byt vyvolana hyperglykemie snizena podavanim acetyl-L-karnitinu nebo
karnitinové smési nebo kyseliny a-lipoové nebo kombinace téchto latek.
Hyperglykemie byla u krys vyvolana subkutalnim injikovanim alloxanu (100
mg.kg1) a za hyperglykemické krysy byly povazovany ty, jejichz obsah glukozy v

séru sedm dni po alloxanové injekci presahl hranici 450 mg.dl'1.

Pokusnée zkousene latky byly podavany oralné po doby tii tydnid. Na konci tohoto
obdobi byla u rGznych skupin krys, a to jak hyperglykemickych, tak t&ch, jimz byly
podavany pokusné latky, stanovena v séru glukoza.

Ziskané vysledky prokazuiji, Ze jak karnitiny, tak kyselina o-lipoova samotné jsou
schopné snizovat vysoké pocate¢ni hodnoty glukozy v séru jen malo, aviak
nejvyznamnéjsi vysledek se projevil po podani karnitinii ve smési s kyselinou o-
lipoovou. V tomto pfipadé, zvlasteé pfi kombinaci acetyl-L-karnitinu a kyseliny o-
lipoové se projevil vyznamny synergicky Gcinek dvou latek, které jsou schopné

snizit hodnoty glukozy v séru témér k normalu.



Tabulka 2
Zkou8ky pokusné hyperglykemie na krysach
glukoza v séru (mg.dl'1)

Latka : pocatecni po 21 dnech
kontrolni 456,8+26 505,531
acetyl-L-karnitin 509,5+28 405,9125
karnitinova smés 490,2+32 410,535
kyselina a-lipoova 502,8+36 360,4+30
acetyl-L-karnitin + kyselina a-lipoova 489,6140 145,5+21
karnitinova smés + kyselina o-lipoova 505,5+39 170,54£36

acetyl-L-karnitin = 200 mg.kg'1
karnitinova smés = acetyl-L-karnitin + propionyl-L-karnitin + isovaleryl-L-karnitin ve
vzajemném pomeéru 1 : 1

kyselina a-lipoova = 50 mg.kg™
Zkouska obsahu sorbitolu v oéni ¢occe a ischiatickém nervu u diabetickych krys

Jedna z nejCasté&jSich pficin lézi vyvolanych diabetickou hyperglykemii anebo s
tim spojenych onemocnéni oéniho nebo perifernich nervi spogiva v nitrobunééné

akumulaci sorbitolu s naslednym sniZzenim osmotického tlaku a bunééné integrity.

Tyto zkousky byly provedeny na skupiné krys, u kterych byla vyvolana diabetes
intravenoznim podavanim 50 mg.kg'1 streptozotocinu. Jeden tyden po injikovani
byla v séru stanovena glukoza a ty krysy, které mély hodnotu glukozy v séru nad
450 mg.dl'1 byly povaZzovany za diabetické. Tato zvifata potom obdrZela po osm
po sobé jdoucich dnech intraperitoneaini injekci acetyl-L-karnitinu (100 mg.kg'1)
nebo smési karnitind (100 mg.kg'1 acetyl-L-karnitinu, propionyl-L-karnitinu, iso-
valeryl-L-karnitinu ve vzajemném hmotnostnim pomeéru 1 : 1) nebo kyseliny o-
lipoové (25 mg.kg'1) a to bud samotnych nebo v rlznych kombinacich.

Po osmidennim pusobeni byla u diabetickych krys po vhodné izolaci stanovena

koncentrace pfitomného sorbitolu jak v ischiatickém nervu, tak v o&ni ¢occe a to
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pfed i po puUsobeni podavanych latek. U v8ech zvifat bylo zji§téno sniZeni
koncentrace sorbitolu, avSak nejvyznamnéjsi snizeni bylo zjiSténo u zvifat, kterym
zaznamenany u skupiny na kterou se pusobilo kombinaci acetyl-L-karnitinu a
kyseliny a-lipoové.

Vysledky techto zkouSek také ukazuji na prekvapujici stupen synergického

potenciaéniho pusobeni kyseliny a-lipoové a karnitind.

Tabulka 3
Obsah sorbitolu v oéni Socce a ischiatickém nervu diabetickych krys

sorbitol (nmol.mg™")

Latka Cocka ischiaticky nerv
kontrolni 0,44+0,06 0,078+0,008
diabeticka zvifata 40,2+3,9 1,85+0,21
acetyl-L-karnitin 32,7£2,5 1,150,111
karnitinova smés 30,5£2,9 1,0510,09
kyselina a-lipoova 30,8%3,2 1,08+0,10
acetyl-L-karnitin + kyselina a-lipoova 14,7+2,8 0,55+0,08
Karnitinova smés + kyselina o-lipoova 16,4+1,9 0,65+0,07

Zkous$ky pfeZiti a ristu nervovych bunék na které se plsobilo IGF-I, karnitiny a

kyselinou a-lipoovou.

Z pohledu dilezité ulohy, kterou pfi ochrané funkéni integrity nervovych bunék,
zvlasté proti toxickym |ézim, které se vyskytuji v pribéhu diabetického
onemocneéni, hraje inzulinu podobny ristovy faktor (IGF-1) jsme zvazovali, zda
pasobeni IGF-I pomahajici ristu a pfeZiti mozkovych bunék je podporovano
pfitomnosti karnitind nebo kyseliny a-lipoové nebo téchto latek ve smési v
kultivacnim mediu. Proto byly izolovany mozkové burky krys chovu Wistar
zplisobem popsanym Thanguiponem (Thanguipon, W.: Dev. Brain Res., 11, 177,
1983) a rozetfeny na misky s hustotou 3.10°.cm™ Ke kultivatnimu mediu byl
pfidan cytosin arabinofuranosid (10 mM) k zabranéni replikace neneurondlnich
bunék. Po osmi dnech byly bufiky promyty a udrZzovany v kultufe, ve které bylo
séerum nahrazeno BME (Bazalni Eaglovo medium, Life Techmologies,

Gaithersburg, Md) obsahujicim 5 mM KCI. Zkou$ené latky byly pfidany pfimo k
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séru pfipravenému takto: IGF-I odpovidajici 25 ng.ml” acetyl-L-karnitinu (100
ng.mI'T) nebo karnitinové smési (100 ng.ml'1) nebo kyseliny a-lipoové a to bud

samotnych nebo v kombinaci.

PreZivani bunék a rast v kultivatnim mediu byl pozorovan 24 hodin po pfidani
latek k mediu na 35 mm miskach s 10 ng.ml'1 fluoresceinacetatu technikou
popsanou Jonesem (Jones, K. H.: J. Histochem. Cytochem., 33, 77, 1985).
Pocitani bunék bylo provadéno na fluorescenénim mikroskopu. Vysledky t&chto
zkousek ukazuji, ze ucinek IGF-I na podporu riistu izolovanych mozkovych bunék
je vyznamné potenciovan pfitomnosti karnitinu a kyseliny o-lipoové, které vsak
samotné nedavaji vzniknout vyznamnym zménam, a nejvétsiho udinku potenciace
ristu dosaZeno pokud jsou karnitiny, zvlasté acetyl-L-karnitin zkombinovan s

kyselinou a-lipoovou.

Tabulka 4
Zkousky rlstu izolovanych mozkovych bunék zplsobeného IGF-I a jeho

potenciace v pFitomnosti acetyl-L-karnitinu, karnitinové smési a kyseliny a-lipoové

Latka Rast bunék
(% proti kontrolnim)
IGF-I 45+2,8
acetyl-L-karnitin 5+0,51
karnitinova smés 90,91
Kyselina a-lipoovéa 5+0,39
IGF-I + acetyl-L-karnitin 65+5,8
IGF-1 + karnitinova smés 60+3,5
IGF-I + kyselina a-lipoova 7046,1
IGF-I + acetyl-L-karnitin + kyselina a-lipoova 98+7,3

IGF-I + karnitinova smés + kyselina a-lipoovéa 90+6,9



Zkousky regenerace ischiatického nervu u diabetickych krys

Krysy s vyvolanou diabetes, jejichz ischiaticky nerv byl odfiznut maji oproti

normalnim krysam hor$i regenerativni schopnost.

Tyto zkousky byly provedeny za uUcelem zjiSténi, zda Ize u diabetickych krys
urychlit regeneraci ischiatického nervu pouzitim acetyl-L-karnitinu, karnitinové
smési nebo kyseliny a-lipoové nebo kombinaci téchto latek. Technika pouZita u
téchto zkousek je jednou a technik popsanych Fernandezem (Fernandez, E.: Int.
J. Clin. Pharmacol. Res., 10, 85, 1990).

U skupiny krys byla diabetes (glukoza v séru nad 450 mg.dl‘1) vyvolana
subkutalnim injikovanim 100 mg.kg™ alloxanu. Ve stravé byly krysam podavany
acetyl-L-karnitin, karnitinova smés a kyselina a-lipoova. a to v denni davce 200
mg.kg™" karnitinu, 200 mg.kg'1 karnitinové smési (acetyl-L-karnitin + propionyl-L-
karnitin + isovaleryl-L-karnitin ve vzajemném hmotnostnim poméru 1 : 1) a 50
mg.kg'1 kyseliny o-lipoové. Slou€eniny byly podavany tyden pfed odfiznutim

ischiatického nervu a po dobu tficeti dnl po tomto odfiznuti.

Ischiaticky nerv byl odfiznut pod anestezi a to po vystaveni této anestezi jeho
1 cm v Jdrovni ischiatického Usti kanalku. Hranice léze byla oznadena
epineuralnim stehem. Tficet dnl po odfiznuti nervu byla po utraceni zvifat
zkoumana tkan tibialniho nervu jedné hlavni vétve ischiatického nervu. Ctyfi fezy
tibialniho nervu majici pfiblizné 4 mm délky byly podrobeny morfologickym a
morfometrickym zkouméanim poloautomatickym zobrazovacim analyzatorem

(Zeiss Videoplan Image Analyzer).

Byly pocitany regenerujici axony a jejich hustota na 100 nm?, rovnéz tak jako
degenerativni prvky. Takto se ukazalo mozné sledovat degeneraci prvkd tibialniho

nervu vyvolanou diabetem, ktera byla plsobenim acetyl-L-karnitinu, karnitinové




smési a kyselinou o-lipoovou upravena témér az na normaini hodnoty.

Co se tyka prevence diabetického poskozeni, byly tak plisobenim podavaného
acetyl-L-karnitinu a karnitinové smési v kombinaci s kyselinou a-lipoovou ziskany
zjevne vysledky regenerace nervu, a déle se v této zkousce ukazal vyznamny a

neoCekavany synergicky ucinek kombinace podle tohoto vynalezu.

Tabulka 5

PoCet a hustota degenerovanych prvkl tibidliniho nervu diabetickych krys po

odfiznuti ischiatického nervu

Latka poclet hustota
(na 100 nm?)
kontrolni 965+141 0,31£0,04
acetyl-L-karnitin 56061 0,16+0,02
karnitinova smés 520455 0,14+0,02
kyselina a-lipoova 990+0,70 0,20+0,04
acetyl-L-karnitin + kyselina o-lipoova 340+0,41 0,10£0,01
karnitinova smés + kyselina a-lipoova 360+0,55 0,11+0,02

Zkou8ky neuromuskularni vodivosti

Jednou z nejziejméjSich abnormalit u pefifernich neuropatii a zvlasté u
neuropativniho diabetu je zpomalovani neuromuskularni vodivosti, které se obrazi

ve zménach motorické aktivity.

V téchto zkouskach jsme u krys vyvolali intravenoznim injikovanim 50 mg.kg™

streptozotocinu u téchto pokusnych zvifat (krysy se stfedni hmotnosti 300 g)



- 15 -

experimentalni diabetes. U zvifat s vyvolanym diabetem (glukoza v séru nad 450
mg.dI'") byla mé&Fena neuromuskularni rychlost vedeni vzruchu (NMCV). Na konci
byl ischiaticky nerv izolovan (ve 2 cm délce) a sval soleus oddélen od
gastrocnemia a jeho distalni Slacha odfiznuta a pfipojena na isometricky
pfevodnik, ktery zaznamenaval silu svalovych staht (MCF). Sval byl stimulovan
pfes ischiaticky nerv dvéma elektrodami pfipojenymi k stimulatoru viozenymi do

vzdalenosti 10 mm od nervu.

Bipolarni elektroda byla umisténa na distalni konec svalu k zobrazeni

elektromyogramu pomoci osciloskopu.

Hodnota NMCV byla méfena v m.s”, délenim vzdalenosti mezi stimuladnimi
elektrodami stfednim rozdilem latence mezi sepnutim napéti ECG vyvolaného na

dvou stranach. Hodnota MCF byla vyjadiena v mm.

Tabulka 6
Zkousky neuromuskularni vodivosti u diabetickych krys (po 4 tydnech)

Latka NMCV MCF

(m.s™) (mm)
kontrolni 42,212 4 49,3%3,1
diabetické 34,542,1 34,6£2,9
diabetické + acetyl-L-karnitin 38,5£1,9 40,6+3,4
diabetické + karnitinova smés 39,942 1 41,2427
diabetické + kyselina a-lipoova 40,1£1,5 41,943,3
diabetické + acetyl-L-karnitin + kyselina a-lipoova 43,4+2.4 48,9+3,9
diabetické + karnitinova smés + kyselina a-lipoovéa 42,0£3,1 47,5141

Zkouska abnormalit motorické koordinace

Tyto zkousky byly provedeny na ,mysSich s poruchou rovnovahy (wobbler), coZ
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jsou tak fikajic zvifata, ktera se projevuji nestalou, vravoravou chizi, abnormalni
polohou koncetin a omezenou rychlosti pohybu. Tyto abnormality jsou podminény
postupujici atrofii motoneuronovych a muskulokutannich nervovych viaken,
ovliviiujicich zvlasté predni koncetiny. Zkousky byly provedeny podle postupu
navrzeného Mitsumotem (Mitsumoto, H.: Annal. Neurol., 36, 14, 1994). Po
diagnostikovani byl my8im s poruchou rovnovahy podavan po dobu dvaceti po
sobé jdoucich dnl oralné acetyl-L-karnitin (200 mg.kg'1), karnitinova smés (200
mg.kg™') nebo kyselina o-lipoova (50 mg.kg™), nebo tyto latky v rGznych
kombinacich. Zkoumani téchto mysi v porovnani s kontrolnimi bylo provadéno
hodnocenim doby, po kterou se kazdé zvife udrzi na hrané naklon&né destigky

(Cas vydrZze) a také doby potfebné k pfekonani vzdalenosti 10 cm (Cas b&hu).

Vysledky téchto zkouSek ukazuji, Ze podavani acetyl-L-karnitinu, karnitinové smési
a kyseliny o-lipoové témto zvifatim zlepSuje v porovnani s kontrolnimi zvitaty jak
Cas vydrZe, tak Cas béhu, ale také se dosahuje nejlep$iho uginku pii podavani
téchto latek v kombinaci a zvladté v kombinaci acetyl-L-karnitinu a kyseliny o-
lipoove. U téchto zkouSek se také projevil vyznamny a neocekavany synergicky

potenciacni ucinek karnitinG a kyseliny a-lipoové.

Tabulka 7

Zkou8ka procentualniho zvyseni ¢asu bé&hu

kontrolni 55+4,5
acetyl-L-karnitin 35+3,2
karnitinova smés 38+4.1
kyselina a-lipoova 4013,9
acetyl-L-karnitin + kyselina o-lipoova 20+1,9
karnitinova smés + kyselina a-lipoova 262 1
Tabulka 8

Zkouska procentualniho zvyseni ¢asu vydrze
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kontrolni 70+5,5
acetyl-L-karnitin 55+4,6
karnitinova smés 60+3,8
kyselina o-lipoova 50£5,9
acetyl-L-karnitin + kyselina a-lipoova 25+3,2
karnitinova smés + kyselina a-lipoova 30+2,8

Zkousky senzorickych neurondlnich 1ézi vyvolanych cisplatinem

Prodluzované podavani cisplatinu pokusnym zvifatiim je schopné zplsobit léze v
senzorickych neuronech a zplsobit vyznamné abnormality proprioceptivni

percepce.

V téchro zkouskach jsme hodnotili ochranny Géinek plsobeny oralnim podavanim
300 mg.kg” acetyl-L-karnitinu nebo 300 mg.kg" karnitinové smési (acetyl-L-
karnitin + propionyl-L-karnitin + isovaleryl-L-karnitin ve vzajemném hmotnostnim
poméru 1 : 1) nebo 50 mg.kg” kyseliny a-lipoové nebo téchto latek v raznych
kombinacich po dobu sedmi po sobé jdoucich dni na toxicitu vyvolanou
subkutalnim injikovanim 10 mg.kg™ cisplatinu po dobu sedmi po sobé jdoucich

dno.

Abnormality proprioceptivni senzorické percepce vyvolané u mysi cisplatinem byly
hodnoceny rotaéni zkouskou (Apfel, S. C.: Ann. Neurol., 29, 89, 1991).

Vysledky ziskané v téchto zkouskach ukazuji, Ze cisplatin zplsobuje podstatné
prodlouzeni Casu k dosazeni rovnovdhy u zvifat, ktera obdrzela cisplatin v
porovnani s kontrolnimi zvifaty a omezeni stejného fadu u zvifat, ktera obdrzela
samotny acetyl-L-karnitin nebo samotnou kyselinu a-lipoovou, skupina zvifat s
kombinaci acetyl-L-karnitinu a kyseliny o-lipoové naproti tomu vykazovala
vyrovnanou schopnost, prakticky stejnou jako u zvifat, ktera nebyla intoxikovana

cisplatinem. Také v téchto zkouskach se projevilo vyznamné synergické piisobeni



karnitinG a kyseliny a-lipoové.

Tabulka 9
Zkousky neurosenzorickych abnormalit vyvolanych cisplatinem (zkouska rotaci)

cisplatin latka ¢as k dosazeni
rovnovahy

(v sekundach)

kontrolni 14,8+1,4
cisplatin - 8,4+0,8
cisplatin acetyl-L-karnitin 9,5610,6
cisplatin karnitinova smés 8,9+0,6
cisplatin kyselina o-lipoova 9,940,8
cisplatin acetyl-L-karnitin + kyselina a-lipoova 14,411,8
cisplatin karnitinova smés+ kyselina a-lipoova 13,8+2,1

Zkousky provedené k hodnoceni Gginkd nového pfipravku potvrzujici, Ze je
schopen piného plsobeni opraviiuji k prohldseni novosti samotného vynalezu a
ukazuji pfedevSsim na neodekdvané a prekvapujici synergické plsobeni, které

jsou sloZky schopné vyvolat, pokud se pouZiji v kombinaci.

Na zakladé synergické interakce jeho sloZek je zde v tomto vynalezu popsan
pfipravek vhodny k preventivnimu plsobeni proti toxickému poskozeni a
metabolickym porucham z nichZ vznikaji neuronalni Iéze akutni nebo chronické
povahy. MuZe byt pouZit zvlasteé k lé¢bé neuropatii a zvlasté diabetickych
perifernich neuropatii.

Z pohledu jeho antioxidacni schopnosti Ize tento pfipravek také pouzit k prevenci
nebo léCbé abnormalit toxického nebo anoxického plvodu spojeného s
uvoliiovanim volnych radikall v mozku, jatrech, srdci nebo dal$ich organech a
tkanich.

Z pohledu schopnosti pfipravku podporovat pusobeni IGF-I a patologické
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abnormality spojené se starnutim jako jsou neurodegenerativni poruchy, Ize jeho

pouzivanim ziskat déle také urcité vyhody.

llustrativni pfiklady sloZeni pfipravk( podle vynalezu, nikterak vSak tento vynalez

neomezujici jsou uvedeny dale.

Priklady provedeni

1)

2)

3)

4)

5)

acetyl-L-karnitin
kyselina a-lipoova

karnitinova smés

(acetyl-L-karnitin, propionyl-L-karnitin, isovaleryl-L-
karnitin ve stejnych hmotnostnich mnoZstvich)
kyselina a-lipoova

acetyl-L-karnitin
kyselina a-lipoova

karnitinova smés

(acetyl-L-karnitin, propionyl-L-karnitin, isovaleryl-L-
karnitin ve stejnych hmotnostnich mnozstvich)
kyselina a-lipoova

acetyl-L-karnitin
kyselina a-lipoova

acetyl-L-karnitin
kyselina a-lipoova
methionat selenu
glycinat zineCnaty
stearat hofeCnaty
taurin

Vitamin E
koenzym Qg
B-karoten

vitamin C

mg
mg

mg

mg

mg
mg

mg

mg

mg
mg

mg
mg
Hg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg

500
50

500

50

250
25

250

25

100

250
25
50
10
20
50
10
10
10
30

Farmakologicky pfijatelnou soli L-karnitinu nebo alkanoyl-L-karnitinu se mini

jakakoliv sll téchto Gcinnych slozek a kyseliny nedavajici vznik neZzadoucim

toxickym nebo vedlej$im Gcinkim. Tyto kyseliny jsou farmaceutickym odborniktim

dobfe znamy.

Neomezujicimi pfiklady vhodnych soli jsou tyto: chlorid, bromid, jodid, aspartat,



3 w490 ae wess L X
’

.

. [ * L4 . Ld ¢ o8

L] . * . s 000 L3 » [

1 s @ e s [ 4 e o o s .

L] * o . L] L} . L] Ll
.8 * LA X X J L2 see

- 20 -

kysely aspartat, citrat, kysely citrat, vinan, fosfat, kysely fosfat, fumarat, kysely
fumarat, glycerofosfat, glukofosfat, mléénan, maleinat, kysely maleinat, orotat,
Stavelan, kysely Stavelan, siran, kysely siran, trichloracetat, trifluoracetat a

methansulfonat.

Seznam schvalenych farmakologicky pfijatelnych soli je uveden v Int. J. of
Pharm., 33, 201 - 217, 1986; tato posledni publikace je zde uvedena jako odkaz.

Pripravek podle vynalezu mize také obsahovat vitaminy, koenzymy, mineralni

latky a antioxidanty.

Pri vyrobé pfipravkl odpovidajicich specifickému zplisobu podavani se pouZiji
odpovidajici excipienty, které jsou odbornikim ve farmacii a potravinarském

pramyslu znamé.



£ Pl T~ SF

*® @300 s d6ee L
14 L] L e L4 [
[ ] L d L] L4 s o [ ] L .
. [ 2NN . 3 . ¢ e s . .
[ ] L L L] [ . * e
n * e 0o . cae

=21 -

Patentové naroky

1. Pfipravek, ktery obsahuje v kombinaci:
(a) acetyl-L-karnitin nebo jeho farmakologicky pfijatelnou stil; a

(b) kyselinu a-lipoovou.

2. Pripravek podle naroku 1 vyznacujici se tim, Ze slozka (a) dale obsahuje
karnitin® vybirany ze skupiny sestavajici z L-karnitinu, propionyl-L-karnitinu,
valeryl-L-karnitinu, isovaleryl-L-karnitinu nebo jejich farmakologicky pfijatelnych

soli nebo jejich smési.

3. Pripravek podle naroku 1 nebo 2 vyznacujici se tim, Ze hmotnostni pomér (a) :

(b) se pohybuje v rozmezi od 100 : 1 do 1 : 10.

4. Pripravek podle kteréhokoliv z pfedchozich narokd vyznadujici se tim, Ze
farmakologicky pfijatelna sil L-karnitinu nebo alkanoyl-L-karnitinu se vybira ze
skupiny obsahujici: chlorid, bromid, jodid, aspartat, kysely aspartat, citrat,
kysely citrat, vinan, fosfat, kysely fosfat, fumarat, kysely fumarat, glycerofosfat,
glukofosfat, mlécnan, maleinat, kysely maleinat, orotat, kysely $tavelan, siran,

kysely siran, trichloracetat, trifluoracetat a methansulfonat.

5. Pripravek podle kteréhokoliv z prfedchozich narokd, ktery dale obsahuje

vitaminy, koenzymy, mineralni latky a antioxidanty.

6. Pfipravek podle kteréhokoliv z pfedchozich narokd, ktery Ize podavat oralné ve

formé doplrikové vyzivy.

7. Pripravek podle kteréhokoliv z pfedchozich naroku, ktery Ize podavat oraing,
parenteralné, rektalné nebo transdermalné ve formé Iégiva.

8. Doplitkova vyziva podle naroku 6 k prevenci poskozeni tkani zplsobeného
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pfitomnosti volnych radikall pochazejicich ze znedisténého Zivotniho prostiedi;
k prevenci mozkovych nebo myokardialnich Iézi vyvolanych volnymi radikaly po
cerebraini nebo myokardialni ischemii a doprovazejici reperfuzi; k prevenci
diabetickych nebo toxickych neuropatii a metabolickych poruch v glukozovém

cyklu.

9. Lécivo podle naroku 7 k terapeutické 1é&bé onemocnéni zplsobenych
pfitomnosti volnych radikal( pochazejicich ze zneci$téného Zivotniho prostredi:
mozkovych nebo myokardialnich 1ézi vyvolanych volnymi radikaly po cerebralni
nebo myokardialni ischemii a doprovazejici reperfuzi; diabetickych nebo

toxickych neuropatii a metabolickych poruch v glukozovém cyklu

10. Doplnkova vyZiva podle naroku 6 nebo 8 v tuhé, polotuhé nebo kapalné forms.

11. Lécivo podle naroku 9 v tuhé, polotuhé nebo kapalné formé.

12. Doplnkovéa vyZiva podle naroku 10 ve formé tablet, pastilek, pilulek, tobolek,

granuli nebo sirup(.

13. Lecivo podle naroku 11 ve formé tablet, pastilek, pilulek, tobolek, granuli,

sirupq, fiol nebo kapek.
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