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Wykaz skrotow i akronimow

8-OH-DPAT - 8-hydroksy-2-(di-n-propyloamino)tetralina

CAMP - 3°,5’-cykliczny adenozynomonofosforan

CBT — (ang. Cognitive Behavioral Therapy), Psychoterapia Poznawczo — Behawioralna
CRE - (ang. CAMP responsive element), element odpowiedzi na cCAMP

COX-2 — cyklooksygenaza 2

DALY - (ang. disability adjusted life-years), lata zycia skorygowane
niepelnosprawnos$cia

DBP - (ang. diastolic blood pressure), cisnienie rozkurczowe krwi

DMSO - dimetylosulfotlenek

DSM-5 — Diagnostyczny i Statystyczny Podrecznik Zaburzen Psychicznych, wydanie
piate

EDTA — kwas wersenowy

EKG - elektrokardiogram

FDA — (ang. Food and Drug Administration), Agencja Zywnosci i Lekow

FST - (ang. forced swimming test), test wymuszonego ptywania, test Porsolt’a

GABA - kwas y—aminomastowy

HR — (ang. heart rate), czestotliwos¢ pracy serca

ICD-10 — (ang. International Statistical Classification of Diseases and Related Health
Problems) Miedzynarodowa Statystyczna Klasyfikacja Choréb i Problemow
Zdrowotnych

IL-1pB — interleukina 1 beta

IL-6 — interleukina 6

IL-8 — interleukina 8

IFN-y — interferon gamma

I.p. — podanie dootrzewnowe

I.V. — podanie dozylne

LCAPs — (ang. Long-Chain Arylpiperazines), dtugotancuchowe arylopiperazyny

LSD — dietyloamid kwasu lizergowego

ME - metoksamina

mGIuR - (ang. metabotropic glutamate receptor), metabotropowy receptor

glutaminianu
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MK-801 - dizocylpina

MTA — (ang. multi-target agent) - lek oddzialywujacy rownoczesnie na wiele celow
biologicznych

NMDA - N-metylo-D-asparaginian

OUN - os$rodkowy uktad nerwowy

PPI — (ang. prepulse inhibition), bramkowanie przedsygnatowe

QTc — kalkulowany odstep QT

SBP - (ang. systolic blood pressure), cisnienie skurczowe krwi

TNF-a - (ang. tumor necrosis factor-alpha), czynnik martwicy nowotworow alfa

TST - (ang. tail suspension test), test zawieszania za ogon

S.C. — podanie podskorne

VMAT-2 — (ang. vesicular monoamine transporter 2), pe¢cherzykowy transporter
monoaminowy-2

VTA — jadro brzuszne nakrywki
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1 Wstep

1.1 Wprowadzenie

Zaburzenia psychotyczne, czgsto okreslane mianem ,,stanu psychotycznego” lub
»psychozy”, to chorobowy stan umystu, charakteryzujacy si¢ silnymi zaburzeniami
W ocenie, odbiorze i postrzeganiu rzeczywistosci [1]. Jednymi z najczesciej
wystepujacych sg zaburzenia schizofreniczne i1 schizofrenia. Historycznie rézne rodzaje
schizofrenii okres$lano jako otgpienie wczesne tj. ,,dementia praecox” [2]. Natomiast
schizofreni¢ jako jednostke chorobowg opisat po raz pierwszy w 1911 roku Paul Eugen
Bleuler, szwajcarski lekarz psychiatra, w swojej pracy: ,,Dementia praecox oder
Gruppe der Schizophrenien” [3]. Samo pojecie schizofrenia pochodzi z greckiego:
,»SChizein-rozszczepi¢ i ,,phren”-umyst, oznaczajgc dostownie rozszczepienie umystu
[4], jednak co wazne, dotyczy ono rozszczepienia pomiedzy mysleniem, zachowaniem
| emocjami pacjenta, a nie rozszczepienia osobowosci.

Skuteczne leczenie pierwszego epizodu schizofrenii ma kluczowe znaczenie dla
zminimalizowania problemow w funkcjonowaniu spolecznym i zawodowym [5].
Obecnie dzigki efektywnej terapii wielu pacjentow cierpigcych na schizofreni¢ nie
wymaga hospitalizacji 1 moze prowadzi¢ ustabilizowany tryb ZzZycia, zardwno
rodzinnego jak i zawodowego. Rokowania pacjentow wcigz jednak pozostaja
nieprzewidywalne [6]. Badania wskazuja, ze tylko okoto 20% pacjentow reaguje
pozytywnie na leczenie [7]. U pozostatych chorych obserwuje si¢ liczne epizody
psychotyczne, przewlekle objawy oraz stabg odpowiedz na zastosowane leki
przeciwpsychotyczne [6]. Co wigcej, psychozie bardzo czesto towarzysza dodatkowe
schorzenia, takie jak: depresja i lek oraz zaburzenia poznawcze, ktore nicodlgcznie
powigzane sa z ksztaltowaniem i utrzymywaniem si¢ objawow psychotycznych [8].
Warto podkresli¢, ze Coraz czgéciej w postgpowaniu terapeutycznym réznych zaburzen,
szczegolnie dotyczacych os$rodkowego ukladu nerwowego, zwraca si¢ uwage na
poprawe jako$ci zycia. Dlatego niezmiernie wazne jest poszukiwanie nowych lekow,
ktore pozwolityby na skuteczng i1 bezpieczng terapi¢ schizofrenii oraz schorzen

wspottowarzyszacych, W tym zaburzen poznawczych, depres;ji i Igku.
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1.2 Schizofrenia

Schizofrenia jest schorzeniem przewlektym, czegsto skazujagcym chorych na
izolacje, ze wzgledu na istotne pogorszenie funkcjonowania emocjonalnego
I spotecznego. Moze rozwijac si¢ nagle, dajgc gwattowne objawy w ciggu kilku dni lub
tez stopniowo przez kilka miesiecy, a nawet lat. Obecnie schizofrenia wystepuje
u okoto 1% populacji ludzkiej, bedac jedng z gtéwnych przyczyn niepetnosprawnosci
spoteczenstwa [9,10]. Co wigcej, najczesciej dotyka ludzi miodych, migdzy 15 a 35
rokiem zycia, zar6wno kobiety jak i me¢zczyzn, przy czym jej objawy pojawiaja si¢ we
wczesniejszym wieku u mezczyzn niz u kobiet [11]. Choroba ta zwigzana jest takze ze
zwigkszonym ryzykiem samobdjstw, ktore obserwuje si¢ u okoto 10% pacjentow.
Dodatkowo, wsrod pacjentow cierpigcych na schizofreni¢ bardzo czgsto dochodzi do
naduzywania r6znego rodzaju substancji, takich jak: tyton, alkohol czy leki na recepte
[7,12]. Powszechny jest rowniez ogdlny brak swiadomos$ci swojej choroby, co skutkuje
stabszym funkcjonowaniem psychospotecznym, nawrotami i gorszym przebiegiem
choroby, czy tez brakiem wspotpracy w leczeniu [6,7].

Schizofrenia charakteryzuje si¢ szeregiem objawow klinicznych, z czego
glownie wymienia si¢: objawy pozytywne (tzw. wytwoércze), bedace dodatkowymi
w stosunku do naturalnego zachowania oraz objawy negatywne, ktore pogarszaja
normalne funkcjonowanie (Tab.1.1). Wedlug najnowszej klasyfikacji, wyr6znia si¢
takze bardzo niespecyficzne objawy poznawcze, zwigzane z upos$ledzeniem pamigci
i intelektu [7,12]. Do czterech podstawowych, tzw. osiowych objawow opisanych
pierwotnie przez Bleulera (okreslanych jako ,,4A”) zaliczamy: autyzm, ambiwalencje,
zaburzenia afektu i zaburzenia asocjacji [13,14]. Wsrod objawoéw dodatkowych Bleuler
wyliczyt takze: urojenia, zludzenia 1 omamy, objawy katatoniczne, zmiany cech
osobowoS$ci, zmiany mowy czy pisma, a takze zaburzenia pamigci, zachowania
depresyjne czy maniakalne. Chory unika kontaktu z innymi ludzmi, staje si¢
podejrzliwy 1 nieufny, znacznie ogranicza dotychczasowg aktywnos$¢ 1 zachowuje si¢
nieadekwatnie do sytuacji [14]. Z drugiej strony, psychiatra Kurt Schneider opisat liste
tzw. ,Objawow schneiderowskich”, nazywanych takze »objawami
pierwszorzegdowymi”, ktére maja odréznia¢ schizofreni¢ od innych zaburzen

psychotycznych [15]. Wyrdznia si¢ wsrdd nich migdzy innymi: urojenia kontrolowania
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przez sily zewnetrzne, glosy komentujace mysli lub dzialania chorego, czy tez glosy
dyskutujace z myslami chorego lub innymi glosami [15].

Jak juz wspominano, nicodtgcznym objawem w psychozie schizofrenicznej sg
takze zaburzenia afektu 1 funkcji poznawczych oraz towarzyszacy Igk, panika,
zaburzenia obsesyjno-kompulsywne, czy tez poczucie zagrozenia zdrowia oraz zycia,
ktore dodatkowo moga nasila¢ chorobe [7,12]. Objawy depresyjne i Igkowe oraz
upo$ledzenie pamigci 1 koncentracji w znacznym stopniu utrudniajg pacjentom
funkcjonowanie, a ich wtasciwa diagnoza i leczenie stanowig jedno z powazniejszych

wyzwan wspolczesnej medycyny.

Tab. 1.1 Objawy schizofrenii [7,16]

objawy pozytywne objawy negatywne objawy poznawcze
halucynacje (omamy) apatia dezorganizacja mowy, mysli
i uwagi
urojenia anhedonia trudnos$ci w komunikacji
interpersonalnej
nieprawidlowe zachowania alogia (zubozenie mowy) zaburzenia aktywnosci
motoryczne spotecznej (rodzinnej,

zawodowej itp.)
abulia (nieche¢¢ do dziatania)
awolicja (brak woli)
aspontanicznosé
zubozenie mimiki
spowolnienie ruchowe

Zgodnie z klasyfikacjag ICD-10 opisanych jest kilka rodzajow schizofrenii,
roznigcych si¢ migdzy soba przede wszystkim: rodzajem objawow 1 stopniem ich
nasilenia (Tab.1.2). Samo rozpoznanie schizofrenii osiaga si¢ poprzez wnikliwg oceng
objawow choroby i czasu ich trwania. Wedlug DSM-5 (Diagnostyczny i Statystyczny
Podrecznik Zaburzen Psychicznych, wydanie pigte) koniecznym do zdiagnozowania
choroby jest wystepowanie przez co najmniej miesigc, dwoch lub wiecej objawow
z fazy aktywnej takich jak np.: urojenia, halucynacje, dezorganizacja mowy,
zachowanie katatoniczne czy objawy negatywne [7]. Dodatkowo, objawy schizofrenii
muszg wystepowaé przez co najmniej sze$¢ miesiecy, a U pacjenta konieczne jest
zaobserwowanie obnizonego poziomu funkcjonowania w zakresie pracy czy relacji
interpersonalnych [7]. Kompleksowa diagnostyka roznicowa schizofrenii jest niezbgdna

i konieczna, by odrozni¢ to zaburzenie od innych stanéw psychotycznych, jak np.:
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zaburzenie schizoafektywne, zaburzenie depresyjne z cechami psychotycznymi, czy tez

zaburzenie dwubiegunowe z cechami psychotycznymi.

Tab. 1.2 Klasyfikacja schizofrenii wedlug ICD-10 [17]

Typ

Objawy

F20.0 Schizofrenia
paranoidalna

F20.1 Schizofrenia
hebefreniczna

F20.2 Schizofrenia
katatoniczna

F20.3 Schizofrenia
niezroéznicowana
(atypowa)

F20.4 Depresja
postschizofreniczna

F20.5 Schizofrenia
rezydualna

F20.6 Schizofrenia
prosta

F20.8 Schizofrenia
innego rodzaju
F20.9 Schizofrenia
nieokreslona

wzglednie stabilne, czesto paranoidalne urojenia, ktorym zwykle
towarzysza halucynacje, zwlaszcza stuchowe i zaburzenia percepcyjne;
zaburzenia afektu, woli i mowy oraz objawy katatoniczne s3 stabo
nasilone

zmiany afektywne sa wyrazne, urojenia i halucynacje ulotne
i fragmentaryczne, zachowanie nieodpowiedzialne
i nieprzewidywalne; liczne nastroj plytki
i niedostosowany, mysli zdezorganizowane a mowa niespojna; istnieje
tendencja do izolacji spolecznej

dominujg znaczace zaburzenia psychoruchowe od hiperkinezy po

manieryzmy;

otepienie, automatyczne postuszenstwo i negatywizm; epizody
gwaltownego podniecenia; zjawiska katatoniczne mozna laczyé ze
stanem przypominajgcym sen z zywymi halucynacjami scenicznymi
stany psychotyczne spetniajace ogolne kryteria diagnostyczne dla
schizofrenii, ale nie spelniajgce zadnego z opisanych powyzej, lub
wykazujace cechy wigcej niz jednego z nich bez wyraznej przewagi
konkretnego zestawu cech diagnostycznych

epizod depresyjny, czesto wydtuzony, powstaty w nastgpstwie choroby
schizofrenicznej; objawy schizofrenii, pozytywne lub negatywne nadal
muszg by¢ obecne, ale nie dominujg w obrazie klinicznym

przewlekty etap zaburzen schizofrenicznych, w ktorym nastapit
wyrazny postgp od wczesnego stadium do poOzniejszego etapu,
charakteryzujacego si¢ dtugotrwatymi cho¢ nie zawsze odwracalnymi
objawami negatywnymi
postepujacy rozwdj dziwacznoSci zachowania, niezdolnos¢ do
spadek wydajnosci; objawy
negatywne rozwijaja si¢ bez poprzedzania jawnymi objawami
psychotycznymi

zaburzenia o przebiegu schizopodobnym

spelniania wymagan spotecznych,

inne zaburzenia na tle psychotycznym nie dajace si¢ sklasyfikowaé do
powyzszych typow

1.3 Etiopatogeneza schizofrenii

Pomimo wielu przeprowadzonych badan, przyczyny schizofrenii wcigz nie sg do

konca poznane. Ze wzgledu na zaobserwowane u pacjentow zmiany w funkcjonowaniu

neurondw 1 neuroprzekaznikow w osrodkowym ukladzie nerwowym dzi$§ (tylko
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w oficjalnych pismach) okresla si¢ ja jako ,.chorobe mozgu”. Wigkszo$¢ teorii
dotyczacych zaburzen rownowagi neurochemicznej w schizofrenii skupia si¢ na
nadmiarze lub niedoborze neuroprzekaznikow takich jak: dopamina, serotonina,
glutaminian, czy tez kwas y—aminomastowy (GABA), ale wcigz badane sg nowe
mozliwe przyczyny lezace u zrédla choroby [18]. Obecnie, badania naukowcow
dotyczace zaburzen psychicznych przyjmuja forme tzw. podejscia sieciowego, a wigc
catosciowego spojrzenia na chorobe, jako jednostke ztozong, ktorg mozna opisaé
poprzez skomplikowane sieci oddzialywan miedzy bialkami 1 czasteczkami
sygnatowymi [19,20].

Podstawa badan 1 leczenia schizofrenii jest hipoteza dopaminergiczna
i zaburzenia w neurotransmisji dopaminy [21]. Szczegdlnie zwraca si¢ uwage na
nieprawidlowosci w funkcjonowaniu receptorow dopaminergicznych D, oraz cztery
gtowne szlaki dopaminergiczne: nigrostriatalny, mezolimbiczny, mezokortykalny
I guzowo-lejkowy [22,23]. Nadmiar dopaminy w szlaku mezolimbicznym (od jadra
brzusznego nakrywki (VTA) do obszaréw limbicznych) moze odpowiada¢ za objawy
pozytywne schizofrenii [18]. Natomiast niskie poziomy dopaminy w szlaku
mezokortykalnym (od VTA do kory mézgowej) moga wywotywaé objawy negatywne
I deficyty poznawcze [22,23]. Dodatkowo, na skutek leczenia przeciwpsychotycznego,
obserwuje si¢ obnizony poziom dopaminy w szlaku nigrostriatalnym (od istoty czarnej
do jadra ogoniastego), co wiaze si¢ z pozapiramidowymi objawami motorycznymi,
takimi jak: drzenia mig$niowe, bradykinezja czy sztywno$¢ migsni [18], a takze spadek
dopaminy w szlaku guzowo-lejkowym (od podwzgdrza do przysadki mozgowej), co
skutkuje podwyzszonym poziomem prolaktyny i w efekcie spadkiem libido,
mlekotokiem i wtérnym brakiem miesigczki [22,23]. Obecnie przyjeta i zmodyfikowana
hipoteza dopaminergiczna wskazuje na istotno§¢ mezolimbicznej neurotransmisji
dopaminergicznej i jej wpltyw na procesy decyzyjne oraz funkcjonowanie [21,24].

Rozw¢j hipotezy serotoninowej w schizofrenii zwigzany jest z doniesieniem na
temat dietyloamidu kwasu lizergowego (LSD), nasilajagcego dziatanie serotoniny
w mozgu [18]. LSD, bedacy agonista receptoréow serotoninergicznych 5-HTaa, jest
jedng z najsilniejszych substancji psychoaktywnych i halucynogennych. Okazuje sie, ze
nowsze leki neuroleptyczne, ktore poza blokada receptorow dopaminergicznych,
blokuja réwniez receptory serotoninergiczne, sa bardziej skuteczne w tagodzeniu
objawow pozytywnych i negatywnych schizofrenii [18]. Mozna takze przypuszczac, ze

zwigkszona transmisja serotoninergiczna z grzbietowej czes$ci jadra szwu na skutek
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stresu zaburza aktywno$¢ neuronow korowych w schizofrenii [25]. Dodatkowo,
dlugotrwale nadmierne obcigzenie serotoninergiczne wywotane stresem w korze
mozgowe] w schizofrenii, w szczegdlnosci w przedniej korze obreczy 1 grzbietowo
bocznym placie czotowym, moze by¢ gtdéwng przyczyng tego zaburzenia [26].

Inng teorig lezaca u podstaw rozwoju schizofrenii jest udziat glutaminianu,
glownego neuroprzekaznika pobudzajacego w mozgu i hipofunkcja receptoréw
glutaminergicznych (NMDA, N-metylo-D-asparaginianu) [27]. Hipoteza ta, zaklada
przede wszystkim zmniejszenie kontroli receptora NMDA nad hamujgcymi neuronami
GABA-ergicznymi [28]. Hipofunkcja receptorow NMDA moze prowadzi¢ do zmian
morfologicznych i strukturalnych w obszarach moézgu, ktére s3 odpowiedzialne za
rozwdj psychozy [29,30]. Zmiany w pobudzaniu neuronow GABA-ergicznych za
posrednictwem receptora NMDA sugeruja, ze schizofrenia jest powigzana
z zaburzeniami uktadu glutaminergicznego, przede wszystkim w korze przedczotowe;j
I limbicznych obszarach mézgu. Badania pokazujg, ze nickompetycyjni antagonisci
receptora NMDA, tj. fencyklidyna i1 ketamina wywotuja objawy podobne do tych, ktore
towarzyszg schizofrenii [31]. Dodatkowo, dostepne dane sugeruja, iz brak aktywnosci
receptorow  NMDA w regulacji mezokortykalnych neuronéw dopaminergicznych
zwigzany jest z wystepowaniem objawoéw negatywnych, afektywnych 1 poznawczych
w schizofrenii [32]. Badania post-mortem u os6b cierpigcych na schizofreni¢, wskazuja
na zmiany zar6wno w gestosci receptorow glutaminergicznych, jak i w skladzie ich
podjednostek w korze przedczotowej, wzgdérzu i ptacie skroniowym [33-35].
Zaobserwowano takze podwyzszony poziom glutaminianiu u pacjentdw ze schizofrenia
prodromalng i we wezesnym stadium choroby, w porownaniu do grupy kontrolnej [32].
Co ciekawe, w probach terapeutycznych substancje zwigkszajace transmisj¢ receptora
NMDA tagodzity niektore objawy u pacjentow ze schizofrenig [35], potwierdzajac
udzial uktadu glutaminergicznego w chorobie.

Z drugiej strony, w patogenezie choroby uwzglednia si¢ rowniez zaangazowanie
kwasu y-aminomastowego, gldwnego neurotransmitera hamujacego w osrodkowym
uktadzie nerwowym [36]. Interneurony GABA-ergiczne maja bowiem kluczowe
znaczenie dla synchronizacji i oscylacji aktywnosci neuronow w osrodkowym uktadzie
nerwowym, niezb¢dnych dla prawidlowego funkcjonowania poznawczego, percepcji
oraz pamigci [37]. Jednym zistotnych czynnikow w patomechanizmie schizofrenii
moga by¢ zaburzenia sygnalizacyjne GABA, ktore powoduja brak rownowagi

pomigdzy pobudzeniem, a hamowaniem w korze mozgowej [38,39]. Po raz pierwszy
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udzial GABA w schizofrenii wskazat Eugen Roberts w 1972 roku, sugerujac, ze moze
on hamowa¢ sygnalizacj¢ dopaminergiczng [40]. Kolejne doniesienia nie potwierdzity
jednak tej hipotezy, wykazujac, ze w niektérych modelach GABA moze miec
niekorzystny wptyw na aktywno$¢ dopaminy w schizofrenii [40].

Podobnie wcigz badany jest wudzial receptorow  a-adrenergicznych
I noradrenaliny w patogenezie choroby [41,42]. Objawy pozytywne w schizofrenii
mogg by¢ tagodzone dzigki blokowaniu receptorow adrenergicznych oy, a objawy
negatywne 1 poznawcze s3a redukowane przy uzyciu antagonistow receptorow
adrenergicznych a, [43]. Przyktadowo, johimbina, bedgca selektywnym posrednim
agonista receptorow adrenergicznych ap, powoduje nasilenie objawdw pozytywnych,
natomiast funkcjonalny antagonista, klonidyna tagodzi te objawy [41]. Co istotne,
terapia wspomagajaca, w ktorej stosuje si¢ leki przeciwdepresyjne, modulujace
receptory adrenergiczne (jak np. duloksetyna), moze takze tagodzi¢ objawy negatywne
choroby [44]. Jeden 2z najwazniejszych atypowych neuroleptykéw, klozapina,
charakteryzuje si¢ ztozonym mechanizmem dzialania, w tym okre$la si¢ ja rowniez jako
antagoniste receptoréw adrenergicznych o, z wyzszym powinowactwem do tych
receptoréw niz do dopaminergicznych D, oraz rownoczesnie antagoniste receptorow
adrenergicznych o, [45]. Co ciekawe, klozapina podawana szczurom powoduje
zwigkszenie gestosci osrodkowych receptorow adrenergicznych oy W korze i wzgorzu,
przyczyniajac si¢ tym samym do poprawy zaburzen poznawczych i deficytow
bramkowania czuciowo-ruchowego obserwowanych w schizofrenii [46]. Potwierdza to
istotng role antagonistow receptorow adrenergicznych oy w leczeniu psychoz oraz
unikalny mechanizm dziatania przeciwpsychotycznego klozapiny. Inny, najnowszy
z neuroleptykéw  III  generacji, brekspiprazol, moduluje zar6wno transmisj¢
dopaminergiczng jak 1 serotoninergiczng (czg¢Sciowy agonista receptorow
serotoninergicznych 5-HT;a i dopaminergicznych D), a dodatkowo jest antagonistg
receptoréow adrenergicznych aigic [47], wysoce skutecznym w leczeniu schizofrenii
[48]. Zaangazowanie ukladu adrenergicznego w patogeneze schizofrenii sugeruja
roOwniez przeprowadzone analizy biomarkerow, ktére wskazuja, ze podwyzszony
poziom noradrenaliny moze by¢ zwigzany z halucynacjami, dezorganizacja poznawcza,
stabg kontrola impulséw, czy tez podejrzliwoscig [49]. Dodatkowo, manipulowanie
poziomem noradrenaliny moze mie¢ wptyw na objawy pozytywne schizofrenii [50,51].
Badania post-mortem wskazuja jednak na rézne poziomy noradrenaliny w moézgach
pacjentow cierpigcych na schizofreni¢, w zaleznosci od populacji [41]. Dostepne
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obecnie dane nie pozwalaja wigc na jednoznaczne stwierdzenia i konieczne sa dalsze
badania w tym kierunku, jednak mozna ogoélnie stwierdzi¢, ze noradrenalina, receptory
a-adrenergiczne 1 leki dzialajace za ich posrednictwem odgrywaja istotng role
w funkcjonowaniu kognitywnym i w systemie warto$ciowania, powigzanych zarowno
ze schizofrenig jak i z depresja [42].

Okazuje si¢, ze rozwoj schizofrenii moze by¢ takze zwigzany z zaburzeniami
uktadu immunologicznego [52]. Szczegdlnie zwraca si¢ uwagg na cytokiny: IL-1§
i IL-6, ktére majg istotny wplyw na rozwoj ukltadow neuroprzekaznikow waznych
w chorobie [52]. Badania wskazuja, ze ekspozycja na infekcje w okresie prenatalnym
lub okotoporodowym przyczynia si¢ do rozwoju schizofrenii, nie tylko w modelach
zwierzecych [53,54]. U ludzi czynnikami ryzyka w rozwoju choroby u potomstwa sg
przyktadowo: przebyte infekcje drog oddechowych [55,56], narzadéw ptciowych, drog
rodnych [56,57], czy tez zakazenie Toksoplasma gondii [58]. Takze podwyzszony
poziom IL-8 u kobiet podczas cigzy zwieksza ryzyko schizofrenii u potomstwa [59]
| jest zwigzany ze zmianami w objetosci struktur mozgowych [60]. Wplyw ciezkich
infekcji 1 zaburzen autoimmunologicznych na rozwdj schizofrenii potwierdza rowniez
duze badanie epidemiologiczne przeprowadzone u chorych pacjentow [61].
W patogenezie choroby uwzglednia si¢ zaburzenia réwnowagi rdéznych uktadow
odpornosciowych, takich jak: uklad wrodzony (makrofagi, monocyty), uktady pro-
| przeciwzapalne, a takze odpornos¢ typu 1 i 2 [62,63]. Co wiegcej, obserwuje si¢
podwyzszone poziomy czynnikow prozapalnych we krwi 1 ptynie modzgowo-
rdzeniowym u pacjentow ze schizofrenig. Szczegodlnie wyrdznia si¢ tutaj cytokiny
prozapalne: IL-6, IFN-y i TNF-a [64]. Zaangazowanie zapalenia w rozw¢j choroby
potwierdzaja takze efekty uzyskane w wyniku leczenia $rodkami przeciwzapalnymi.
Przyktadowo, potaczenie terapii risperidonem 1 celekoksibem (inhibitorem
cyklooksygenazy-2, COX-2) u pacjentow z ostrymi zaostrzeniami schizofrenii, dato
lepsze efekty niz monoterapia risperidonem [65], a dodatkowo blokowanie COX-2
miato korzystny wplyw na funkcje poznawcze [66]. Rowniez interesujgce sg proby
zastosowania w leczeniu schizofrenii minocykliny, hamujacej aktywacje mikrogleju
istotnego w rozwoju zapalenia. Minocyklina poprawia funkcje poznawcze zaré6wno
w modelach zwierzgeych jak i u pacjentow [67-69], a takze wptywa korzystnie na
objawy negatywne w badaniach klinicznych [68]. Skuteczna, szczegdlnie na objawy
pozytywne, okazata si¢ rOwniez terapia uzupetniajgca aspiryng w dawce 1000 mg/dobe
[70]. Co wigcej, zachgcajace wyniki daty takze wstgpne proby pilotazowe leczenia
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schizofrenii za pomoca IFN-y, w celu stymulacji monocytowej odpowiedzi
immunologicznej typu 1 [71], otwierajac nowe potencjalne mozliwosci leczenia.
Niemniej jednak niezbedne sg tutaj szersze badania i doglebniejsze analizy.

Ciekawe jest takze powiazanie schizofrenii z receptorem dla acetylocholiny
| zaburzeniami transmisji cholinergicznej w mozgu pacjentow ze schizofrenig [72].
Zaobserwowano bowiem, ze nadmierne palenie papierosow tagodzi niektore objawy
pozytywne, negatywne, czy tez poznawcze u chorych na schizofrenie¢ [73].
Morfologiczne badania post-mortem wykazaty zmiany w receptorach nikotynowych
U pacjentow schizofrenicznych w poréwnaniu do grupy kontrolnej, szczeg6lnie jesli
chodzi o podtyp a7 receptora nikotynowego dla acetylocholiny, zlokalizowanego
W obszarach moézgu zaangazowanych w funkcje poznawcze, takich jak kora czy
hipokamp [74]. Badania molekularne potwierdzajg ten fakt, wskazujac na zwiazek
polimorfizméw w genach kodujacych te receptory a schizofrenig [75,76].

Najnowsze doniesienia wskazujg roéwniez na istotng rol¢ zaburzen mikroflory
jelitowej 1 dysbiozy w rozwoju wielu zaburzen neurologicznych i psychologicznych,
w tym schizofrenii, czy tez depresji [77]. Inne badania pokazujg takze zmiany
w uktadzie endokannabinoidowym u 0s6b cierpigcych na schizofreni¢ [78]. Konkretnie,
wskazuje si¢ na zwigkszong gestos¢ receptorow CB; w obszarze kortykolimbicznym
oraz podwyzszony poziom anandamidu w ptynie mézgowo-rdzeniowym [78]. Powraca
si¢ takze do badan nad znaczeniem stresu oksydacyjnego w schizofrenii i jego
preferencyjnym wptywem na interneurony [79,80]. Okazuje si¢ bowiem, ze stres
oksydacyjny moze leze¢ u podstaw niedoboréw zwigzanych z mieling w schizofrenii,
co szczegolnie odzwierciedla wrazliwos¢ substancji biatej bogatej w lipidy na dziatanie
reaktywnych form tlenu [81].

Omawiajac przyczyny schizofrenii, nie sposdb nie wspomnie¢ o czynnikach
genetycznych, psychologicznych, $rodowiskowych oraz spotecznych [82,83].
Uwarunkowania genetyczne zwiekszaja ryzyko zapadalno$ci na chorobe w rodzinach,
w ktorych pokrewienstwo choruje na schizofreni¢, jednak nie sa czynnikiem
decydujacym [83]. Nalezy zwroci¢ uwagg, ze choroba rozwija si¢ w czasie i moze miec¢
swoje podloze juz w okresie ptodowym, wynikajac z powiktan potozniczych, czy
wspominanych juz schorzen w cigzy [31]. Obojetne nie pozostajg takze czynniki
srodowiskowe 1 spoleczne, takie jak: trauma z dziecinstwa, dyskryminacja, problemy
ekonomiczne czy izolacja spoteczna, szczegdlnie u osob podatnych na zaburzenia [18].

Ta ogromna heterogeniczno$¢ choroby w znacznym stopniu utrudnia zaréwno samag
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diagnoze, jak i wlasciwe podejécie terapeutyczne, dlatego tak wazne sa nieustanne

badania tym obszarze.

1.4 Leczenie schizofrenii

Ze wzgledu na ztozong i nie do konca poznang etiologi¢ schizofrenii, gtéwnym
celem jej leczenia jest wyeliminowanie objawdéw 1 poprawienie funkcjonowania
pacjentow oraz zapobieganie nawrotom choroby. Podstawg terapii schizofrenii sg leki
przeciwpsychotyczne (neuroleptyki), ktore pomagaja kontrolowa¢ chorobg, redukujac
glownie objawy pozytywne [84,85]. Ich skuteczno$¢ jest znacznie mniejsza
w przypadku objawdéw negatywnych 1 poznawczych [86]. U wielu pacjentdéw objawy
negatywne utrzymuja si¢ pomi¢dzy okresami leczenia objawdéw pozytywnych, ale
wczesny poczatek leczenia schizofrenii moze zapobiega¢ rozwojowi objawow
negatywnych w czasie [86]. Wtasciwy dobor lekow jest niestety czesto utrudniony, ze
wzgledu na réznice w tolerancji, kwestie bezpieczenstwa farmakologicznego, a takze
mozliwe czynniki ryzyka i choroby wspotistniejace.

Niezwykle trudno o jednoznaczng klasyfikacje neuroleptykéw w zwigzku z ich
zroznicowanymi  wiasciwosciami, budowg oraz profilem dziatania (Tab.1.3).
Najczgsciej wyroznia si¢ jednak dwie grupy lekow przeciwpsychotycznych: tzw.
neuroleptyki klasyczne (typowe, leki | generacji) i atypowe (leki Il generacji), gdzie
obie klasy lekéw dziataja przez uktad dopaminergiczny, jako antagoniSci receptora
dopaminergicznego D, a leki drugiej generacji okresla si¢ jako antagonistéw dopaminy
I serotoniny, ze wzgledu na dodatkowg blokade receptoréw serotoninowych [45,87].
Najnowsze klasyfikacje uwzgledniajg takze leki III generacji, zindywidualizowane na
podstawie mechanizmu dziatania, gdyz w przeciwienstwie do innych neuroleptykow nie

blokuja receptora dopaminergicznego D, ale sg jego czgSciowymi agonistami [86].
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Tab. 1.3 Podzial i profil dzialania receptorowego oraz klinicznego najwazniejszych
neuroleptykow [6,86,88]
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Neuroleptyki klasyczne (typowe, leki | generacji)
Chlorpromazyna +++ - et - ++ ++ ++
Lewomepromazyna + - +4+++ ++ - ++ ++
Promazyna + - + - + + +
Flufenazyna +++ ++ + (+) ++ ++ +
Haloperidol ++ - +++ - ++ -+ +
Perazyna ++ + ++ - ++ + +
Perfenazyna +H++ + - +++ +++ +
Tiorydazyna + - ++++ ++ + ++ ++
Chlorprotiksen + - +++ + + + 4
Flupentiksol + +++ - + +++ ++ ++
Tiotiksen +++  HH++ + - ++++ -+ +
Pimozyd + +++ - - +++ +++ ++
Zuklopentiksol +++ - ++H+++ (4) ++ FH+ +
Sulpiryd ++ +++ - + ++++ + -
Loksapina ++ - ++ - + -+ ++
Neuroleptyki atypowe (leki Il generacji)
Klozapina ++ - ++++ - +++ (+) ++
Olanzapina ++ - +++ - - ++ ++
Kwetiapina ++ - ++ + - + +
Risperidon ++++  +++ ++ - ++++ ++ ++
Ziprasidon +++ - + - - +4 +
Paliperidon ++ + + - - ++ +
Lurazydon ++ + + - - + +
Asenapina ++ - ++ - + ++ +
Sertindol ++ - - - - + +
Amisulpryd ++ ++ - (+) + i -
Neuroleptyki Il generacji

Avripiprazol ++ ++ - - - ¥ )
Brekspiprazol ++ - + ++ - + +
Kariprazyna ++ + - + - + +

Dziatanie (+) nieznaczne, +stabe, ++ umiarkowane, +++ umiarkowanie silne, ++++ silne, +++++ bardzo silne

Pierwszym neuroleptykiem wprowadzonym do lecznictwa w 1952 roku byta
chlorpromazyna, ktora umozliwita terapi¢ ogromnej liczby pacjentéw z cigzka choroba

psychiczng, jednak roéwnocze$nie wywolujaca liczne efekty uboczne [89]. Blokada
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receptorow dopaminergicznych D, w mozgu, bez selektywnosci wzgledem konkretne;j
sciezki dopaminy w osrodkowym uktadzie nerwowym odpowiada za gtowne dziatania
niepozadane klasycznych neuroleptykéw, takich jak: objawy pozapiramidowe czy
podwyzszony poziom prolaktyny. Dodatkowo, hieselektywnos¢ neuroleptykow
| generacji 1 ich rownoczesne powinowactwo do receptoréw histaminowych Hj,
muskarynowych M; i adrenergicznych a; skutkuje niekorzystnym dzialaniem
przeciwhistaminowym, cholinolitycznym 1 adrenolitycznym [16]. Najwazniejsze
dziatania niepozadane lekow przecipwsychotycznych przedstawiono w Tabeli 1.4.
Wprowadzane nastgpnie nowe leki II generacji charakteryzowaty si¢ lepszym
profilem tolerancji 1 bezpieczenstwa w poréwnaniu do klasycznych neuroleptykow,
a szczegolnie istotne byto zmniejszenie niepozadanych dziatan pozapiramidowych oraz
mniejsze uposledzenie funkcji poznawczych, dzigki wyzszej zdolnosci blokowania
receptoréw serotoninergicznych 5-HT;a niz dopaminergicznych Dj, w pordéwnaniu
z klasycznymi neuroleptykami. Pewnego rodzaju rewolucja okazato si¢ wprowadzenie
we wczesnych latach 70-tych XX wieku nowego atypowego neuroleptyku, kKlozapiny,
ktoéra zmniejszala czgstotliwos¢ opisywanych dziatan niepozadanych [90]. Obecnie
klozapina, pomimo wysokiego ryzyka wywolywania agranulocytozy, jest
zarejestrowana w terapii schizofrenii opornej na leczenie innymi lekami, pod $cisty
kontrolg obrazu krwi pacjentow [90]. Niestety gtownym ograniczeniem stosowania
atypowych lekow przeciwpsychotycznych sa wywotywane zaburzenia metaboliczne
| przybieranie na wadze, obserwowane najczeSciej w przypadku klozapiny i olanzapiny
[91-93] oraz zwigkszone ryzyko arytmii powszechne dla ziprasidonu i risperidonu [94].
Pierwszym przetlomowym atypowym neuroleptykiem, okreslanym jako lek III
generacji, okazal si¢ aripiprazol, bedacy czeSciowym agonista receptora
dopaminergicznego D, oraz receptorow serotoninergicznych 5-HTia i 5-HTa, ktory
przy niskich stgzeniach dopaminy zwigksza, a przy wysokich stezeniach zmniejsza
wypalanie neurondw dopaminergicznych. Pozwala to na zachowanie posredniego
poziomu neuronalnego tonu dopaminergicznego pomiedzy pelnym agonistg
| antagonistg, a tym samym ogranicza rozw0j objawow pozytywnych zwigzanych
z nadmiarem dopaminy oraz niekorzystnych efektow pozapiramidowych przy zbyt
niskich jej stezeniach [95]. Taki mechanizm dziatania aripiprazolu powoduje, Ze czesto

okreslany jest on takze jako ,,stabilizator dopaminy” [96-98].
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Tab. 1.4 Dzialania niepozadane neuroleptykéw [91,92]

Objawy ze strony OUN

Sedacja

Zaburzenia funkcji poznawczych

Napady padaczkowe

Objawy pozapiramidowe (akatyzja, dystonia, p6zne dyskinezy, parkinsonizm polekowy)
Pobudzenie, niepokoj

Zto$liwy zesp6t poneuroleptyczny

Depresje

Osrodkowy zespodt antycholinergiczny i objawy odstawienne
Objawy ze strony ukladu sercowo-naczyniowego
Hipotonia ortostatyczna, zapasc¢

Tachykardia

Wydtuzenie odcinka QTc

Zapalenie migs$nia sercowego, kardiomiopatia
Choroba niedokrwienna serca, udar

Objawy ze strony ukladu krwiotworczego i krwi
Agranulocytoza, leukopenia

Leukocytoza

Eozynofilia

Zaburzenia krzepnigcia krwi

Objawy cholinolityczne obwodowe

Zaparcia

Sucho$¢ w jamie ustne;j

Zatrzymanie moczu

Zaburzenia akomodacji oka

Objawy endokrynne

Hiperprolaktynemia, mlekotok, ginekomastia, zaburzenia miesigczkowania
Zaburzenia seksualne, spadek libido
Niedoczynnos¢ tarczycy

Objawy metaboliczne

Cukrzyca

Przyrost masy ciala, otylos¢

Zesp6t metaboliczny

Podwyzszenie poziomu trdjgliceryddow i cholesterolu
Objawy alergiczne

Reakcje skorne

Przebarwienia skory

Nadwrazliwosé na $wiatlo, fotouczulenia

Inne

Zapalenie phuc i ostra niewydolno$¢ oddechowa
Zator phucny i zylna choroba zakrzepowo-zatorowa

Zaburzenia czynno$ci nerek i uktadu moczowego

Hepatotoksycznos¢

Osteoporoza

Zaburzenia zotadkowo-jelitowe (nudnosci, wymioty, biegunka, zaparcia)
Rak piersi i rak szyjki macicy

Zaburzenia regulacji temperatury ciata

Slinotok
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Obecnie, poza najczesciej stosowanym aripiprazolem, dostgpne sa dwa nowe
atypowe neuroleptyki Il generacji: kariprazyna i brekspiprazol [99-101]. Brekspiprazol
charakteryzuje si¢ nizszg od aripiprazolu aktywno$cig wewnetrzng wobec receptora
dopaminergicznego D, i okoto 10-krotnie wyzszym powinowactwem do receptorow
serotoninergicznych 5-HT;a 1 5-HT2a, co potencjalnie zwigksza jego tolerancj¢ [102].
Okreslany jest jako ,,modulator aktywno$ci dopaminy i serotoniny” ze wzgledu na
cze$ciowy agonizm do receptoréw dopaminergicznych D, i serotoninergicznych
5-HT1a, a takze antagonizm do receptorow serotoninergicznych 5-HT,a oOraz
adrenergicznych oaygpc [102]. Kariprazyna natomiast posiada zblizone do aripiprazolu
powinowactwo do receptora dopaminergicznego D, i okoto 3-10-krotnie wyzsza
selektywno§¢ wzgledem receptora dopaminergicznego D3 niz Dy, co moze mieé
korzystny wptyw na funkcje kognitywne [103,104]. Oprocz czg$ciowego agonizmu do
receptorow dopaminergicznych D, i Ds, jest takze cze$ciowym agonistg receptorow
serotoninergicznych 5-HTia oraz antagonistg receptorow serotoninergicznych 5-HT,a
I 5-HTg [105]. Oba leki sa zatwierdzone w leczeniu schizofrenii, przy czym dodatkowo
brekspiprazol moze by¢ stosowany w wspomagajacym leczeniu depresji, a kariprazyna
w leczeniu ostrych epizodéw maniakalnych lub epizodach mieszanych w chorobie
afektywnej dwubiegunowej [105,106].

Aktualnie w trzeciej fazie badan klinicznych jest nowy lek przeciwpsychotyczny
0 unikalnym profilu farmakologicznym, lumateperon (ITI1-007). Laczy on w sobie
wilasciwos$ci silnego antagonisty receptora serotoninergicznego 5-HT,a (z 60-krotnie
mniejszym powinowactwem do receptor6w dopaminergicznych Dj) [107,108],
modulatora receptoréw dopaminergicznych (presynaptyczny czesciowy agonista
| postsynaptyczny antagonista receptorow dopaminergicznych D, 0 funkcjonalnej
aktywnos$ci mezolimbicznej 1 mezokortykalnej) 1 receptorow glutaminergicznych
(zwigkszajacy fosforylacje podjednostek receptora NMDA) oraz dodatkowo inhibitora
wychwytu zwrotnego serotoniny [109]. Opisywany jest takze jako ,,modulator
fosfoproteiny dopaminy” [110,111]. Rownoczes$nie wykazuje stosunkowo niskie
powinowactwa wzgledem receptorow histaminowych H;, muskarynowych czy
serotoninergicznych 5-HTjc, co wskazuje na og6lny korzystny profil tolerancji [109].
Aktualnie zakonczono jego rejestracje w drugim badaniu fazy III u pacjentéw ze
schizofrenia, uzyskujac dobra tolerancjg i1 profil bezpieczenstwa. Co wigcej, badany jest

takze w III fazie w badaniach dotyczacych depresji dwubiegunowej i1 zaburzen
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behawioralnych u pacjentow z demencja, a takze podjeto proby opracowania jego
preparatu o przedtuzonym dziataniu [110,111].

Warto takze wspomnie¢ o dwoch nowych lekach b¢dacych w III fazie badan
klinicznych w leczeniu pdznych dyskinez: deutetrabenazynie (SD-809) i valbenazynie
(NBI1-98854). Pozne dyskinezy, czyli mimowolne powtarzajace si¢, bezcelowe ruchy
jezyka, warg, zuchwy, twarzy, tutowia, konczyn goérnych i dolnych oraz uktadu
oddechowego stanowig ogromny problem ws$rdod pacjentow leczonych przewlekle
lekami przeciwpsychotycznymi [112-114]. Deutetrabenazyna i valbenazyna sg
inhibitorami pecherzykowego transportera monoaminowego-2 (VMAT-2). Powoduja
wyczerpanie dopaminy synaptycznej i daja korzystne efekty w badaniach, stanowigc
potencjalng alternatywe dla pozarejestracyjnie stosowanej obecnie tetrabenazyny (leku
sierocego, stosowanego w leczeniu ruchéw plasawiczych choroby Huntingtona) [115].

Wsrod nowych celow farmakologicznych w leczeniu schizofrenii pewne
nadzieje wigze si¢ z wspominang juz modulacjg uktadu endokannabinowego przez
kannabidiol i receptor kannabinoidowy CB;. Kanabidiol to aktywny roslinny $rodek
wyizolowany z konopii indyjskiej (Cannabis sativa), pozbawiony dziatania
psychoaktywnego A9-tetrahydrokanabinolu, bedacy negatywnym  modulatorem
allosterycznym receptora kannabinoidowego CBj, o potencjalnej aktywnosci
przeciwspychotycznej [116]. Ostatnie badania sugeruja, ze kannabidiol moze by¢ takze
cze¢sciowym agonistg receptora dopaminergicznego D, [117], co wskazywatoby na
unikalny mechanizm dziatania przeciwpsychotycznego. Pierwsze proby zastosowania
kannabidiolu u pacjentow z objawami psychotycznymi potwierdzily skutecznos¢,
bezpieczenstwo 1 dobra tolerancje zwigzku jednak z pewnoscig konieczne sg duze
randomizowane badania kliniczne, aby moéc go wprowadzi¢ jako nowa terapie do
praktyki klinicznej [116].

Inne nowe podejscie terapeutyczne, zwigzane jest z opisywang teorig
glutaminergiczng schizofrenii. Badania wskazuja, ze zwigzki modulujace receptory
NMDA dziatajg korzystnie na objawy negatywne oraz zaburzenia nastroju i funkcji
poznawczych, gltéwnie poprzez wzmacnianie miejsca glicyny w receptorze NMDA
[118,119]. Duza uwage skupiaja takze metabotropowe receptory glutaminianu
(mGIuR), jako potencjalne cele lekow, ze wzgledu na mozliwosci subtelniejszego
fazowego uwalniania glutaminianu w porOéwnaniu z receptorami jonotropowymi.
Badania przedkliniczne i kliniczne sugeruja, ze aktywacja receptora mGluR z grupy II

moze ftagodzi¢ objawy schizofrenii. Podjeto proby oddziatywania na uklad
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glutaminergiczny za posrednictwem pomaglumetadu metionilu, ktéry jest silnym
| wysoce selektywnym, ortosterycznym agonista receptora mGluR2/3  [120].
W badaniach przedklinicznych zwigzek ten normalizuje podwyzszong aktywnosc
glutaminianu w korowych neuronach piramidowych [120]. Co wiecej, analizy danych
Klinicznych sugeruja, ze pomaglumetad metionilu jest najbardziej skuteczny we
wczesnej fazie rozwoju schizofrenii (ponizej 3 lat), ze stwierdzong nadreaktywnoscia
transmisji glutaminergicznej [120], przy czym w badaniach Il fazy nie potwierdzono
jego korzystnego wplywu na pozytywne i negatywne objawy schizofrenii. Takze podtyp
5 receptora mGluR, kodowany przez gen GRMS i jego aktywacja, wskazuja na
skuteczno$¢ w przedklinicznych modelach schizofrenii, szczegélnie w leczeniu
zaburzen poznawczych [118,121]. Istnieje wi¢c nadzieja, ze zostang opracowane nowe
potencjalne leki przeciwpsychotyczne, dziatajace poprzez receptory mGluR,
spowalniajace postgp choroby i poprawiajgce rokowania pacjentow.

Innym celem farmakologicznym istotnym w patogenezie schizofrenii wydaja si¢
by¢ receptory dopaminergiczne D3. Obecnie, nie ma wielu danych dotyczacych ich
udzialu w objawach choroby, jednak dostepne informacje wskazuja u rdéznych
gatunkow zwierzat na ich wysokie podobienstwo strukturalne do receptorow
dopaminergicznych D, i D4 oraz na wysoka homologie [122] i identycznosc¢
w regionach transbtonowych, w tym takze w miejscu wigzania [123]. Bliskie
podobienstwo strukturalne powoduje jednak, ze trudno zaprojektowac substancje, ktore
dzialalyby selektywnie wzgledem receptora dopaminergicznego Ds;. Rownoczesnie,
okazuje sie, ze wiele sposrod zatwierdzonych lekow oddziatywujacych na receptor
dopaminergiczny D,, wchodzi réwniez w interakcje z receptorem dopaminergicznym
D3 [124]. Pierwszym przyktadem cze$ciowego agonisty receptora dopaminergicznego
D3, wykazujacym efekty przeciwpsychotyczne w przedklinicznych modelach
zwierzecych, jest wspomniana wczesniej kariprazyna [125].

Nie bez znaczenia pozostaje rowniez powigzanie schizofrenii z receptorem dla
acetylocholiny. Dostgpne dane sugeruja korzystny wplyw na objawy negatywne
choroby na skutek aktywacji podtypu o7 receptora nikotynowego dla acetylocholiny.
Badana pod tym katem enceniklina, prezentuje dodatkowo zachecajace wyniki
w poprawie dysfunkcji poznawczych u pacjentow. Obecnie, obok encenikliny w fazie
rozwoju w badaniach klinicznych pozostaja jeszcze inni agonisci podtypu a7 receptora
nikotynowego dla acetylocholiny (np. AQWO051, GTS-21), dajac nadzieje na nowe
mozliwosci terapii [75,76].
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Warto wspomnie¢, ze poza poszukiwaniem nowych celéw terapeutycznych
w leczeniu schizofrenii naukowcy skupiaja si¢ takze na poprawie skuteczno$ci dziatania
dostepnych neuroleptykow tworzac nowe formulacje lekow. Szczegdlnie korzystne,
w przypadku przewleklej choroby jaka jest schizofrenia, sg leki o dlugotrwatym
dziataniu, ktoére zapewniaja ciagla terapi¢ i state stezenie leku w osoczu przez kilka
tygodni, utatwiajaC pacjentowi przestrzeganie zalecen terapeutycznych i zwigkszajac
tym samym szanse na popraw¢ zdrowia [126]. Ostatnio FDA (ang. Food and Drug
Administration) wprowadzilo do leczenia dwie nowe formulacje lekow
przeciwpsychotycznych II generacji jako iniekcje domigsniowe, to jest: lauroksyl
aripiprazolu i palmitynian paliperidonu. Lauroksyl aripiprazolu, jest prolekiem
metabolizowanym do N-hydroksymetylopiperazolu, a nastgpnie do aripiprazolu oraz
aktywnego farmakologicznie dehydroaripiprazolu, zatwierdzonym do leczenia
schizofrenii u dorostych [127]. Drugi z lekow, palmitynian paliperidonu jest korzystny
ze wzgledu na mozliwo$¢ dawkowania raz na trzy miesigce i moze by¢ stosowany jako
leczenie podtrzymujace schizofrenii [128]. Dodatkowo, opracowywana jest takze nowa
formulacja lauroksylu aripiprazolu, do wstrzyknig¢ domigsniowych co dwa miesigce
[129] oraz preparat risperidonu do wstrzykni¢¢ podskornych [130].

Nie mozna zapomnie¢, ze obok skutecznej farmakoterapii niezmiernie wazne
w schizofrenii jest takze leczenie psychologiczne, a szczegdlnie tzw. psychoterapia
poznawczo — behawioralna (ang. Cognitive Behavioral Therapy, CBT), ktora pomaga
zrozumie¢ stan pacjenta i ulatwia radzenie sobie w codziennym zyciu [83].
Psychoterapia moze w znacznym stopniu zmieni¢ sposdb myslenia 1 zachowania
pacjenta, przyczyniajac si¢ do poprawy jego samopoczucia. Wazne jednak, aby metody
niefarmakologiczne stosowane byty jako metody dodatkowe do lekéw, a nigdy jako

terapia substytucyjna [6].

1.5 Schizofrenia i zaburzenia depresyjne

Istniejg bardzo bliskie relacje pomiedzy objawami negatywnymi w schizofrenii,
a depresjg [131], co czgsto stwarza problemy w odroznieniu obu jednostek
chorobowych. Najczesciej jako wspolne objawy dla obu schorzeh wyrdznia sig:
wycofanie spoteczne, utrat¢ motywacji 1 anhedoni¢, czyli obnizong zdolno$¢ do

odczuwania przyjemnosci [132]. W przypadku anhedonii udato si¢ rozrozni¢ jej dwa
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rodzaje: anhedoni¢ motywacyjna, zwigzang z motywacja dazenia do nagrody oraz
anhedoni¢ konsumpcyjna, zwigzang z przyjemnoscia do§wiadczang w oczekiwaniu na
nagrode. Przyjmuje si¢, ze anhedonia konsumpcyjna moze by¢ bardziej powigzana
Z depresja, a motywacyjna przypomina pierwotny objaw negatywny, co w pewien
sposOb pozwala na rozréznienie obu chorob [132].

Wedlug Birchwood’a, istnieja trzy odrebne $ciezki rozwoju depresji
w schizofrenii: depresja, ktora jest nicodlgcznie zwigzana z psychozg, depresja, ktora
jest psychologiczng reakcja na diagnoze oraz depresja, jako dowod historycznej traumy
z dziecinstwa [133]. Roznego rodzaju traumy, zaniedbania czy spoleczne
niepowodzenia sg jednymi z gtéwnych czynnikdéw ryzyka rozwoju zar6wno schizofrenii
[134], jak i innych zaburzen, w tym takze depresji. Obecnie depresja uznawana jest za
powszechny, oddzielny zespot w przebiegu schizofrenii i wystepuje u ponad 50%
pacjentéw schizofrenicznych [135,136]. Wspotwystepowanie depresji u pacjentow ze
schizofrenig wigze si¢ ze zwigkszeniem czgstotliwosci epizodow psychotycznych [137],
wydluzonym czasem trwania choroby [138], nawrotami psychoz i hospitalizacji
psychiatrycznych [139], obnizong jakosScig zycia, a nawet samobdjstwami [140,141].
Pomimo wyraznej potrzeby, aktualnie nie ma konkretnych wskazowek i wytycznych
dotyczacych leczenia depresji w schizofrenii, dlatego tez klinicysci bazujg gldwnie na
osobistym do$wiadczeniu [142]. Powszechne w schizofrenii objawy negatywne sa
najczesciej trudne do leczenia za pomocg dostepnych lekow przeciwpsychotycznych,
stad stosuje si¢ leki dodatkowe, w tym takze antydepresanty. Proby Ilaczenia
neuroleptykow z lekami przeciwdepresyjnymi sugerujag mozliwg poprawe leczenia,
jednak dane na ten temat sg wcigz mocno ograniczone, a nawet sprzeczne [143-145].
Najlepsze efekty zaobserwowano w przypadku stosowania lekow przeciwdepresyjnych
dzialajacych na receptory monoaminowe, co réwnocze$nie wplywato na poprawe
funkcji poznawczych u pacjentow [144]. Nalezy pamigta¢, ze jednoczesne
przyjmowanie lekow przeciwdepresyjnych i1 przeciwpsychotycznych moze potencjalnie
prowadzi¢ do zaburzen rytmu serca, w tym szczeg6lnie wydtuzenia odstgpu QT, dlatego
niezbedne jest monitorowanie pracy serca [132]. Ostatnie badania Helfer’a
I wspotbadaczy, wskazuja na bezpieczenstwo i skutecznos¢ lekow przeciwdepresyjnych
dodanych do lekow przeciwpsychotycznych w leczeniu schizofrenii [146], jednak
potwierdzenie tej tezy wymaga szerszych analiz. Skala opisywanego problemu jest
niezmiernie wysoka, dlatego tak wazne s3a badania i poszukiwanie nowych lekow,

skutecznych w leczeniu zaburzen depresyjnych w schizofrenii.
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1.6 Schizofrenia i zaburzenia lekowe

Niepokdj odczuwany przez pacjentdow ze schizofrenig jest jak dotad jedna
z najmniej zbadanych cech tej choroby [147]. Dostgpne dane wskazuja, ze zaburzenia
lekowe w rzeczywisto$ci sg bardzo powszechne u pacjentow ze schizofrenig, szacujac
na czestos¢ ich wystepowania u okoto 30-60% chorych [148,149]. Okazuje sie, ze
najczesciej badanymi i rownocze$nie najbardziej rozpowszechnionymi schorzeniami
wspotwystepujacymi w schizofrenii s3: zaburzenia obsesyjno-kompulsywne i1 lek
paniczny [150,151], a takze Igk spoteczny [152] i zespot stresu pourazowego [153,154].
Zaburzenia te pojawiajg si¢ u pacjentow z psychozg w taki sam sposob, jak u pacjentow
cierpigcych wylacznie na zaburzenia Igkowe [155]. Z jednej strony doniesienia
sugeruja, ze zwickszony niepokd] moze wynikaé z pojawienia si¢ objawoOw
pozytywnych i negatywnych u chorych, co moze wplywa¢ na mozliwosci radzenia
sobie z napotkanymi stresorami [156,157], jednak z drugiej strony badania nie
potwierdzaja tego zwiagzku 1 wykazuja niezalezno$¢ lgku od psychopatologii choroby
[158]. Przyjmuje si¢, ze lek determinowany jest glownie przez wczesne czynniki
srodowiskowe, a takze pewne wymiary spoteczno-poznawcze, jak np. osobiste
cierpienie [159]. Przeprowadzone badania wykazaty bowiem znaczacy wplyw
niekorzystnych do$wiadczen z dziecinstwa z nastepowym stresem osobistym na
wystapienie zaburzen lgkowych u pacjentdw ze schizofrenig, bez wyraznego wkiadu
w nasilenie objawow, ani 0g6lng wydajnos¢ poznawczg [159]. Inne badania pokazuja,
ze osoby ze wspotwystepujacymi zaburzeniami lgkowymi charakteryzuja si¢ niejako
swoistym profilem objawow, gdyz czeSciej wykazuja objawy pozytywne
I charakterystyczny dla lgku zespot nadmiernej ruchliwosci [160]. Czesto z tym
zespolem pojawiajg si¢ pewne dysfunkcje ze strony autonomicznego uktadu nerwowego
1 objawy zwigzane ze stresem, takie jak: przewlekty bol, zespot jelita drazliwego, czy
dysautonomia [161]. Badania wskazuja réwniez, ze zaburzenia kognitywne i poczucie
wstydu towarzyszace zdiagnozowanej chorobie psychicznej przyczyniajg si¢ do
wystepowania Igku spotecznego u 0sob z psychozg [162]. Lek spoteczny moze sktadad
si¢ z: negatywne] samooceny, poczucia dyskomfortu i tendencji do wycofywania si¢
Z towarzystwa innych osob. Wszystkie te objawy przyczyniaja si¢ do zwigkszonego
ryzyka samobdjstw, a takze nawrotow choroby, réwnoczesnie zmniejszajac zdolnos¢ do

funkcjonowania w otoczeniu spotecznym [163,164]. Biorgc pod uwage fakt, ze okoto

34



Wstep

10% chorych na schizofreni¢ umiera z powodu samobdjstwa, nie nalezy lekcewazy¢
dodatkowego niekorzystnego wpltywu Igku na zwigkszone mysli samobdjcze.
Przeprowadzone analizy pozwalajg takze stwierdzi¢, ze ws$rod pacjentow ze
schizofrenig i wspoétistniejagcymi zaburzeniami lekowymi pojawiajg si¢ powazniejsze
ograniczenia w dziedzinach pracy i zycia spolecznego oraz silniejsze uposledzenie
czynnosciowe niz u pacjentéw bez zaburzen Igkowych [165,166]. Istotny jest fakt, ze
proby leczenia ukierunkowanego na zaburzenia I¢kowe, obejmujgce nie tylko
kognitywng terapi¢ behawioralng, ale takze leki: benzodiazepiny czy selektywne
inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny, wykazaly pozytywny wplyw na jako$¢
zycia, a takze zmniejszone nasilenie objawoéw u 0sob chorych na schizofreni¢ [167—
169]. Warto wigc uwzgledni¢ korzysci i poprawe funkcjonowania spotecznego ptynace
z leczenia leku u tych pacjentow. Ciekawe sa réwniez wyniki badan wskazujace, ze
genetyczne czynniki ryzyka schizofrenii sa bezposrednio zwigzane ze zwigkszonymi
stanami Igkowymi na dlugo przed wystgpieniem objawow psychotycznych, a same
objawy lekowe 1 afektywne czgsto wystepuja w fazie prodromalnej choroby
| poprzedzaja nawroty psychotyczne [170]. Fakt ten i ewentualne celowanie w objawy
Igkowe, moglyby otworzy¢ nowe mozliwosci do prewencji pierwotnej i wtornej

schizofrenii, ale wymaga to szerszych badan.

1.7 Schizofrenia i zaburzenia kognitywne

Prowadzone badania wskazuja, ze uposledzenie funkcji poznawczych pojawia
si¢ nawet u 75-85% pacjentow ze schizofrenig [171] i moze si¢ utrzymywac nawet po
skutecznym wyleczeniu innych objawéw [172]. Najczesciej dysfunkcje poznawcze
wystepuja jeszcze przed ujawnieniem si¢ choroby [173,174] lub sg jej pierwszym
| glownym objawem [175], rownoczesnie towarzyszac jej niemal na kazdym etapie
klinicznym [176]. Co wigcej, nasilenie deficytow poznawczych moze by¢ czynnikiem
predykcyjnym, migdzy innymi w aspekcie ogoélnych zasad przestrzegania leczenia
[177], czy tez zwigkszonej tendencji do nawrotdw u pacjentdéw z pierwszym epizodem
schizofrenii [178]. Zakres upos$ledzen poznawczych w przebiegu schizofrenii jest
niezwykle szeroki i dotyczy miedzy innymi: pamieci epizodycznej, pamigci roboczej,
szybkos$ci przetwarzania informacji, czy tez funkcji wykonawczych [179]. Pacjenci

majg problem w postrzeganiu rzeczywistosci, oslabiong czujnos¢ 1 uwage, trudnosci
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W rozwigzywaniu probleméw oraz z umiej¢tno$ciami motorycznymi i jezykowymi
[176]. Uszkodzenia w tych domenach s3a rownoznaczne ze zmianami w systemach
nerwowych odpowiedzialnych za wspomniane funkcje poznawcze, a takze
Z uposledzeniem funkcji przysrodkowych ptatow skroniowych [180,181], kory
przedczotowej [182] oraz szeregu systemoéw neuroprzekaznikow odpowiadajacych za
prawidlowe funkcjonowanie poznawcze. Wszelkie deficyty kognitywne towarzyszace
schizofrenii wptywaja niekorzystnie na funkcjonowanie pacjentow i ich jako$¢ zycia
[183,184]. Pomimo ogromnego postepu w dziedzinie genetyki, obrazowania
I neurochemicznych analiz posmiertnych oraz szerokiej gamy potencjalnych celow
farmakologicznych, wecigz brakuje wiasciwych $rodkéw poprawiajacych funkcje
kognitywne w schizofrenii. Do niedawna skupiano si¢ wytacznie na opracowywaniu
lekow zmniejszajacych objawy pozytywne w schizofrenii [45]. Obecnie poszukuje si¢
nowych lekoéw, miedzy innymi wsrdod: modulatorow dopaminy, receptora GABA,
receptoréw cholinergicznych, glutaminergicznych czy receptorow sigma, a takze wsrod
neurosteroidéw oraz $rodkéw neuroprotekcyjnych poprawiajacych neuroplastycznosé
I neurogeneze, jednak heterogeniczno$¢ mechanizméw odpowiedzialnych za deficyty
poznawcze w schizofrenii odpowiada za ciagle niepowodzenia w tej kwestii [185-190].
Proby leczenia zaburzen poznawczych poprzez stosowanie atypowych lekow
przeciwpsychotycznych (jak np. Kklozapina, olanzapina, aripiprazol, risperidon,
ziprasidon, amisulprid, kwetiapina), moga przynosi¢ pewng poprawe, dzieki wickszej
skutecznos$ci tych lekoéw na objawy pozytywne i negatywne, a takze ze wzglgedu na
mniej dziatan niepozadanych 1 efektow antycholinergicznych oraz bezposredni wptyw
na funkcjonowanie mézgu, poprzez przywrocenie aktywnosci przedczotowej dopaminy
[176,191]. Leki te jednak, nie normalizuja deficytow neurokognitywnych w schizofrenii
[192], dlatego tak wazne jest poszukiwanie nowych mozliwosci ich leczenia, przy
zminimalizowanym  ryzyku efektow ubocznych izwigkszonej skutecznosci

w domenach objawow negatywnych i poznawczych.

1.8 Schizofrenia i zaburzenia ukladu sercowo — naczyniowego

Stosowanie lekow przeciwpsychotycznych zwigzane jest niestety takze
Z niekorzystnym wplywem na uktad sercowo-naczyniowy [193,194]. Pojawiajace si¢

dzialania niepozadane moga si¢ znacznie ro6zni¢, nawet przy stosowaniu dawek
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terapeutycznych lekéw. Okazuje si¢, ze nagla $mier¢ sercowa na skutek leczenia
neuroleptykami moze wystgpowa¢ nawet u pacjentow bez ryzyka Sercowo-
naczyniowego [195]. Wérod innych, rzadziej wystepujacych dziatan niepozadanych,
wylicza si¢ takze zawal mig$nia sercowego, czy tez zapalenie migsnia sercowego [195].
Pomimo tego, leki przeciwpsychotyczne nadal pozostaja podstawa leczenia pacjentow
psychiatrycznych. Konieczna jest jednak zwickszona $wiadomos$¢ bezpieczenstwa
sercowo-naczyniowego tych srodkow i $ciste monitorowanie stanu pacjentow.

Wsrod wielu pacjentéw leczonych na schizofreni¢ obserwuje si¢ sktonno$¢ do
zaburzen rytmu serca, takich jak na przyklad zesp6t Brugadow [196]. Co wigcej,
przyjmowanie lekow przeciwpsychotycznych moze takze zmienia¢ aktywnos$é
elektryczng serca, przyczyniajac si¢ najczg¢sciej do wydluzenia odstepu QTc
(kalkulowany odstep QT), nawet u pacjentow miodszych, a w szczegdlnosci kobiet
[197,198]. Powoduje to zwigkszone ryzyko wystgpienia arytmii typu torsades de
pointes oraz naglej $mierci sercowej. Istotny jest rowniez fakt, ze ryzyko wydtuzenia
odstepu QTc zalezy od dawki leku, a dodanie drugiego leku przeciwpsychotycznego
zwigksza to ryzyko w porownaniu z monoterapia [199]. Przeprowadzone badania
I metaanalizy wskazujg, ze najwyzszy potencjal wydluzajacy odstep QTc majg przede
wszystkim: amisulpryd, paliperidon, risperidon, sertindol, ziprasidon i tiorydazyna
[200]. Natomiast w celu uniknigcia wydtuzenia odstgpu QTc oraz zmniejszenia ryzyka
czestoskurczu komorowego lekarze moga zaleci¢ pacjentom stosowanie aripiprazolu,
brekspiprazolu lub olanzapiny, w zarejestrowanych dawkach. [201]. Co wigcej, zaleca
si¢ ocen¢ ryzyka arytmii u pacjentow, jeszcze przed zaoferowaniem leczenia
atypowymi lekami przeciwpsychotycznymi, a takze rutynowe monitorowanie EKG
(elektrokardiogramu) u wszystkich pacjentow stosujacych te leki, pod katem
wydhuzenia odstepu QTc [202,203].

Drugim,  bardzo  czgstym  dziataniem  niepozadanym  zwigzanym
Z przyjmowaniem neuroleptykéw jest spadek cisnienia tetniczego 1 omdlenia.
Wynikajace z tego upadki moga prowadzi¢ do niebezpiecznych powiktan, takich jak:
ztamania biodra, przemijajace ataki niedokrwienne, rzadziej zawatl migsnia sercowego,
a nawet Smier¢ [204]. Problem hipotensji ortostatycznej wigze si¢ z blokadg receptoréw
adrenergicznych ay, stad szczegdlnie niebezpieczne moga by¢ leki charakteryzujace si¢
wysokim powinowactwem wobec tych receptoréw, takie jak: iloperidon, ziprasidon,
risperidon, kwetiapina, asenapina, haloperidol, chloropromazyna czy perfenazyna [205].

U pacjentow przyjmujacych klozaping, szczegélnie na poczatku leczenia, takze
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zaobserwowano zwigkszone ryzyko niedoci$nienia, stad zaleca si¢ poczatkowe
przyjmowanie mozliwie niskich dawek tego leku [206].

Badania zwracajg rowniez uwage na rozwijajacg si¢ w trakcie leczenia
neuroleptykami tachykardi¢. Czestoskurcz serca pojawia si¢ niemal u jednej trzeciej
pacjentow leczonych klozaping [207]. Co wigcej, wieloogniskowy czestoskurcz
przedsionkowy moze rozwing¢ si¢ takze u osob stosujgcych risperidon [208]. Wazne
jest zatem, by wykryta tachykardi¢ w trakcie terapii psychiatrycznej kontrolowaé za
pomoca badania EKG, a jesli konieczne niezwlocznie leczyc.

Biorac pod uwage towarzyszace leczeniu przeciwpsychotycznemu liczne
dziatania niepozadane, szczegélnie ze strony ukladu krazenia, bardzo wazne jest
poszukiwanie nowych lekéw w terapii schizofrenii, ktore przy wysokiej skutecznosci
i dobrej tolerancji, bytyby pozbawione niekorzystnego wptywu na uktad sercowo-

naczyniowy.

1.9 Podsumowanie

Leczenie schizofrenii wcigz nalezy do jednego z najtrudniejszych wyzwan
wspoélczesnej] medycyny. Ogromny postep naukowy oraz badania prowadzone
W obszarze psychiatrii pozwalaja poznawac ztozone i skomplikowane patomechanizmy,
lezace u Zrdédla choroby i tym samym otwieraja nowe kierunki poszukiwan lekow.
Pomimo tak wielu nowych teorii schizofrenii, dostgpne obecnie na rynku leki
przeciwpsychotyczne, blokujace receptory dopaminergiczne D, i serotoninergiczne
5-HT,a wciaz pozostaja najskuteczniejsze w leczeniu klinicznym pacjentow,
niezaleznie od swoich ograniczen. Badania wskazuja na r6zne efekty leczenia pomigdzy
klasycznymi i atypowymi neuroleptykami [209]. Okazuje si¢ bowiem, ze terapia
olanzaping moze chroni¢ przed progresywna utrata substancji szarej, czego nie
zaobserwowano w przypadku terapii haloperidolem [209]. Pozwala to stwierdzié, ze
atypowe neuroleptyki, ktore poza blokada receptorow dopaminergicznych Do,
antagonizuja réwniez receptory serotoninergiczne 5-HT,a, moga leczy¢ nie tylko
objawy schizofrenii, ale takze podstawowy proces chorobowy. Na tej podstawie
sugeruje si¢, ze przewaga atypowych neuroleptykow tkwi w mozliwosci blokowania

nadmiernej transmisji serotoninergicznej, jako gtdéwnego zrédta choroby [26].
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Co wigcej, dostgpne badania przedkliniczne wskazuja na istotng rolg agonistow
receptora serotoninergicznego 5-HT;a w leczeniu schizofrenii, a takze ich efekty
przeciwdepresyjne, anksjolityczne, redukujace objawy negatywne i pozapiramidowe
oraz pozytywny wplyw na procesy poznawcze [210,211]. Podkresla sig¢, ze
postsynaptyczny agonizm do receptoréw serotoninergicznych 5-HT;a moze miec
korzystne efekty terapeutyczne w $wietle teorii glutaminergicznej schizofrenii [212].
Dodatkowo, coraz szerzej bada si¢ takze receptory serotoninergiczne 5-HTg i 5-HT>,
jako  potencjalne cele terapeutyczne dla lekow  przeciwpsychotycznych,
przeciwdepresyjnych oraz przeciwlgkowych. W zwierzgcych modelach zaburzen
psychicznych udowodniono istotng aktywnos$¢, zarowno wsrdd agonistow jak
I antagonistow receptorow 5-HTs, a w przypadku ich blokady takze korzystne efekty na
zaburzenia poznawcze oraz procesy pamigci i uczenia si¢ [213,214]. Z kolei antagonisci
receptora 5-HT7; wykazuja w badaniach skuteczno$¢ zaréwno w leczeniu standéw
depresyjnych jak i lgkowych, a takze udzial w regulacji snu [215,216], co stanowi
pozadane cechy dla potencjalnego leku przeciwpsychotycznego, 0 wielokierunkowym
mechanizmie dziatania.

W pelni uzasadnione jest zatem poszukiwanie nowych lekéw, wlasnie wsrod
antagonistow, czy tez czeSciowych agonistow receptora dopaminergicznego D
i serotoninergicznego 5-HTa, z dodatkowym powinowactwem do innych receptorow
serotoninergicznych, tj. 5-HT;a, 5-HTs i 5-HT7. Badanie takich wielofunkcyjnych
ligandow stato si¢ inspiracjg dla powstania niniejszej pracy doktorskiej, z nadziejg na
postep w poszukiwaniu nowych potencjalnych lekow, skuteczniej zwalczajacych
objawy negatywne schizofrenii, poprawiajacych funkcje poznawcze oraz tagodzacych
schorzenia wspoOlwystepujace takie jak: depresja 1 Igk, przy rownocze$nie
zminimalizowanym niekorzystnym wplywie na uktad sercowo-naczyniowy. Koncepcja
ta jest zgodna z aktualnym kierunkiem poszukiwan nowych lekéw oddziatywujacych

réwnoczesnie na wiele celow biologicznych (MTA — multi-target agent) [217,218].
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2 Cel

Celem niniejszej pracy bylo oznaczenie potencjalnej aktywnoSci
przeciwpsychotycznej o$miu nowych pochodnych salicylamidu, zbadanie ich
aktywnos$ci przeciwdepresyjnej i przeciwlgkowej w testach behawioralnych u myszy
oraz okreslenie wplywu na uklad sercowo-naczyniowy. Dla wybranych zwigzkow
0znaczono rowniez potencjalng aktywnos¢ przeciwpsychotyczng u szczurdw, zbadano
aktywno$¢ przeciwlekowa w teScie zagrzebywania u myszy oraz zweryfikowano ich
wplyw na funkcje kognitywne u myszy w teScie biernego unikania I w tescie

rozpoznawania nowego obiektu.
We wstepnych badaniach farmakologicznych okreslono:

w badaniach in vitro:

- powinowactwo do receptorow dopaminergicznych D;

- powinowactwo do receptorow serotoninergicznych 5-HT1a, 5-HT 4, 5-HTg, 5-HT7
- powinowactwo do receptoréw adrenergicznych oy i oy

- aktywno$¢ wewnetrzng wobec receptoréw dopaminergicznych D,

- aktywno$¢ wewngtrzng wobec receptorow serotoninergicznych 5-HTa, 5-HT2a
i 5-HT;

w badaniach in vivo:

- potencjalng aktywnos¢ przeciwpsychotyczna w tescie hiperlokomocji indukowane;j
podaniem MK-801 (dizocylpiny) oraz amfetaminy u myszy

- potencjalng aktywno$¢ przeciwdepresyjng w tescie wymuszonego plywania oraz

W tescie zawieszania za 0gon u myszy

- potencjalng aktywnosc¢ przeciwlgkowa w tescie czterech ptytek i w tescie uniesionego
labiryntu krzyzowego u myszy

- wptyw na ruchliwo$¢ spontaniczng u myszy

- wptyw na indukowanie katalepsji w tescie metalowego preta u myszy

- wptyw na koordynacje ruchowa w tescie rotarod u myszy

w badaniach weryfikujacych wptyw na uktad sercowo-naczyniowy:
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- wptyw na ci$nienie skurczowe i rozkurczowe krwi u normotensyjnych szczuréw
,metodg ostrg”
- wplyw na presyjne dziatanie metoksaminy u szczuréw

- wplyw na prawidtowy elektrokardiogram u szczuroéw

W rozszerzonych badaniach farmakologicznych dla wyselekcjonowanych zwigzkow
0Znaczono.

- potencjalng aktywno$¢ przeciwpsychotyczng w teScie otwartego pola po podaniu
MK-801 u szczurdéw

- potencjalng aktywnos¢ przeciwpsychotyczng w tescie bramkowania
przedsygnatowego po podaniu MK-801 u szczurow

- potencjalng aktywno$¢ przeciwlgkowa w tescie zagrzebywania u myszy

- wplyw na funkcje kognitywne w tescie biernego unikania oraz w tescie

rozpoznawania nowego obiektu u myszy

- Wptyw na zdolno$¢ odwracania deficytow pamigciowych wywotanych podaniem

MK-801 w tescie biernego unikania i w tescie rozpoznawania nowego obiektu u myszy

41



Materiaty

3 Materialy

3.1 Badane zwiazki

Badaniami farmakologicznymi obj¢to osiem nowych arylopiperazynoalkilowych
pochodnych salicylamidu, zsyntetyzowanych w Instytucie Chemii i Technologii
Organicznej Politechniki Krakowskiej przez dr inz. Jolante Jaskowska, we wspotpracy
z Zakladem Chemii Lekéw Katedry Chemii Farmaceutycznej Wydziatu
Farmaceutycznego UJ CM, pod kierunkiem prof. dr hab. Marcina Kotaczkowskiego.
Symbole, nazwy chemiczne oraz wzory badanych zwigzkéw przedstawiono ponizej
(Ryc. 3.1-3.8).

Wzory badanych zwiazkow

O\/\/\N/\

NH, K/N HCI

Cl

Ryc. 3.1 Wz6r strukturalny zwiazku JJGWO01
JIGWO01

chlorowodorek 2-{4-[4-(3-chlorofenylo)piperazyn-1-ylo]butoksy}benzamidu
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Q\l c

NH,

Ryc. 3.2 Wzér strukturalny zwiazku JJGWO02

JIGWO02
chlorowodorek 2-({5-[4-(3-chlorofenylo)piperazyn-1-ylo]pentylo}oxy)benzamidu

OW\/\

N/\ HCl
= @
NH,

Cl

Ryc. 3.3 Wzoér strukturalny zwiazku JJGWO03
JIGWO03
chlorowodorek 2-({6-[4-(3-chlorofenylo)piperazyn-1-ylo]heksylo}oksy)benzamidu
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NH
2
]
CH, HCI
Ryc. 3.4 Wzér strukturalny zwiazku JJGW07
JIGWO07
chlorowodorek 2-{4-[4-(2-metoksyfenylo)piperazyn-1-ylo]butoksy}benzamidu
K\ N
© ~ N N N \) O
~
CH,
0
HCI
NH,

Ryc. 3.5 Wzér strukturalny zwiazku JJGWO08

JIGWO08
chlorowodorek 2-({5-[4-(2-metoksyfenylo)piperazyn-1-ylo]pentylo}oksy)benzamidu
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HCI
o (A
NH,
I
CHj
Ryc. 3.6 Wz6r strukturalny zwiazku JJGW09
JIGW09
chlorowodorek 2-({6-[4-(2-metoksyfenylo)piperazyn-1-ylo]heksylo}oksy)benzamidu
o
O N\) O
“CH;,
0
HCI
NH,

Ryc. 3.7 Wzor strukturalny zwiazku JJGW11

JIGW11
chlorowodorek 2-[(3-{[4-(2-metoksyfenylo)piperazyn-1-
ylo]metylo}fenylo)metoksy]benzamidu
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0 N
0
= 0O
|
NH, CHy  HCI

Ryc. 3.8 Wzér strukturalny zwiazku JJGW12

JIGW12
chlorowodorek 2-[(4-{[4-(2-metoksyfenylo)piperazyn-1-
ylo]metylo}fenylo)metoksy]benzamidu

3.2 ZwiazKi odniesienia

W  przeprowadzonych badaniach, w zalezno$ci od eksperymentu uzyto

nastepujacych zwigzkow odniesienia:

- Aripiprazolu
- Diazepamu

- Klozapiny

- Mianseryny

- Moklobemidu
- Olanzapiny

3.3 Lekiiodczynniki

Podczas wykonywanych eksperymentéw stosowano ponizsze leki i odczynniki:

- [’H]-8-OH-DPAT (aktywno$¢ specyficzna 106 Ci/mmol, Perkin Elmer, USA)
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- [*H]-ketanseryna (aktywno$¢ specyficzna 60 Ci/mmol, Perkin Elmer, USA)

- [*H]-klonidyna (aktywnos¢ specyficzna 70,5 Ci/mmol, NEN Life Science Products,
USA)

- [’H]-LSD (aktywno$¢ specyficzna 250 Ci/mmol, Perkin Elmer, USA)

- [3H]- metylspiperon (aktywno$¢ specyficzna 250 Ci/mmol, Perkin Elmer, USA)
- [*H]-prazosyna (aktywno$¢ specyficzna 19,5 Ci/mmol, NEN Life Science Products,
USA)

- 1% roztwor Tween 80 (Tween 80, J.T.Baker, Wielka Brytania)

- (+)-Butaklamol ((+)-Butaclamol hydrochloride, Sigma-Aldrich, Niemcy)

- a-metyloserotonina (a-methylserotonin maleate, Sigma-Aldrich, Niemcy)

- Amfetamina (Amphetamine hydrochloride, Sigma-Aldrich, Niemcy)

- Apomorfina (Apomorphine hydrochloride hemihydrate, Sigma-Aldrich, Niemcy)
- Aripiprazol (Aripiprazole, Sigma-Aldrich, Niemcy)

- Chlorek magnezu (Magnesium chloride, Sigma-Aldrich, Niemcy)

- Chlorek sodu 0,9% roztwor (Natrii chloratum 0,9% inj., Polpharma, Polska)

- Chlorek wapnia (Calcii chloridum anhydricum, P.O.Ch. S.A., Polska)

- Diazepam (Diazepamum, Tocris Bioscience,Wielka Brytania)

- Dizocylpina (MK-801) (Dizocilpine hydrogen maleate, Sigma-Aldrich, Niemcy)
- DMSO (Dimethyl sulfoxide, Sigma-Aldrich, Niemcy)

- EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid, Sigma-Aldrich, Niemcy)

- Fentolamina (Phentolamine hydrochloride, Sigma-Aldrich, Niemcy)

- Haloperidol (Haloperidol, Sigma-Aldrich, Niemcy)

- Heparyna (Heparyn sodium inj. 25000 j.m./ml, Warszawskie Zaktady Farmaceutyczne
Polfa S.A., Polska)

- HEPES (Hepes solution, Sigma-Aldrich, Niemcy)

- Ketanseryna (Ketanserin (+)-tartrate, Sigma-Aldrich, Niemcy)

- Klonidyna (Clonidine hydrochloride, Sigma-Aldrich, Niemcy)

- Klozapina (Clozapine, Sigma-Aldrich, Niemcy)

- Mianseryna (Mianserin hydrochloride, Tocris Bioscience, USA)

- Metiotepina (Methiothepine mesylate salt, Sigma-Aldrich, Niemcy)

- Metoksamina (Methoxamine hydrochloride, Sigma-Aldrich, Niemcy)

- Moklobemid (Moclobemide, Sigma-Aldrich, Niemcy)

- Olanzapina (Olanzapine, Sigma-Aldrich, Niemcy)

- Quinpirol ((-)-Quinpirole hydrochloride, Sigma-Aldrich, Niemcy)
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- Serotonina (Serotonin hydrochloridum, Tocris Bioscience, USA)
- Tiopental (Thiopentalum natricum, Sandoz GmgH, Austria)
- TRIS (Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Sigma-Aldrich, Niemcy)

- Woda do iniekcji (Aqua pro injectione inj. 10 ml, Polpharma, Polska)

3.4 Zwierzeta

Badania przeprowadzono na myszach samcach rasy Swiss Albino (Krf:CD-1),
0 masie ciata 18-25 g oraz szczurach normotensyjnych szczepu Wistar (Krf:(WI1) WU),
0 masie ciata 170-350 g. Zwierzeta trzymano w standardowych klatkach odpowiednich
do ich rozmiaréw (po 10 myszy i po 4 szczury w jednej klatce), w pomieszczeniu
o temperaturze 20-24°C, z 12-godzinnym cyklem $wietlnym. Karmione byly
standardowg pasza granulowang przeznaczong dla zwierzat laboratoryjnych i pojone
filtrowang woda wodociaggowa w dowolnych ilosciach. Grupy badane liczyly
w zalezno$ci od eksperymentu 8-10 myszy lub 6-8 szczurow. Wszystkie eksperymenty
wykonane w ramach niniejszej pracy badawczej uzyskaty akceptacje | i Il Lokalnej
Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierz¢tach w Krakowie (uchwaty nr
262/2015, 102/2016, 170/2018) oraz Il Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw
Doswiadczen na Zwierzgtach przy SGGW w Warszawie (uchwata nr
WAW?2/130/2018).

3.5 Aparatura

W przeprowadzonych badaniach stosowano ponizsza aparaturg:

- Aktometry - klatki do pomiaru ruchliwosci z wbudowang fotokomorka firmy Opto M3
- Aparat do pomiaru ci$nienia t¢tniczego u matych zwierzat - DATAMAX-BPL-8
(Columbus Instruments, Ohio, USA)

- Aparat do testu czterech ptytek (Panlab, Hiszpania)

- Aparat Rotarod RR 0711 (MAY, COMMAT Ltd., Turcja)

- Aparat do testu biernego unikania LE872 (Bioseb, Francja)
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- Aparat do testu bramkowania przedsygnatowego (SR-LAB, San Diego Instruments,
San Diego, CA, USA)

- Czytnik mikroptytek EnVision (PerkinElmer, USA)

- Elektrokardiograf Multicard E-30 (Varimex, Polska)

- Elektrokardiograf AsSCARD B5 (Aspel S.A., Polska)

- Filtry Whatman GF/B (Whatman, Wielka Brytania)

- Homogenizator ULTRA-TURRAX, T 25 basic (IKA LABORTECHNIK, Niemcy)
- Licznik scyntylacyjny MicroBeta Trilux 1450 (Perkin Elmer, USA)

- Mieszadto hematologiczne (Wigo, Polska)

- Mikroptytki OptiPlate-96 (Perkin Elmer, USA)

- Miniwiréwka MCF 2360 (OMNILAB, Niemcy)

- Myjka ultradzwigkowa Sonic-3 (Polsonic, Polska)

- Oprogramowanie komputerowe GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, USA)

- Ptyn scyntylacyjny Ultima Gold MV (Perkin Elmer, USA)

- Pytki inkubacyjne MAFCNOB 10 (Millipore Sp. z 0.0., Polska)

- Stacja do pipetowania Rainin Liquidator (MettlerToledo, USA)

- System do pomiaru luminescencji MicroBeta2 LUumiJET (Perkin Elmer, USA)

- System do zmywan Harvester-96 (Filtermate Harvester, Perkin Elmer, USA)

- System $ledzenia wideo (SMART, Panlab SL, Barcelona, Hiszpania)

- Test immunologiczny LANCE Ultra cAMP (PerkinElmer, USA).

- Uniesiony labirynt krzyzowy (Campden Instruments Ltd, Wielka Brytania)

- Waga analityczna XA110 (Radwag, Polska)

- Wirowka MPW-375 (MPW Med. Instruments, Polska)

- Oprogramowanie aL.ab (aLab.io)

3.6 Obliczenia statystyczne

Wyniki eksperymentow przedstawiono jako $rednie z pomiaréw =+ blad
standardowy $redniej (= SEM). Przy poréwnywaniu warto$ci Srednich dla kilku réznych
badanych grup wykorzystano jednoczynnikowsg analiz¢ wariancji ANOVA, natomiast
dla dwoch grup sparowany test t-Studenta. W przypadku badania wpltywu na

prawidtowy elektrokardiogram zastosowano jednoczynnikowa analize¢ wariancji
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ANOVA z powtérzonymi pomiarami, a dla badania wplywu na cisnienie tetnicze krwi,
testu bramkowania przedsygnatowego i testu biernego unikania uzyto dwuczynnikowe;j
analizy wariancji ANOVA z powtoérzonymi pomiarami. Do porownania warto$ci post
hoc  wykorzystano ~w  zaleznosci od  eksperymentu  test ~ Newman-
Keuls’s/Dunnett’a/Tukey’a lub test Bonferroni’ego. Roznice $rednich uznawano za
znamienng statystycznie przy poziomie istotnosci p<0,05. W przypadku testu
rozpoznawania nowego obiektu przy obliczeniach postuzono si¢ testem t-Studenta dla
jednej préby. Analogicznie jak wyzej, roznice migdzy Srednig, a wartoscig testowang
uznawano za istotng statystycznie przy poziomie istotnosci p<0,05. Minimalng dawke
kataleptogenna okreslono wedhug metody opisanej przez Ogren’a i wspdlpracownikow
[219]. W tescie rotarod dla kazdego zwigzku obliczono warto$¢ EDsg [220], tj. dawke
przy ktorej 50% zwierzat nie jest w stanie utrzymac si¢ na krgcacym sie precie.
W przypadku badan wigzania radioligandéw, uzyskane dane dopasowano do réwnania
krzywej jednomiejscowej, uzywajac oprogramowania GraphPad Prism 5.0, a warto$¢

Ki (stata inhibicji) oszacowano na podstawie rownania Chenga-Prusoffa [221]:

Ki:|C50/1+(LO/KD)

ICso- stezenie zwigzku, w ktorym zaobserwowano 50% jego maksymalnego dzialania
hamujacego
Lo — stezenie znakowanego ligandu

Kp- stata dysocjacji znakowanego ligandu

W przypadku badan funkcjonalnych, wartosci ICs i ECsg (stezenie zwigzku, w ktorym
zaobserwowano 50% jego maksymalnego dziatania) okre$lono za pomoca nieliniowej
analizy regresji, przy uzyciu oprogramowania GraphPad Prism 5.0. Warto$ci Kd (stata
roéwnowagi dysocjacji dla kompetycyjnego antagonisty) ustalono za pomocg réwnania
Chenga Prusoffa [221].
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4 Metody

4.1 Badania wstepne

Badania in vitro

41.1 Badanie powinowactwa do receptorow dopaminergicznych D)
serotoninergicznych 5-HT1a, 5-HT>4, 5-HTg, 5-HT7 oraz adrenergicznych o,

i(lz

Badania radioreceptorowe przeprowadzono z uzyciem bton komorkowych linii
komorkowej CHO-K1 ze stabilng ckspresja ludzkiego receptora w przypadku
receptoréw 5-HT,a, 5-HTg, 5-HT7 oraz D,. W pozostatych oznaczeniach wykorzystano
tkank¢ moézgowa szczura, a konkretnie: hipokamp, dla receptorow 5-HTia 1 korg
moézgowg dla receptoréw adrenergicznych (Tab. 4.1). Wszystkie eksperymenty
przeprowadzono na 96-dotkowych mikroptytkach. Kazda mieszanina reakcyjna
zawierata: 50 pl odpowiedniego rozcienczenia badanej substancji, 50 pl znakowanego
trytem liganda w zadanym st¢zeniu oraz 150 ul materialu biologicznego, bedacego
zrodtem receptorow. Odpowiednie warunki dla poszczegdlnych procedur obejmujace:
zrodilo biatka receptorowego, znakowane ligandy, wigzania niespecyficzne, wobec
ktorych oznaczano powinowactwo, odpowiednie bufory i warunki inkubacji
wyszczegdlniono w Tabeli 4.1. Po inkubacji mieszaning reakcyjna filtrowano przez filtr
z witokna szklanego GF/B za posrednictwem harwestera do ptytek (Filtermate
Harvester, Perkin Elmer, USA). Nastepnie, ptytke filtracyjng przeptukiwano
odpowiednim buforem, suszono, zalewano ptynem scyntylacyjnym Ultima Gold MV
(Perkin Elmer, USA) i dokonywano pomiaru. Radioaktywno$¢ mierzono w liczniku
scyntylacyjnym MicroBeta Trilux 1450 (Perkin Elmer, USA). Wszystkie badane
substancje oznaczano w dwukrotnych powtorzeniach. Wyniki obliczono metoda regresji

nieliniowej przy uzyciu programu GraphPad Prism.
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Tab. 4.1 Warunki oznaczen radioreceptorowych

Metody

Receptor Zrodlo biatka Radioligand Wiazanie niespecyficzne Bufor Warunki
receptorowego inkubacji
D, Komorki ze stabilng [*H]-metylspiperon 10 uM (+)-butaklamol NHME 60 min, 30°C
ekspresja ludzkiego (stezenie koncowe 0,4 nM)
receptora D,
5-HTa Hipokamp szczura [*H]-8-OH-DPAT 10 uM serotonina 50mM Tris-HCI 20 min, 37°C
(stezenie koncowe 1,0 nM) pH 7,7
5-HTza Komorki ze stabilng [*H]-ketanseryna 1 uM ketanseryna 50mM Tris-HCI 60 min, 27°C
ekspresjg ludzkiego (stezenie koncowe 1,0 nM) pH 7,4
receptora 5-HTa 4mM CaCl,
5-HT, Komorki ze stabilng [*H]-LSD 10 uM metiotepina 50mM Tris-HCI 60 min, 37°C
ekspresja ludzkiego (stezenie koncowe 1,0 nM) pH 7,4
receptora 5-HTg 10mM MgCl,
0,5mM EDTA
5-HT; Komorki ze stabilng [*H]-LSD 10 uM metiotepina 50mM Tris-HCI 60 min, 30°C
ekspresja ludzkiego (stezenie koncowe 3,0 nM) pH 7,4
receptora 5-HT; 10mM MgCl,
1mM EDTA
oy Kora mézgowa szczura [*H]-prazosyna 10 uM fentolamina 50mM Tris-HCI 30 min, 30°C
(stezenie koncowe 0,2 NM) pH 7,6
o Kora mozgowa szczura [*H]-klonidyna 10 uM klonidyna 50mM Tris-HCI 25 min, 30°C
(stezenie koncowe 2,0 nM) pH 7,6
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4.1.2 Badanie aktywnoS$ci wewnetrznej wobec receptoréw dopaminergicznych D,

oraz serotoninergicznych 5- HT1a1 5- HT2a

Wykonane analizy funkcjonalne oceniajace wewnatrzkomorkowe stezenie
jonéw wapnia wykorzystujg enzym ekworyng, wrazliwg na ich stezenie — metoda
AequoScreen (Perkin Elmer). Forma nieaktywna enzymu — apoekworyna, aby moc
przeksztatci¢ si¢ w forme aktywna potrzebuje grup prostetycznych (koelenterazyna h).
W wyniku aktywacji apoekworyny dochodzi do zwigzania jonéw wapnia, oksydacji
koelenterazyny w koelenteramid, produkcji dwutlenku wegla oraz emisji $wiatla.
Natezenie $wiatla mierzone luminescencyjnie w trybie szybkiej kinetyki jest
proporcjonalne do stezenia jondw wapnia. Badania te przeprowadzono wedtug
protokotu dostarczonego przez producenta.

Zwigzki badane i referencyjne rozpuszczono w dimetylosulfotlenku (DMSO)
w stezeniu 1 mM. W ptytce 96-dotkowej wykonano od 8 do 10 seryjnych rozcienczen
zwigzkéw badanych. Badanie aktywnos$ci wewnetrznej zwigzkéw wykonano przy
uzyciu linii komoérkowej CHO-K1, ze stabilng ekspresja ludzkiego receptora
sprzezonego z konkretnym biatkiem G w zaleznosci od rodzaju receptora: dla receptora
D, biatko G aqi/5, a dla receptorow 5-HT1a | 5-HT 4 biatko Gal6 (Tab. 4.2). Warunki
dla poszczegbdlnych procedur obejmujace: rodzaj sprz¢zonego biatka G, stgzenie
komorek oraz rodzaj i stezenie referencyjnego agonisty przedstawiono w Tabeli 4.2.

Po rozmrozeniu komorki przeniesiono do medium DMEM/HAMF12
z dodatkiem 0,1% albuminy wolnej od proteaz (BSA) i odwirowano. Pellet komorkowy
ponownie zawieszono w medium z dodatkiem koelenterazyny h w koncowym stgzeniu
5 uM. Zawiesing komorek inkubowano w 16°C w ciemnoSci, ciggle mieszajac za
pomoca mieszadta hematologicznego. Nastgpnie komorki rozciefnczono medium
DMEM/HAMF12 z dodatkiem 0,1% BSA do odpowiedniego stezenia (Tab. 4.2)
i dodatkowo inkubowano 1 h w 16°C, ciagle mieszajac. Do dotkow mikroptytki 96-
dotkowej typu Optiplate naniesiono 50 pl zwigzku badanego i zadozowano 50 pl
zawiesiny komorek przy uzyciu urzadzenia MicroBeta2 LumiJET (PerkinElmer, USA),
a nastgpnie wykonano pomiar luminescencji przez 30-60 sekund. W trybie antagonisty
po 15-60 minutach inkubacji w zaleznosci od typu receptora, do zawartosci dotka
badanej ptytki dodano agoniste¢ w stezeniu rownym ECgy i ponownie rejestrowano

nat¢zenie sygnatu (Tab. 4.2) Wyniki przeprowadzonych eksperymentow zostaly
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poddane szczegotowej analizie przy uzyciu programu GraphPad Prism z wyznaczeniem

nalezytych wartosci (ECsg, 1Csp, SD, SEM, Kb).

Tab. 4.2 Parametry analiz funkcjonalnych metoda AequoScreen w zaleznoSci od
rodzaju receptora

Receptor Sprzezone bialko G~ Stezenie komoérek Referencyjny agonista
D, G aqi/5 250 000/ml Quinpirol (8 nM)
5-HTia Galé 100 000/ml Serotonina (100 nM)
5-HT>a Galé6 100 000/ml a-metyloserotonina (30 nM)

4.1.3 Badanie aktywnoS$ci wewnetrznej wobec receptoréw serotoninergicznych

S5-HT7

Zwiazki badane i referencyjne rozpuszczono w dimetylosulfotlenku (DMSO)
w stezeniu 1 mM. W ptytce 96-dotkowej wykonano od 8 do 10 seryjnych rozcienczen
zwigzkéw badanych. Badanie aktywnos$ci wewnetrznej zwigzkéw wykonano przy
uzyciu linii komorkowej CHO-K1, ze stabilng ekspresja ludzkiego receptora 5-HT7
sprzezonego z biatkiem G oraz genem reporterowym beta-laktamazy (bla) pod kontrolg
CRE (ang. cAMP responsive element), ktory odpowiada na poziom cyklicznego AMP
(CAMP) (Life Technologies). Wptyw zwiazkow na aktywnos¢ cyklazy adenylanowej,
tym samym wtornego przekaznika informacji jakim jest CAMP, zostat zbadany przy
uzyciu homogennej metody TR-FRET LANCE Ultra cAMP (Perkin Elmer). Zasada
metody oparta jest o wspotzawodnictwo pomiedzy CAMP znakowanym a wolnym. Test
przeprowadzono zgodnie ze standardowym protokotem dostarczonym przez
producenta.

Rozmrozone komoérki zawieszono w buforze stymulacyjnym (HBSS, 5 mM
HEPES, 0,5 IBMX i1 0,1% BSA, pH 7,4), zwirowano, a pellet komoérek rozcienczono
powyzszym buforem do stezenia 200 000 komodrek/ml. 10 pl zawiesiny komorek
dodano do 10 pl zwigzkoéw badanych. Analizy wykonywano przy uzyciu 96-dotkowe;]
mikroptytki ze zmniejszong o potowe¢ powierzchnig dotka. Potencjalng odpowiedZ
agonistyczng zwigzkow sprawdzono w ukladzie eksperymentalnym: zwigzek oraz
komorki. Badanie odpowiedzi antagonistycznej zwigzku sprawdzano poprzez dodanie
serotoniny w stezeniu koncowym 10 nM (ECgp). Zawartos¢ ptytki inkubowano przez 60

minut w temperaturze pokojowej (22°C). W nastgpnym etapie badan, do zawartosci
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dotkow ptytki analitycznej dodano 10 pl odczynnika EucAMP Tracer i 10 pl ULight-
anti-cAMP, doktadnie wymieszano, inkubowano przez 1 h takze w temperaturze
pokojowej (22°C). Do odczytania wynikéw wykorzystano czytnik mikroptytek
EnVision (PerkinElmer, USA). Wyniki przeprowadzonych eksperymentow zostaly
poddane szczegdtowej analizie przy uzyciu programu GraphPad Prism z wyznaczeniem

nalezytych wartosci (ECsg, 1Csp, SD, SEM).

Badania radioreceptorowe i aktywnosci wewngtrznej zostaly wykonane
w Pracowni  Badan  Receptorowych  Katedry = Farmakobiologii ~ Wydziatu
Farmaceutycznego UJ CM pod kierunkiem Prof. dr hab. Gabriela Nowaka.

Badania in vivo

414 Ocena potencjalnej aktywnosci przeciwpsychotycznej w  tescie
hiperlokomocji indukowanej podaniem MK-801 u myszy

Test wykonano wedlug metody opisanej przez Irifune i wsp. [222] z drobnymi
modyfikacjami. Ruchliwos¢ zwierzat mierzono w aktometrach tj. w plastikowych
klatkach Opto M3 o wymiarach 22 x 12 x 13 cm, polagczonych z komputerem
zaopatrzonym w program MultiDevice Software v. 1.30 firmy Columbus Instruments.
Klatki doswiadczalne wyposazone zostaty w zrodta podczerwieni po jednej ze stron
oraz czujniki odbierajace wysytane promienie, umieszczone po drugiej stronie klatki.
Przekroczenie przez zwierz¢ kazdej] wiazki promieni podczerwonych byto
kwalifikowane jako aktywnos¢ ruchowa (ambulacja). Zwierzeta umieszczano
w klatkach doswiadczalnych pojedynczo, bezposrednio po podaniu badanych zwigzkow
na 30 minut przed rozpoczeciem testu, w celu adaptacji do nowych warunkow
I wykluczenia wystgpowania nadruchliwosci spowodowanej zmiang otoczenia. Pomiar
spontanicznej aktywnosci lokomotorycznej wykonywano co 5 minut przez 60 minut.

Myszy otrzymywaty dwie iniekcje dootrzewnowo (i.p.): zwiazek badany lub
substancje odniesienia (30 minut przed testem) oraz MK-801 (15 minut przed testem)
w dawce 0,2 mg/kg [223]. Grupy kontrolne otrzymywaly odpowiednio iniekcje
rozpuszczalnika (0,9% NaCl lub 1,0% Tween w przypadku substancji odniesienia)
I MK-801 lub dwie iniekcje rozpuszczalnika (0,9% NaCl lub 0,9% NaCl i 1,0% Tween
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w przypadku substancji odniesienia). Badane zwigzki podawano dootrzewnowo
w zakresie dawek 0,625-2,5 mg/kg. Jezeli zwigzek podany w najnizszej dawce wykazat
aktywno$¢ w tescie, dawke zmniejszano o potowe, az do zaniku potencjalnej
aktywno$ci przeciwpsychotycznej, badz wynikéw nieistotnych statystycznie. Jako
zwigzku odniesienia uzyto olanzapiny, ktoéra podawano dootrzewnowo w dawkach 0,01,
0,03 oraz 0,3 mg/kg. Wszystkie badane zwigzki lub 0,9% roztwor NaCl/1,0% Tween

(grupa kontrolna) podawano w statej objetosci 0,1 ml/10 g masy ciata.

415 Ocena potencjalnej aktywnos$ci przeciwpsychotycznej w  teScie

hiperlokomocji indukowanej podaniem amfetaminy u myszy

Test wykonano wedtug metody opisanej przez O’Neill i wsp. [224] z drobnymi
modyfikacjami. Ruchliwo$¢ zwierzat mierzono analogicznie jak opisano
w podrozdziale 4.1.4.

Myszy otrzymywaly dwie iniekcje: dootrzewnowo zwigzek badany Iub
substancje odniesienia (30 minut przed testem) oraz podskornie (S.c.) amfetaming (30
minut przed testem) w dawce 2,5 mg/kg [225]. Grupy kontrolne otrzymywaty
odpowiednio iniekcje rozpuszczalnika dootrzewnowo (0,9% NaCl lub 1,0% Tween
w przypadku substancji odniesienia) i amfetaming podskornie lub dwie iniekcje
rozpuszczalnika (jedng dootrzewnowo i drugg podskornie) (0,9% NaCl lub 0,9% NaCl
(s.c.) i 1,0% Tween (i.p.) w przypadku substancji odniesienia). Badane zwigzki
podawano w zakresie dawek 0,625-2,5 mg/kg. Jezeli zwigzek podany w najnizszej
dawce wykazat aktywnos¢ w tescie, dawke zmniejszano o potowe, az do zaniku
potencjalnej aktywno$ci  przeciwpsychotycznej, badz wynikéw  nieistotnych
statystycznie. Jako zwigzku odniesienia uzyto olanzapiny, ktéra podawano
dootrzewnowo w dawkach 0,01, 0,03 oraz 0,3 mg/kg. Wszystkie badane zwigzki lub
0,9% roztwor NaCl/1,0% Tween (grupa kontrolna) podawano w statej objetosci 0,1

ml/10 g masy ciala.
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4.1.6 Ocena potencjalnej aktywnosci przeciwdepresyjnej w teScie wymuszonego

plywania u myszy

Test wymuszonego plywania (ang. forced swimming test, FST, Test Porsolt’a)
u myszy wykonywano wedlug metody opisanej przez Porsolt’a i wsp. [226]. Myszy
umieszczano pojedynczo w szklanych cylindrach o wysokos$ci 25 ¢cm i $rednicy 10 cm,
wypetionych wodg o temperaturze 24 + 1°C do wysokosci 10 cm. Zwierzeta
pozostawiano w wodzie na czas 6 minut. Po 2-minutowym okresie adaptacji, gdzie
mysz wykazywata wzmozong aktywno$¢ ruchowa, zwigzang z probami wydostania sie,
przez kolejne 4 minuty mierzono czas bezruchu myszy, a takze czas plywania
i wspinania. Jako bezruch przyj¢to charakterystyczng semihoryzontalng postawe, kiedy
mysz nie poruszala si¢ lub wykonywala minimalne ruchy w celu utrzymania glowy nad
powierzchnig wody. Eksperymenty rejestrowano i oceniano przy uzyciu
oprogramowania aLab.io przez doswiadczonego, zaslepionego obserwatora.

Wszystkie badane zwigzki podawano dootrzewnowo na 30 minut przed
wykonywanym eksperymentem, w zakresie dawek 0,625-2,5 mg/kg. Jezeli zwigzek
podany w najnizszej dawce wykazal aktywnos¢ w tescie, dawke zmniejszano o potowe,
az do zaniku potencjalnej aktywnos$ci przeciwdepresyjnej, badz wynikow nieistotnych
statystycznie. Jako zwigzku odniesienia uzyto mianseryny, ktora podawano
dootrzewnowo w dawkach 5,0 i 10,0 mg/kg. Zwierz¢ta kontrolne otrzymywaty 0,9%

roztwor NaCl. Wszystkie zwigzki podawano w statej objetosci 0,1 ml/10 g masy ciata.

4.1.7 Ocena potencjalnej aktywnosci przeciwdepresyjnej w tescie zawieszania za

0gon u myszy

Test zawieszania za ogon (ang. tail suspension test, TST) wykonano wedlug
metody opisanej przez Steru i wsp. [227]. Myszy zawieszano indywidualnie za ogon za
pomoca tasmy samoprzylepnej o szerokosci 1 cm, 70 cm od podtoza. Podczas 6 minut
trwania testu, mierzono czas bezruchu, czyli bezwladng pozycje ciata zwierzecia.
Eksperymenty zostaly wykonane 1 ocenione przez doswiadczonego, zaslepionego
obserwatora.

Badane zwiagzki podawano dootrzewnowo na 30 minut przed wykonywanym

eksperymentem, w zakresie dawek 0,625-2,5 mg/kg. Jezeli zwigzek podany
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W najnizszej dawce wykazat aktywnos$¢ w tescie, dawke zmniejszano o polowe, az do
zaniku potencjalnej aktywno$ci przeciwdepresyjnej, badz wynikéw nieistotnych
statystycznie. Jako zwigzku odniesienia uzyto moklobemid, ktéry podawano
dootrzewnowo na 60 minut przed testem, w dawkach 10 i 20 mg/kg. Zwierz¢ta
kontrolne otrzymywaty 0,9% roztwér NaCl. Wszystkie zwigzki podawano w statej
objetosci 0,1 ml/10 g masy ciala.

4.1.8 Ocena potencjalnej aktywnos$ci przeciwlekowej w teScie czterech plytek

u myszy

Test wykonano wedlug metody opisanej przez Aron’a i wsp. [228]. Myszy
umieszczano pojedynczo w aparacie, bedacym klatka z nieprzezroczystego plastiku (18
cm X 25 cm x 16 cm) z zamocowanymi w podtodze czterema stalowymi ptytkami (8 cm
X 11 cm), oddzielonymi od siebie 4 mm szczeling. Plytki te podiaczone byly do
generatora nicuszkadzajacych impulséow elektrycznych (0,5 mA, 05 s). Po
15-sekundowym okresie aklimatyzacji, w ciggu nastgpnych 60 sekund myszy karano
elektrowstrzasem, przy przechodzeniu z jednej ptytki na druga, przy czym przerwa
pomigdzy kolejnymi bodzcami wynosita co najmniej 3 sekundy (okres bezpieczny).
Kryterium oceny dzialania przeciwlgkowego byla liczba przekroczen karanych pradem
elektrycznym (za przejscie uznawano 2 konczyny na jednej i 2 konczyny na innej
plytce).

Badane zwiagzki podawano dootrzewnowo na 30 minut przed wykonywanym
eksperymentem, w zakresie dawek 0,625-2,5 mg/kg. Jezeli zwigzek podany
W najnizszej dawce wykazat aktywnos¢ w tescie, dawke zmniejszano o potowe, az do
zaniku potencjalnej aktywnosci przeciwlekowej, badz wynikow nieistotnych
statystycznie. Jako zwigzku odniesienia uzyto diazepamu, ktoéry podawano
dootrzewnowo na 60 minut przed testem, w zakresie dawek 0,625-10 mg/kg. Zwierzgta
kontrolne otrzymywaty 0,9% roztwor NaCl. Wszystkie zwigzki podawano w statej
objetosci 0,1 ml/10 g masy ciata.
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4.1.9 Ocena potencjalnej aktywno$ci przeciwlekowej w teScie uniesionego

labiryntu krzyzowego u myszy

Test uniesionego labiryntu krzyzowego (opisany pierwotnie przez Lister’a [36])
przeprowadzono wedlug metodyki okreslonej przez Satat i wsp. [37]. Uniesiony
labirynt krzyzowy sklada si¢ z przeciwstawnie umiejscowionych dwoch ramion
otwartych (30 cm % 5 cm) | dwoch zamknigtych (30 cm x 5 cm % 25 ¢cm) polgczonych
centralng platformg (5 cm x 5 c¢cm), co w catoSci tworzy ksztalt znaku plus. Myszy
umieszczano pojedynczo w centralnym polu aparatu, z glowa zwrocona w kierunku
jednego z ramion zamknigtych. Zachowanie zwierzat obserwowano przez 5 minut. Po
kazdej myszy urzadzenie dezynfekowano 70° etanolem. Mierzono liczbg wejsé
zwierzecia do ramion otwartych i zamknigtych, a takze czas spedzony w ramionach
otwartych i zamknigtych labiryntu. Eksperymenty rejestrowano i oceniano przy uzyciu
oprogramowania aLab.io przez doswiadczonego, zaslepionego obserwatora.

Wszystkie badane zwigzki podawano dootrzewnowo na 30 minut przed
wykonywanym eksperymentem, w zakresie dawek 0,625-2,5 mg/kg. Jezeli zwigzek
podany w najnizszej dawce wykazal aktywnos¢ w tescie, dawke zmniejszano o potowe,
az do zaniku potencjalnej aktywnosci przeciwlgkowej, badZz wynikoéw nieistotnych
statystycznie. Jako zwigzku odniesienia uzyto diazepamu, ktéry podawano
dootrzewnowo w zakresie dawek 0,625-2,5 mg/kg. Zwierzeta kontrolne otrzymywaty
0,9% roztwor NaCl. Wszystkie zwigzki podawano w statej objetosci 0,1 ml/10 g masy

ciala.

4.1.10 Ocena wplywu badanych zwigzkoéw na ruchliwosé spontaniczng u myszy

Ruchliwos$¢ spontaniczng myszy mierzono w specjalnych klatkach, zwanych
aktometrami, opisanych w podrozdziale 4.1.4. Przekroczenie przez zwierze wiazki
promieni, kwalifikowano jako aktywno$¢ ruchowg. Myszy umieszczano w klatkach
pojedynczo, bezposrednio po podaniu badanych zwigzkéw na okres 30 minut. Po
okresie adaptacji rejestrowano ilos¢ wykonywanych ruchow w odpowiednich
przedziatach czasowych (60 minut dla testu hiperlokomocji, 4 minuty dla testu
wymuszonego ptywania, 6 minut dla testu zawieszania za ogon, 1 minuta dla testu

czterech ptytek i 5 minut dla testu uniesionego labiryntu krzyzowego).
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Badane zwigzki lub 0,9% roztwor NaCl (grupa kontrolna) podawano
dootrzewnowo w statej objetosci 0,1 ml/10 g masy ciata. Eksperyment ten wykonano
w celu wykluczenia wynikow fatszywie dodatnich uzyskanych w przeprowadzonych

wczesniej testach.

4.1.11 Ocena wplywu badanych zwigzkéw na zdolno$é¢ indukowania Kkatalepsji

u myszy

Katalepsj¢ oceniano stosujac metode metalowego preta, opisang przez Ueki
I wsp. [229] z drobnymi modyfikacjami. Tylne fapy myszy pozostawiano na poziomym
blacie, natomiast przednie tapy umieszczano na cylindrycznym metalowym precie
usytuowanym 4 cm nad powierzchnig blatu. Mierzono czas utrzymywania przez
zwierze obu tap na precie po 30, 60 i 120 minutach po podaniu zwiazkow, przy czym
maksymalny czas pomiaru wynosit 60 sekund. Kazdy z pomiaréw obejmowat
trzykrotne stawianie tap zwierzecia na precie chyba, ze mysz przebywata na nim przez
60 sekund, wowczas nie przeprowadzano kolejnej proby. Wynik dla kazdej proby
oceniano W nastepujacy sposob: 0 punktow jesli zwierze utrzymywato wymuszong
pozycje <15 sekund, 1 punkt za utrzymywanie si¢ na precie przez 15-29,9 sekund,
2 punkty za utrzymywanie si¢ przez 30-59,9 sekund oraz 3 punkty za pozostawanie na
precie >60 sekund. Minimalng dawka kataleptogenng okre§lono najnizszag dawke
indukujaca $redni wynik katalepsji >1 w 30, 60 i/lub 120 minucie po podaniu zwigzkow
[219].

Wszystkie badane zwiagzki podawano dootrzewnowo w zakresie dawek 5,0-20,0

mg/kg w statej objetosci 0,1 ml/10 g masy ciata.
Test katalepsji oraz opisane powyzej testy hiperlokomocji po podaniu MK-801

I amfetaminy przeprowadzono w Zaktadzie Farmacji Klinicznej Wydziatu

Farmaceutycznego UJ CM, dzigki uprzejmosci Prof. dr hab. Anny Wesotowskie;j.
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4.1.12 Ocena wplywu badanych zwigzkéw na koordynacje ruchowga myszy

W tescie rotarod

Wplyw badanych zwigzkow na koordynacje ruchowa oceniano w tescie
,rotarod” wedtug Dunham i Miya [230]. Myszy trenowano przez 3 dni, umieszczajac je
indywidualnie na precie o $rednicy 11 cm, obracajacym si¢ z szybkoscig 24 rpm.
Podczas kazdej sesji treningowej zwierzeta pozostawiano na precie przez 3 minuty.
W dniu eksperymentu, ktory nastepowat co najmniej 24 h po ostatniej sesji treningowe;j,
myszom podawano badane zwiazki, a po uptywie 30 minut umieszczano indywidualnie
na krecacym si¢ precie (szybko$¢: 24 rpm) na okres 60 sekund. W trakcie eksperymentu
rejestrowano czas, przez ktory zwierz¢ zdota utrzymaé si¢ na precie. Dla kazdego
zwigzku obliczono warto$¢ EDsg [220], tj. dawke przy ktorej 50% zwierzat nie jest
W stanie utrzymac si¢ na krecgcym si¢ precie.

Badane zwiazki podawano dootrzewnowo w stalej objetosci 0,1 ml/10 g masy

ciala.

Badania weryfikujace wplyw na uklad sercowo-naczyniowy

4.1.13 Ocena wplywu na ci$nienie tetnicze krwi u normotensyjnych szczurow

Ci$nienie t¢tnicze krwi mierzono u normotensyjnych, znieczulonych tiopentalem
(75 mg/kg, i.p.) szczuréw w tetnicy szyjnej wspolnej, przy pomocy aparatu do pomiaru
cisnienia krwi u malych zwierzat typu DATAMAX. Po 15-minutowym okresie
stabilizacji, zwierzetom podawano dozylnie (i.v.) badane zwigzki w stalej objetosci 1,0
ml/kg. Ci$nienie mierzono przed podaniem oraz po 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 i 60
minutach od podania zwigzku. Wszystkie badane zwiazki podawano wyjéciowo
w dawce 5 mg/kg. Jezeli stwierdzono aktywno$¢ hipotensyjng, dawke zmniejszano
0 potowg, az do zaniku aktywno$ci hipotensyjnej, badz wynikéw nieistotnych

statystycznie.
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4.1.14 Ocena wplywu na presyjne dzialanie metoksaminy

Badania wykonano na normotensyjnych szczurach, znieczulonych tiopentalem
(75 mg/kg, i.p.). Cisénienie tetnicze krwi mierzono w tetnicy szyjnej wspélnej (wedtug
metody opisanej w podrozdziale 4.1.13). Po kontrolnym zapisie ci$nienia t¢tniczego
podawano dozylnie (i.v.) metoksamine (150 pg/kg), a nastgpnie badane zwigzki w stalej
objetosci 1,0 ml/kg. Po 5 minutach od podania badanego zwigzku ponownie podawano
metoksaming, rejestrujagc wartosci cisnienia tetniczego. Przy ocenie wynikdéw brano pod
uwage przyrosty cisnienia skurczowego indukowane podawaniem metoksaminy przed
I po podaniu badanego zwiazku. Badane zwiazki podawano w najnizszej dawce

obnizajacej ci$nienie tetnicze krwi.

4.1.15 Ocena wplywu na prawidlowy elektrokardiogram u szczurow

Badania elektrokardiograficzne (EKG) wykonano aparatem typu Multicard E-30
oraz ASCARD BS5, stosujac odprowadzenie dwubiegunowe II, przy szybkosci przesuwu
tasmy 50 mm/sek. i kalibracji napigcia 1 mV=1 cm. Szczurom znieczulonym ogolnie
(tiopental, 75 mg/kg, i.p.) po wykonaniu elektrokardiogramoéw kontrolnych, podawano
dozylnie (i.v.) badane zwiazki w jednej dawce 5 mg/kg i w statej objetosci 1,0 ml/kg.
Zapisu EKG dokonywano powtdrnie po uptywie 1, 5, 10 i 15 minut od momentu
podania zwigzku. Oceniano wptyw na wybrane parametry pracy serca szczura takie jak:
czestotliwos¢ (RR), czas trwania odstepow: PR, QT oraz zespolu QRS. Ze wzgledu na
fakt, iz spadek czestotliwosci pracy serca koreluje z wydluzeniem odstepu QT, jako
najbardzie] miarodajng ocen¢ tego parametru przyjeto tzw. kalkulowany odstep QT
(QTc) uwzgledniajacy czesto$¢ rytmu serca 1 wyliczony przy uzyciu wzoru Bazzetta
[231]:

QTc = QTRR

gdzie:

RR - czestotliwos$¢ pracy serca
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4.2 Rozszerzone badania farmakologiczne dla wyselekcjonowanych
zwigzkéw: JJGWO07 i JIGWO08

4.2.1 Ocena potencjalnej aktywnosci przeciwpsychotycznej w teScie otwartego

pola po podaniu MK-801 u szczurow

Eksperyment przeprowadzono zgodnie z metodyka opisang przez Acewicza
I wsp. [232]. Potencjalng aktywno$¢ przeciwpsychotyczng oceniano poprzez zdolnosé
do hamowania hiperaktywnosci zwierzat, wywotanej podaniem antagonisty receptora
NMDA, MK-801 [233]. W tym celu, grupy szczurow przeniesiono w ich klatkach
bytowych do pomieszczenia eksperymentalnego na 24 h przed wykonywaniem testu
I umozliwiono habituacje przez 30 minut, a nast¢pnie z powrotem przeniesiono do
pomieszczenia bytowania. Habituacj¢ przeprowadzono w celu poznania otoczenia,
przyzwyczajenia do warunkow eksperymentalnych, szumu komputera, §wiatta oraz
zmniejszenia stresu podczas badania. Test otwartego pola przeprowadzono nastepnego
dnia w dzwigkoszczelnym pomieszczeniu eksperymentalnym, os$wietlonym
rozproszonym $wiatlem o nat¢zeniu okoto 20 luksow i wyposazonym w zrodto biatego
szumu o nat¢zeniu okoto 65 dB. Aktywno$¢ lokomotoryczng zwierzat mierzono
w metalowej o$miokatnej arenie z czarng podloga 0 $rednicy 80 cm, otoczonej czarng
sciang o wysokosci 50 cm. Kazde zwierz¢ bylo umieszczane indywidualnie
w centralnym sektorze areny, o $rednicy 50 cm i pozostawiane w celu eksploracji, bez
kontaktu wzrokowego z innymi badanymi szczurami. Pokonany dystans (w cm)
monitorowano w 10-minutowych interwatach przez 30 minut, za pomoca
skomputeryzowanego systemu $ledzacego ruch i zachowanie zwierzat (SMART, Panlab
SL, Barcelona, Hiszpania).

Wyselekcjonowane zwigzki tj. JJGWO07 1 JJIGW08 podawano dootrzewnowo na
30 minut przed wykonywanym eksperymentem, w zakresie dawek 0,3-30,0 mg/kg. Na
15 minut przed rozpoczgciem testu szczurom podawano dootrzewnowo dodatkowo
MK-801 w dawce 0,3 mg/kg [234]. Jezeli zwigzek podany w najnizszej dawce wykazat
aktywno$¢ w te$cie, dawke zmniejszano o polowe, az do zaniku potencjalnej
aktywnosci przeciwpsychotycznej, badz wynikéw nieistotnych statystycznie. Jako
zwigzku odniesienia uzyto klozapiny, ktora podawano dootrzewnowo na 60 minut przed

testem, w zakresie dawek 3,0-30,0 mg/kg. Zwierze¢ta kontrolne otrzymywaly
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dootrzewnowo dwie iniekcje: 0,9% roztwdor NaCl 30 minut przed testem (lub 1,0%
Tween 60 minut przed testem w przypadku klozapiny) oraz MK-801 15 minut przed
eksperymentem. Badane zwigzki podawano w stalej objetosci 2,0 ml/kg masy ciata,

klozaping w objetosci 3,0 ml/kg, natomiast MK-801 w objetosci 1,0 ml/kg masy ciata.

422 Ocena potencjalnej aktywnosci przeciwpsychotycznej w  tescie

bramkowania przedsygnalowego po podaniu MK-801 u szczuréw

Ponizszy test przeprowadzono zgodnie z metodyka opisang przez Acewicza
I wsp. [235]. Aparatura do pomiaru reakcji bramkowania przedsygnatowego (PPI, ang.
prepulse inhibition) obejmuje 8 identycznych dzwigkoszczelnych kabin wyposazonych
w aparaty, sktadajace si¢ z plastikowych, przezroczystych klatek z glo$nikiem
umieszczonym od gory (SR-LAB, San Diego Instruments, San Diego, CA, USA).
Kazda klatka ma 33 cm szerokosci, 33 cm glebokosci 1 48 cm wysokosci. Dno kazdej
klatki stanowi ruchoma platforma potaczona z czujnikiem, rejestrujagcym ruchy podioza.
Czujniki sa wrazliwe tylko na ruchy pionowe zwierzat (gora, dot), co zapewnia pomiar
wylacznie amplitudy reakcji wzdrygnigcia (,,startle”) i nie powoduje obcigzenia
artefaktami zwigzanymi z ruchliwo$cig zwierzat. Czujniki przetwarzaja zarejestrowany
pionowy ruch na sygnal elektryczny, potegowany nastepnie przez wzmacniacz
I przenoszony przez konwerter analogowo-cyfrowy do komputera. Program
komputerowy (SR-LAB) rejestruje amplitude reakcji ,,Startle”, definiowanej jako:
roznica pomigdzy maksymalng sita nacisku wywierang przez szczura W momencie
reakcji ,startle” na dno klatki, a silag nacisku mierzong bezposrednio przed
zastosowaniem bodzca akustycznego, przy progu czutosci 20 g. Reakcja zwierzecia na
bodziec akustyczny, przewyzszajaca site 20 g, wywoluje automatycznie pomiar
amplitudy reakcji ,,startle”.

Przed eksperymentem zwierzeta adaptowano do klatek eksperymentalnych przez
5 minut, przy bialym szumie tta o natezeniu 70 dB. W celu habituacji do warunkow
eksperymentu szczury na poczatku badania otrzymaty trzy pulsy o nat¢zeniu 120 dB.
Sesja eksperymentalna sktadata si¢ z zaprogramowanych zdarzen, ze $cisle okreslonymi
parametrami: czas trwania pulsu 40 ms (120 dB), czas trwania prepulsu 20 ms (84 i 90
dB), czas od rozpoczgcia prepulsu do czasu rozpoczecia pulsu 100 ms, przy bialym

szumie tla o natezeniu 70 dB. Odstep pomigdzy kolejnymi zdarzeniami losowymi
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wynosit $rednio 22,5 sekund (15-30 sekund). Kazde badanie sktadalo si¢ z 10
zdarzen/cykl kazdego typu, przeprowadzanych naprzemiennie (losowo). Zdolnos¢ do
odwracania deficytow bramkowania sensomotorycznego, wywotanego podaniem
MK-801, swiadczy o potencjalnych wtasciwosciach przeciwpsychotycznych zwigzku.
Miarg procesu bramkowania sensomotorycznego byla zdolno$¢ hamowania reakcji
Hstartle”, wywotlanej bodzcem akustycznym o duzym natg¢zeniu, przez staby bodziec
akustyczny. Mierzono intensywnos¢ wzdrygnigcia dla kazdego bodzca uzytego w sesji.
Nieoczekiwane reakcje na trzy poczatkowe bodzce zostaly wylaczone z analiz
statystycznych. Hamowanie reakcji ,.startle”, okreslane skrotem PPI, wyrazane

procentowo, wyliczano wedlug wzoru:

((PA-PPA) / PA) x 100 %

gdzie:

PA - amplituda reakcji ,,Startle” po zadziataniu mocnego bodzca akustycznego (120
dB, 40 ms)

PPA- amplituda reakcji ,startle” po zastosowaniu mocnego bodzca akustycznego,

poprzedzonego stabym bodzcem (84 i 90 dB, 20 ms)

Wyselekcjonowane zwigzki tj. JJGWO7 i JJGWO08 podawano dootrzewnowo na
30 minut przed wykonywanym eksperymentem, w dawkach 3,0-30,0 mg/kg. Na 15
minut przed rozpoczeciem testu szczurom podawano dootrzewnowo dodatkowo
MK-801 w dawce 0,6 mg/kg (dawka wyznaczona eksperymentalnie). Jezeli zwigzek
podany w najnizszej dawce wykazat aktywnos¢ w tescie, dawke zmniejszano o potowe,
az do zaniku potencjalnej aktywno$ci przeciwpsychotycznej, badz wynikéw
nieistotnych statystycznie. Jako zwigzku odniesienia uzyto klozapiny, ktorg podawano
dootrzewnowo na 60 minut przed testem, w zakresie dawek 3,0-30,0 mg/kg. Zwierzgta
kontrolne otrzymywaly dootrzewnowo dwie iniekcje: 0,9% roztwor NaCl 30 minut
przed testem (lub 1,0% Tween 60 minut przed testem w przypadku klozapiny) oraz
MK-801 15 minut przed eksperymentem. Badane zwigzki podawano w stalej objetosci
2,0 ml/kg masy ciata, klozaping w objetosci 3,0 ml/kg, natomiast MK-801 w obj¢tosci
1,0 ml/kg masy ciata.
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Test otwartego pola oraz test bramkowania przedsygnatowego zostaty wykonane
w Instytucie Psychiatrii i Neurologii w Warszawie pod kierunkiem Prof. dr hab. n. med.

Pawta Mierzejewskiego.

4.2.3 Ocena potencjalnej aktywnosci przeciwlekowej w teScie zagrzebywania

u myszy

Test przeprowadzono w oparciu o metod¢ opisang przez Broekkamp’a i wsp.
[236] z drobnymi modyfikacjami. Myszy umieszczano indywidualnie w klatkach
z tworzywa sztucznego, identycznych do ich klatek bytowych, zawierajacych 5 cm
warstwe $ciotki i 20 szklanych kulek (o $rednicy 1,6 cm) utozonych réwnomiernie,
w uktadzie 4 x 5 kulek. Po 30 minutach trwania eksperymentu myszy usuni¢to z klatek
i zliczano liczbe zagrzebanych kulek przynajmniej do 2/3 ich wielkosci. Srodki
0 wlasciwos$ciach uspokajajacych powoduja zmniejszenie ilosci zagrzebanych kulek
W poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

Wyselekcjonowane zwiazki tj. JJGWO7 i JJGWO08 podawano dootrzewnowo na
30 minut przed wykonywanym eksperymentem, w dawkach aktywnych
przeciwpsychotycznie u myszy. Jezeli zwigzek podany w najnizszej dawce wykazat
aktywno$¢ w tescie, dawke¢ zmniejszano o polowe, az do zaniku potencjalnej
aktywnos$ci przeciwlgkowej, badZz wynikow nieistotnych statystycznie. Jako zwigzku
odniesienia uzyto aripiprazolu, ktory podawano dootrzewnowo na 30 minut przed
testem, w zakresie dawek 0,625-5,0 mg/kg. Zwierzeta kontrolne otrzymywaty 0,9%
roztwor NaCl lub 1,0% Tween w przypadku aripiprazolu. Wszystkie zwigzki podawano

w statej objetosci 0,1 ml/10 g masy ciala.

4.2.4 Ocena wplywu na funkcje kognitywne w tescie biernego unikania u myszy

Test biernego unikania u myszy przeprowadzono wedlug metody opisanej przez
Lee i wsp. [237] z drobnymi modyfikacjami [238]. Aparat do testu biernego unikania
sktada si¢ z dwoch komor oddzielonych automatycznymi drzwiami przesuwnymi
(LE872, Bioseb, Francja). Podczas sesji nabywania myszy umieszczano indywidualnie
w oswietlonej, biatej komorze (20 cm x 21 cm x 20 cm, 1000 IxX) z zamknigtymi

drzwiami do mniejszej ciemnej komory (7,3 cm x 7,5 cm x 14 cm, 10 IX), wyposazonej
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w podlogg z siecig elektryczng (prety ze stali nierdzewnej, przez ktore dostarczany jest
impuls elektryczny). Po 30 sekundach drzwi do mniejszej komory zostaly otwarte.
Natychmiast po przejsciu myszy do mniejszej ciemnej komory drzwi zamykaty si¢
| zwierze zostalo ukarane nieuniknionym wstrzasem elektrycznym (0,8 mA, 25s).
Myszy, ktore nie przeszlty do ciemniejszej komory w ciggu 50 sekund zostaly
wykluczone z badania. Nastgpnego dnia (24 h poézniej) przetrenowane zwierzeta
umieszczono ponownie w o$wietlonej komorze i1 mierzono czas latencji, przez
maksymalnie 300 sekund (sesja odtwarzania). Procedura byta podobna do sesji
nabywania, z ta roéznica, ze zwierzgta nie otrzymywaly juz impulsu elektrycznego po
przejsciu do mniejszej ciemnej komory. Myszy, ktére unikaty ciemnej komory przez
300 sekund traktowano jako pamigtajgce zadanie.

Woyselekcjonowane zwigzki tj. JJGWO7 i JJGWO08 podawano dootrzewnowo na
30 minut przed wykonywanym eksperymentem (przed sesja nabywania), w dawkach
aktywnych przeciwpsychotycznie. Jako zwigzku odniesienia uzyto aripiprazolu, ktory
podawano dootrzewnowo na 30 minut przed testem, w zakresie dawek 0,25-2,0 mg/kg.
Zwierzeta kontrolne otrzymywaty 0,9% roztwor NaCl lub 1,0% Tween w przypadku

aripiprazolu. Wszystkie zwigzki podawano w stalej objetosci 0,1 ml/10 g masy ciata.

425 Ocena wplywu na zdolnos¢ odwracania deficytow pamieciowych

wywolanych podaniem MK-801 w te$cie biernego unikania u myszy

Eksperyment przeprowadzono wedtug metody opisanej w podrozdziale 4.2.4.

Wyselekcjonowane zwiazki tj. JJGWO7 i JJGWO08 podawano dootrzewnowo na
30 minut przed wykonywanym eksperymentem (przed sesja nabywania), w dawkach
aktywnych przeciwpsychotycznie, a nastgpnie w celu wywotania zaburzen pamieci, na
15 minut przed rozpoczgciem testu myszom podawano dootrzewnowo MK-801 (0,125
mg/kg, dawka wyznaczona eksperymentalnie). Jako zwigzku odniesienia uzyto
aripiprazolu, ktory podawano dootrzewnowo na 30 minut przed testem, w zakresie
dawek 0,25-2,0 mg/kg. Zwierzeta kontrolne otrzymywaty dootrzewnowo 0,9% roztwor
NaCl (lub 1,0% Tween w przypadku aripiprazolu ) i MK-801 (0,125 mg/kg) lub 0,9%
roztwor NaCl w dwoch iniekcjach (0,9% NaCl i 1,0% Tween w przypadku

aripiprazolu). Wszystkie zwiazki podawano w statej objetosci 0,1 ml/10 g masy ciata.

67



Metody

4.2.6 Ocena wplywu na funkcje kognitywne w tescie rozpoznawania nowego

obiektu u myszy

Test rozpoznawania nowego obiektu u myszy przeprowadzono wedlug metody
opisanej przez Bevins’a i wsp. [239]. Zwierzgta umieszczano pojedynczo w Klatkach
eksperymentalnych (35 cm x 35 cm x 35 cm). Pozostawaty one w klatce do momentu,
gdy osiaggnety taczny czas eksploracji obu identycznych obiektow (2 wieze z klockow)
rowny 20 sekund lub gdy uptyneto 10 minut. Myszy, ktore nie osiggnety pozadanego
kryterium, eliminowano z dalszej cz¢$ci badan. Po kazdej myszy klatki oraz obiekty
przecierano 70° roztworem etanolu. Po 24 h myszy ponownie umieszczono w klatkach
eksperymentalnych z ta rdznica, ze jeden obiekt (wieza z klockoéw) zamieniono na nowy
(przezroczysta butelka wypelniona piaskiem). Analogicznie jak wcze$niej, myszy
pozostawaly w klatce do momentu osiagni¢cia tacznego czasu eksploracji rownego 20
sekund, ale nie dluzej niz 10 minut. W tej sesji mierzono osobno czas eksploracji
kazdego obiektu. Myszy, u ktorych nie doszto do zaburzenia pamigci powinny
eksplorowa¢ dluzej nowy obiekt.

Wyselekcjonowane zwiazki tj. JJGWO7 i JJGWO08 podawano dootrzewnowo na
30 minut przed wykonywanym eksperymentem, w dawkach aktywnych
przeciwpsychotycznie. Jako zwigzku odniesienia uzyto aripiprazolu, ktéry podawano
dootrzewnowo na 30 minut przed testem, w zakresie dawek 0,25-2,0 mg/kg. Zwierzeta
kontrolne otrzymywaty 0,9% roztwor NaCl lub 1,0% Tween w przypadku aripiprazolu.
Wszystkie zwigzki podawano w statej objetosci 0,1 ml/10 g masy ciata.

427 Ocena wplywu na zdolnos¢ odwracania deficytéw pamieciowych
wywolanych podaniem MK-801 w tescie rozpoznawania nowego obiektu

u myszy

Eksperyment przeprowadzono wedlug metody opisanej w podrozdziale 4.2.6.

Wyselekcjonowane zwiazki tj. JJGWO7 i JJGWO08 podawano dootrzewnowo na
30 minut przed wykonywanym eksperymentem, w dawkach aktywnych
przeciwpsychotycznie, a nastgpnie w celu wywotania zaburzen pamiegci, na 15 minut
przed rozpoczeciem testu myszom podawano dootrzewnowo MK-801 (0,125 mg/kg,

dawka wyznaczona eksperymentalnie). Jako zwiagzku odniesienia uzyto aripiprazolu,
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ktory podawano dootrzewnowo na 30 minut przed testem, w zakresie dawek 0,25-2,0
mg/kg. Zwierz¢ta kontrolne otrzymywaty dootrzewnowo 0,9% roztwor NaCl (lub 1,0%
Tween w przypadku aripiprazolu) i MK-801 (0,125 mg/kg) lub 0,9% roztwor NaCl
w dwoch iniekcjach (0,9% NaCl i 1,0% Tween w przypadku aripiprazolu). Wszystkie

zwigzki podawano w statej objetosci 0,1 ml/10 g masy ciala.
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5 Wyniki

5.1 Badania wstepne

Badania in vitro

511 Powinowactwo do receptoréw dopaminergicznych D,, serotoninergicznych

5-HT1a, 5-HT2a, 5-HTg i 5-HT7 oraz adrenergicznych a; i a;

Wszystkie badane zwiazki wypieraly [H]-metylspiperon z miejsc wiazania
w uzytej btonie komodrkowej, a ich obliczone wartos$ci Ki wahaty si¢ w granicach 19,0-
150,0 nM. Powinowactwo do receptora D, ponizej 50 nM wykazaly zwiazki
0 symbolach: JJGW02, JJGWO03, JJGWO08, JJGW09, JJIGW11 1 JJGW12. Dla zwiagzkoéw
JIGWO1 i JJGWO07 wartos¢ Ki wyniosta powyzej 100 nM. Haloperidol, bgdacy
zwigzkiem odniesienia, silnie wigzat si¢ z receptorami dopaminergicznymi D, a jego
obliczona warto$¢ Ki wyniosta 1,8 nM (Tab. 5.1).

Wszystkie badane zwiazki wypieraly [3H]-8-OH-DPAT Z miejsc wigzania
w hipokampie szczura, a ich obliczone wartosci Ki wahaty si¢ w granicach 0,6-20,0
nM. Powinowactwo do receptora 5-HTj;a ponizej 10 nM wykazaly zwiazki
0 symbolach: JJGW02, JJGWO03 1 JJGW09. Dla zwiazkow JJGWO01, JJGWO07, JJGWOS,
JIGW11 1 JJGW12 warto$¢ Ki wyniosta ponizej lub rowno 20 nM. Serotonina, bedaca
zwigzkiem odniesienia, silnie wigzata si¢ z receptorami serotoninergicznymi 5-HTa,
a jej obliczona warto$¢ Ki wyniosta 0,7 nM (Tab. 5.1).

Wszystkie badane zwiazki wypieraty [3H]-ketanseryne; Z miejsc wigzacych
W uzytej blonie komorkowej ze stabilng ekspresja ludzkiego receptora 5-HTa, a ich
obliczone wartosci Ki wahaly si¢ w granicach 3,7-235,0 nM. Powinowactwo do
receptora 5-HT,a ponizej 50 nM wykazaty zwigzki o symbolach: JIGWO01, JJGWO02
I JJGWO03. Dla zwigzkow JJIGWO07, JJIGWO0S8, JIGW09, JJGW11 i JJGW12 wartos¢ Ki
wyniosta powyzej 100 nM. Mianseryna, bedaca zwigzkiem odniesienia, silnie wigzata
si¢ z receptorami serotoninergicznymi 5-HT2a, a jej obliczona warto$¢ Ki wyniosta 1,0

nM (Tab. 5.1).
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Tab. 5.1 Powinowactwo badanych zwiazkéw do receptoréw dopaminergicznych

D,, serotoninergicznych 5-HT1a, 5-HT2a, 5-HTg 1 5-HT; oraz adrenergicznych a;

i oy
Zwiazek Ki (nM) wzgledem typu receptora

D, 5-HT;a  5-HT,a 5-HTs  5-HT; o o
JIGWO01 150,0 20,0 3,7 b.w. 38,3 4,0+0,1 745,0+68.5
JIGWO02 29,0 1,2 17,4 b.w. 12,2 4,740,4  638,0+48,7
JIGWO03 37,0 1,0 21,5 b.w. 29,6 7,7£0,2  1756,0+108,0
JIGWO07 138,5 13,6 235,0 b.w. 85,8 14,0+0,7 >5000
JIGWO08 24,7 12,8 198,7 b.w. 47,8 7,9+0,5 800,0+46,7
JIGWO09 28,3 0,6 1140 b.w. 30,2 6,5+0,5 >5000
JIGW11 37,6 14,1 232,0 b.w. 21,0 8,5£1.,5 >1000
JIGW12 19,0 12,6 229,0 b.w. 6,8 39,0£1,0  783,0+31,6

Haloperidol  1,8+0,2 - - - - - -
Serotonina - 0,7+0,02 - - - - -
Mianseryna - - 1,0+0,02 - - - -
Metiotepina - - - 3,3+0,3 1,1+0,04 - -
Fentolamina - - - - - 9,0+0,3 -

Klonidyna - - - - - - 5,0+0,2

Ki — stata hamowania obliczona wedlug rownania Cheng’a i Prusoff’a [221], b.w. brak wigzania

Zaden z badanych zwigzkéw nie wykazal powinowactwa do receptorow
serotoninergicznych 5-HT i nie wypierat [°H]-LSD z miejsc wiazania w uzytej btonie
komorkowej. Metiotepina, be¢daca zwigzkiem odniesienia, silnie wigzata si¢
z receptorami serotoninergicznymi 5-HTs, a jej obliczona wartos$¢ Ki wyniosta 3,3 nM
(Tab. 5.1).

Wszystkie badane zwiazki wypieraty [°H]-LSD z miejsc wiazania w uzytej
btonie komodrkowej, a ich obliczone wartos$ci Ki wahaty si¢ w granicach 6,8-85,8 nM.
Powinowactwo do receptora 5-HT7 ponizej 50 nM wykazaty zwigzki o symbolach:
JJGwWO01, JJGWO02, JJGWO03, JIGWO08, JJGW09, JJGW11 i JIGW12. Dla zwigzku
JIGWO07 wartos¢ Ki wyniosta 85,8 nM. Metiotepina, bedaca zwigzkiem odniesienia,
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silnie wigzala si¢ z receptorami serotoninergicznymi 5-HT-, a jej obliczona warto$¢ Ki
wyniosta 1,1 nM (Tab. 5.1).

Wszystkie badane zwiazki wypieraty takze znakowang trytem prazosyne ze
specyficznych miejsc wigzgcych korze moézgowej szczura, a ich obliczone wartosci Ki
wahaty si¢ w granicach 4,0-39,0 nM. Powinowactwo do receptora aj ponizej 10 nM
wykazaty zwigzki o symbolach: JJGWO1, JIGW02, JIGWO03, JIGWO0S8, JJGW09
1 JIGW11. Dla zwigzkéw JIGWO07 i JIGW12 wartosci Ki wyniosty odpowiednio 14,0
i 39,0 nM. Fentolamina, bedaca zwigzkiem odniesienia, silnie wigzata si¢ z receptorami
adrenergicznymi ay, a jej obliczona warto$¢ Ki wyniosta 9,0 nM (Tab. 5.1).

Wszystkie badane zwiagzki wypieraty [3H]-klonidyn(; ze specyficznych miejsc
wiazacych korze mozgowej szczura, a ich obliczone wartosci Ki wahaty si¢ w granicach
638,0-5000,0 nM. Powinowactwo do receptora a, ponizej 1000 nM wykazaty zwigzki
o0 symbolach: JJGWO01, JJGWO02, JJGWO08 i JJGW12. Klonidyna, bgdaca zwiazkiem
odniesienia, silnie wigzala si¢ z receptorami adrenergicznymi ay, a jej obliczona warto$¢

Ki wyniosta 5,0 nM (Tab. 5.1).

5.1.2 Aktywno$¢é wewnetrzna wobec receptoréw dopaminergicznych D;

Wyniki badan aktywnos$ci wewnetrznej wskazuja, ze zwiazki: JJIGWO01, JJIGW02
oraz JJIGWO03 sa silnymi agonistami receptorOw dopaminergicznych D,. Ich
skuteczno$¢ byta do 3 razy mniejsza niz quinpirolu, a sita dziatania 3-20 razy stabsza
w porownaniu do zwigzku odniesienia. Pozostate zwiazki: JIGWO07, JJGWO0S, JJGW09,
JJGW11 i JJGWI12 nie wykazaly wilasciwosci agonistycznych, natomiast dziataty
antagonistycznie wobec badanych receptorow. Wartosci ich statej rownowagi dysocjacji
dla kompetycyjnego antagonisty (Kb) byly okoto 73-13000 razy nizsze niz

referencyjnego antagonisty, chlorpromazyny (Tab. 5.2)
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Tab. 5.2 Aktywno$¢ wewnetrzna badanych zwiazkow wzgledem receptorow

dopaminergicznych D,

Zwiazek Tryb agonisty* Tryb antagonisty**

Enax% SEM  pECy, Emax® SEM  plICs Ky[nM] R*K,
JIGWO01 37 15 7.4 0 0,0 n.o. n.o. n.o.
JIGW02 72 0,3 8,2 0 0,0 n.o. n.o. n.o.
JIGWO03 40 3,0 8,1 0 0,0 n.o. n.o. n.o.
JIGWO07 20 0,5 n.o. 3 0,0 7,04 18,00 0,857
JIGWO08 13 0,5 n.o. 0 0,0 7,92 2,40 0,967
JIGWO09 2 0,0 n.o. 1 0,5 6,75 36,00 0,977
JIGW11 9 4,0 n.o. 0 0,0 6,92 24,00 0,940
JIGW12 4 0,5 n.o. 0 0,0 5,67 430,00 0,990
quinpirol 100 5,0 8,7 0 0,0 n.o. n.o. n.o.
apomorfina 100 2,0 7,5 0 0,0 n.o. n.o. n.o.
chlorpromazyna 2 0,5 n.o. 0 0,0 9,78 0,033 0,944

Dane wyrazono jako $rednie z dwodch niezaleznych eksperymentow w dwoch powtdrzeniach. Epay —
maksymalny mozliwy efekt, pECsg — ujemny logarytm stezenia zwigzku, w ktérym zaobserwowano 50%
jego maksymalnego dziatania, pICsy — ujemny logarytm stezenia zwigzku, w ktorym zaobserwowano
50% jego maksymalnego dziatania hamujacego, K, — rownowagowa stala dysocjacji kompetycyjnego
antagonisty okreslona za pomoca rownania Chenga-Prusoffa [221], n.o. — nieoznaczalny

*Wyniki okre§lono jako procent maksymalnej odpowiedzi agonisty (quinpirol 10° M)

**Wyniki okreslono jako procent maksymalnej odpowiedzi przy braku antagonisty

5.1.3 Aktywno$¢ wewnetrzna wobec receptoréw serotoninergicznych 5-HT

Badania aktywnosci wewnetrznej wskazuja na stabe wlasciwosci czgsciowego
agonisty receptora serotoninergicznego 5-HTa dla zwigzku JJGWO03. Jego skutecznos¢
byta 3 razy mniejsza w poréwnaniu do serotoniny, a sita dziatania 240 razy stabsza niz
zwigzku odniesienia. W trybie antagonisty wartosci Kb dla pochodnej JIGWO03 byty
7-krotnie nizsze niz referencyjnego antagonisty, NAN-190. Pozostate zwiazki wykazaly
natomiast silne wiasciwosci antagonistyczne wobec receptorow serotoninergicznych
5-HT;a, a warto$ci ich Kb okazaty si¢ 4-64 razy nizsze niz referencyjnego antagonisty,

NAN-190 (Tab. 5.3).
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Tab. 5.3 Aktywnos¢ wewnetrzna badanych zwiazkow wzgledem receptorow

serotoninergicznych 5-HT1a

Zwiazek Tryb agonisty* Tryb antagonisty**

Enax%  SEM PECs Emax® SEM  plICs Ky[nM] R*K,
JIGWO01 17 0,5 n.o. 3 2,5 7,20 4,50 0,967
JIGWO02 16 0,0 n.o. 0 0,5 8,38 0,30 0,980
JIGWO03 37 1,5 5,25 1 0,0 8,17 0,49 0,941
JIGWO07 1 0,5 n.o. 0 0,0 7,38 3,00 0,845
JIGWO08 9 0,5 n.o. 1 0,0 8,32 0,34 0,977
JIGWO09 3 2,0 n.o. 1 0,5 8,41 0,28 0,732
JIGW11 6 1,0 n.o. 1 0,0 7,40 2,90 0,988
JIGW12 2 1,0 n.o. 1 0,0 7,38 3,00 0,954
serotonina 100 3,5 7,63 0 0,0 n.o. n.o. n.o.
NAN-190 6 0,5 n.o. 0 0,0 8,98 0,07 0,992

Dane wyrazono jako $rednie z dwodch niezaleznych eksperymentow w dwoch powtdrzeniach. Epa —
maksymalny mozliwy efekt, pECsy — ujemny logarytm stezenia zwigzku, w ktérym zaobserwowano 50%
jego maksymalnego dziatania, pICsy — ujemny logarytm st¢zenia zwigzku, w ktérym zaobserwowano
50% jego maksymalnego dziatania hamujacego, K, — rownowagowa stala dysocjacji kompetycyjnego
antagonisty okreslona za pomoca réwnania Chenga-Prusoffa [221], n.o. — nieoznaczalny

*Wyniki okre§lono jako procent maksymalnej odpowiedzi agonisty (serotonina 10°® M)

**Wyniki okreslono jako procent maksymalnej odpowiedzi przy braku antagonisty

5.1.4 Aktywnos$¢ wewnetrzna wobec receptorow serotoninergicznych 5-HTza

Badania aktywnosci wewnetrznej wykazaly, ze zwigzki JIGW02, JJIGWO07,
JIGWO08 1 JJGW09 posiadaja stabe wlasciwosci czeSciowych agonistow receptora
serotoninergicznego 5-HT,a. Ich skuteczno$¢ byta 4-5 razy mniejsza w poréwnaniu do
a-metyloserotoniny, a sita dziatania 85-490 razy slabsza niz zwigzku odniesienia.
W trybie antagonisty wartosci Kb dla tych zwiazkow byty okoto 23-239 razy nizsze niz
referencyjnego antagonisty, mianseryny. Pozostate zwigzki JJGWO01, JJGWO03, JJGW11
i JJGW12 nie ujawnily wilasciwosci agonistycznych, natomiast (poza pochodng
JIGW12) wykazaly bardzo stabe wilasciwosci antagonistyczne wobec receptorow
serotoninergicznych 5-HT,a, a wartosci ich Kb okazaly si¢ 24-361 razy nizsze niz

referencyjnego antagonisty, mianseryny (Tab. 5.4).
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Tab. 5.4 Aktywno$s¢ wewnetrzna badanych zwiazkow wzgledem receptorow

serotoninergicznych 5-HTa

Zwiazek Tryb agonisty* Tryb antagonisty**

Emax% SEM  pECs Emax® SEM  pICs, Ky[nM] R*K,
JIGWO01 14 2,8 n.o. 2 0,0 6,24 80 0,954
JIGW02 26 1,3 6,57 2 0,0 6,44 53 0,989
JIGWO03 11 3,3 n.o. 2 0,0 6,44 54 0,951
JIGWO07 28 0,5 5,81 17 8,5 5,56 550 0,915
JIGWO08 21 4,0 5,86 5 2,0 5,69 290 0,931
JIGWO09 28 2,3 6,06 3 0,5 6,04 120 0,935
JIGW11 4 0,8 n.o. 21 9,0 5,20 830 0,859
JIGW12 2 0,0 n.o. 23 1,0 ICso pomiedzy -5,0 a2 -5,5 M
a-metyloserotonina 100 53 8,50 2 0,5 n.o. n.o. n.o.
serotonina 112 2,5 8,36 1 15 n.o. n.o. n.o.
mianseryna 3 0,0 n.o. 3 2,0 8,07 2,3 0,914

Dane wyrazono jako $rednie z dwodch niezaleznych eksperymentow w dwoch powtdrzeniach. Epa —
maksymalny mozliwy efekt, pECsg — ujemny logarytm stezenia zwigzku, w ktérym zaobserwowano 50%
jego maksymalnego dziatania, pICsy — ujemny logarytm stezenia zwigzku, w ktorym zaobserwowano
50% jego maksymalnego dziatania hamujacego, K, — rownowagowa stala dysocjacji kompetycyjnego
antagonisty okreslona za pomoca réwnania Chenga-Prusoffa [221], n.o. — nieoznaczalny

*Wyniki okreslono jako procent maksymalnej odpowiedzi agonisty (a-metyloserotonina 10°° M)
**Wyniki okreslono jako procent maksymalnej odpowiedzi przy braku antagonisty

5.1.5 Aktywnos¢ wewnetrzna wobec receptorow serotoninergicznych 5-HT7

Wyniki badan aktywnos$ci wewnetrznej wskazuja, ze zadna z testowanych
pochodnych nie wykazala wlasciwosci agonistycznych wzgledem receptorow
serotoninergicznych  5-HT;.  Zaobserwowano natomiast stabe  wiasciwosci
antagonistyczne dla zwiazku JIGWOI1, a jego warto$¢ Kb byla 445 razy nizsza niz
referencyjnego antagonisty, SB-269970. Pozostate zwiagzki wykazaly bardzo stabe
(JIGWO02, JJGW08, JIGWQ09) lub nieistotne (JJGWO03, JJIGWO07, JJGW11, JIGW12)
wlasciwosci antagonistyczne wobec badanych receptoréw, a ich wartosci Kb byty

950-8000 razy nizsze niz referencyjnego antagonisty, SB-269970 (Tab. 5.5).
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Tab. 5.5 Aktywno$s¢ wewnetrzna badanych zwiazkow wzgledem receptorow

serotoninergicznych 5-HT>

Zwiazek Tryb agonisty* Tryb antagonisty**

Emnax? SEM  pECy Emax¥% SEM  pICs, Ky[nM]  R*K,
JIGWO01 1 0,0 n.o. 3,0 0,0 6,72 89,0 0,954
JIGW02 1 0,0 n.o. 3,0 0,0 6,32 220,0 0,940
JIGWO03 1 0,0 n.o. 3,5 0,5 5,47 1600,0 0,973
JIGWO7 1 0,0 n.o. 6,0 0,0 5,46 1600,0 0,990
JIGWO08 1 0,0 n.o. 4,0 0,0 6,38 190,0 0,968
JIGW09 1 0,0 n.o. 7,0 3,0 6,31 230,0 0,844
JIGW11 1 0,0 n.o. 32,0 1,1 n.o. n.o. n.o.
JIGW12 1 0,0 n.o. 55,0 0,2 n.o. n.o. n.o.
serotonina 100 0,0 8,06 0,0 0,0 n.o. n.o. n.o.
SB-269970 0 0,0 n.o. 9,0 0,0 9,29 0,2 0,940

Dane wyrazono jako $rednie z dwdch niezaleznych eksperymentow w dwoch powtdrzeniach. Epa —
maksymalny mozliwy efekt, pECsy — ujemny logarytm stezenia zwigzku, w ktérym zaobserwowano 50%
jego maksymalnego dziatania, pICsp — ujemny logarytm stezenia zwigzku, w ktérym zaobserwowano
50% jego maksymalnego dziatania hamujacego, K, — rownowagowa stala dysocjacji kompetycyjnego
antagonisty okreslona za pomoca réwnania Chenga-Prusoffa [221], n.o. — nieoznaczalny

*Wyniki okre§lono jako procent maksymalnej odpowiedzi agonisty (serotonina 10> M)

**Wyniki okreslono jako procent maksymalnej odpowiedzi przy braku antagonisty

Badania in vivo

5.1.6 Potencjalna aktywno$¢ przeciwpsychotyczna w tescie hiperlokomocji

indukowanej podaniem MK-801 u myszy

Podanie MK-801 (0,2 mg/kg)
w poréwnaniu do grupy kontrolnej w zakresie 208-349%. Efekt ten byt redukowany
przez podanie zwigzkow JIGWO1, JJGWO02 i JJGWO07 w dawkach 0,625, 1,25 i 2,5
mg/kg o odpowiednio 31, 50 i 44% dla zwigzku JJGWO1 (F(5,46)=8,139, p<0,0001),
62, 64 i 64% dla JJGWO02 (F(5,46)=7,825, p<0,0001) oraz 40, 51 i 50% dla JJGWO07
(F(5,46)=8,424, p<0,0001) (Tab. 5.6). Podanie zwigzku JIGWO03 w dawce 2,5 mg/kg,
JJGWO09 w dawkach 1,25 i 2,5 mg/kg oraz JJGO8 w zakresie dawek 0,15-2,5 mg/kg
takze redukowato ten efekt o odpowiednio 35% dla zwiazku JJGWO03, (F(4,39)=11,480,
p<0,0001), 32 i 63% dla JJGWO09 (F(4,39)=16,070, p<0,0001) oraz w granicach
24-71% dla JJGWO08 (F(7,60)=7,729, p<0,0001) (Tab. 5.6).

istotnie zwiekszato ruchliwo$¢ zwierzat
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Badane zwiazki JJGW11 (F(4,39)=10,310, p<0,0001) i JJGW12 (F(4,39)=5,901,
p=0,001) nie wptywaty istotnie na zmniejszenie nadmiernej ruchliwosci zwierzat (Tab.
5.6).

Olanzapina w dawkach 0,03 i 0,3 mg/kg redukowata ten efekt 0 odpowiednio 63
1 82% (F(4,39)=20,240, p<0,0001) (Tab. 5.6).
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Tab. 5.6 Wplyw zwigzkéw na odwracanie hiperlokomocji indukowanej podaniem
MK-801 u myszy

Zwiazek Dawka (mg/kg) 1los¢ przejs¢ £ SEM
Kontrola - 1360,0 + 384,2
MK-801 + 0,9% NaCl 02 + 0,0 4981,0 + 541,6%**
02 + 03 37330 + 5307
MK-801 + JJIGWO1 02 + 0,625 34290 + 456,9"
02 + 1,25 24900 + 376,7%
02 + 25 27920 =+ 374,.8%
Kontrola - 1364,0 + 384,3
MK-801 + 0,9% NaCl 02 + 00 49280 + 569,1%**
02 + 03 38360 + 7459
MK-801 + JIGWO02 02 + 0,625 1876,0 + 4193
02 + 1,25 1756,0 + 5564
02 + 25 17750 + 4856
Kontrola - 12270 + 355,1
MK-801 + 0,9% NaCl 02 + 00 4804,0 + 396,3%**
02 + 0,625 39550 + 3642
MK-801 + JJIGWO03 02 + 1,25 37440 + 4606
02 + 25 31230 =+ 5235"
Kontrola - 1208,0 + 355,0
MK-801 + 0,9% NaCl 02 + 00 4799,0 + 393,5%**
02 + 03 37920 + 7802
MK-801 + JIGWO07 02 + 0,625 28750 =+ 367,4"
02 + 1,25 23610 + 428,1%
02 + 25 23820 + 307,3%
Kontrola - 13700 + 3825
MK-801 + 0,9% NaCl 02 + 00 4928,0 + 569,1%**
02 + 0,08 37550 =+ 7067
02 + 015 30280 + 4431%
MK-801 + JJIGWO08 02 + 0,3 27360 + 579,3%
02 + 0,625 21040 + 307,0
02 + 1,25 17660 + 185,6"
02 + 25 14350 + 2404
Kontrola - 12180 + 357,2
MK-801 + 0,9% NaCl 02 + 00 47750 + 409,2%**
02 + 0,625 43640 + 537,1
MK-801 + JIGWO09 02 + 1,25 32300 + 392,9*
02 + 25 1780,0 + 2475
Kontrola - 1301,0 + 275,7
MK-801 + 0,9% NaCl 02 + 00 4031,0 + 600,1***
02 + 0,625 27120 =+ 365,0
MK-801 + JIGW11 02 + 1,25 42930 + 2859
02 + 25 50840 + 670,7
Kontrola - 1316,0 + 270,3
MK-801 + 0,9% NaCl 02 + 00 4056,0 + 597,3%**
02 + 0,625 28970 + 3865
MK-801 + JIGW12 02 + 1,25 29170 + 4192
02 + 25 25720 + 33509
Kontrola - 11030 + 197,3
MK-801+ 1,0% Tween 02 + 0,0 4950,0 + 538,2%**
02 + 001 4000,0 + 557,3
MK-801 + Olanzapina 0,2 + 0,03 18250 =+ 433,6"
02 + 0,3 8788 =+ 1456

Aktywno$¢ lokomotoryczna rejestrowano osobno dla kazdej myszy w aktometrach. Po 30-minutowym okresie adaptacji mierzono
liczbe przej$¢ przez fotokomorki podczas 60-minutowej sesji. Zwiazki badane i olanzapine podawano dootrzewnowo (i.p.), 30
minut przed testem, MK-801 w dawce 0,2 mg/kg podawano 15 minut przed eksperymentem (i.p.). Grupa kontrolna otrzymata dwie
iniekcje 0,9% roztworu NaCl (i.p.) lub 0,9% NaCl i 1% Tween w przypadku olanzapiny (i.p.). Warto$ci wyrazono jako $rednie
+ SEM, n=8-10 myszy na grup¢. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA (Newman-Keuls post hoc), ***p<0,001 vs.
odpowiednia grupa kontrolna, *p<0,05, #p<0,01, **p<0,001 vs. odpowiednia grupa z MK-801
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5.1.7 Potencjalna aktywnoS$¢ przeciwpsychotyczna w teScie hiperlokomocji

indukowanej podaniem amfetaminy u myszy

Podanie amfetaminy (2,5 mg/kg) istotnie zwigkszalo ruchliwo$¢ zwierzat
w poréwnaniu do grupy kontrolnej w granicach 326-375%. Efekt ten byt redukowany
przez podanie zwigzkow JJIGWOL i JJGWO09 w dawkach 1,25 i 2,5 mg/kg, JJGWO02
w dawkach 0,625, 1,25 i2,5 mg/kg oraz JJIGWO03 i JJGWO0O7 w dawce 2,5 mg/kg
0 odpowiednio 39 i 48% dla zwigzku JJGWO01 (F(4,39)=8,008, p<0,0001), 39 i 78% dla
JIGWO09 (F(4,39)=13,400, p<0,0001), 45, 66 i 78% dla JJGWO02 (F(5,46)=13,210,
p<0,0001), 51% dla JJIGWO03 (F(4,39)=7,129, p<0,001) oraz 43% (F(4,39)=7,458,
p=0,001) dla JJGWOQ7 (Tab. 5.7). Podanie zwigzku JJGWO08 w zakresie dawek 0,3-2,5
mg/kg takze redukowato ten efekt w granicach 52-82% (F(6,54)=12,570, p<0,0001)
(Tab. 5.7).

Badane zwiazki JIGW11 (F(4,39)=6,618, p<0,001) i JJGW12 (F(4,39)=8,468,
p<0,0001) nie wptywaly istotnie na zmniejszenie nadmiernej ruchliwo$ci zwierzat (Tab.
5.7).

Olanzapina w dawkach 0,03 i 0,3 mg/kg redukowata ten efekt o odpowiednio 54
i 75% (F(4,39)=9,788, p<0,0001) (Tab. 5.7).
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Tab. 5.7 Wplyw zwigzkéw na odwracanie hiperlokomocji indukowanej podaniem

amfetaminy u myszy

Zwiazek Dawka (mg/kg) 1los¢ przejs¢ £ SEM
Kontrola - 968,7 =+ 209,7
Amfetamina + 0,9% NaCl 25 + 0,0 4460,0 + 602,1***
25 + 0,625 33500 + 7614
Amfetamina + JJGWO1 25 + 1,25 27070 =+ 3258°
25 + 25 2306,0 + 289,6"
Kontrola - 983,6 + 2205
Amfetamina + 0,9% NaCl 25 + 00 45750 + 486,4%**
25 + 03 35350 + 564,9
Amfetamina + JJGW02 25 + 0,625 25130 =+ 4605%
25 + 1,25 1546,0 + 468,7"%
25 + 25 9949 =+ 1642
Kontrola - 9939 <+ 2540
Amfetamina + 0,9% NaCl 25 + 0,0 4303,0 + 594, 7***
25 + 0,625 41960 + 809,8
Amfetamina + JJGWO03 25 + 1,25 4060,0 + 588,3
25 + 25 21240 + 6028
Kontrola - 9835 + 1831
Amfetamina + 0,9% NaCl 25 + 00 44900 + 575,3%**
25 + 0,625 33970 + 7839
Amfetamina + JJGWO07 25 + 1,25 34920 + 2955
25 + 25 25750 + 535,6"
Kontrola - 9846 + 265,6
Amfetamina + 0,9% NaCl 25 + 00 41940 + 516,4%**
25 + 0,15 3550,0 + 5537
25 + 0,3 16530 + 273,77
Amfetamina + JJGWO08 25 + 0,625 2030,0 + 3747
25 + 1,25 14140 + 1994
25 + 25 752,3 + 2154%*
Kontrola - 9420 + 2247
Amfetamina + 0,9% NaCl 25 + 0,0 4239,0 + 510,0%**
25 + 0,625 37600 + 565,2
Amfetamina + JJGWO09 25 + 1,25 25740 =+ 528,8*
25 + 25 9346 + 172,8"
Kontrola - 981,8 + 2495
Amfetamina + 0,9% NaCl 25 + 00 46440 + 660,7**
25 + 0,625 5240,0 + 1180,0
Amfetamina + JJGW11 25 + 1,25 6600,0 + 1556,0
25 + 25 77110 + 13150
Kontrola - 976,4 + 2456
Amfetamina + 0,9% NaCl 25 + 0,0 46350 + 658,6%**
25 + 0,625 41330 + 4764
Amfetamina + JJIGW12 25 + 1,25 35810 + 7414
25 + 25 47620 + 5751
Kontrola - 973,4 + 250,3
Amfetamina + 1,0%Tween 25 + 0,0 4258,0 + 612,8***
25 + 0,01 31240 + 6859
Amfetamina + Olanzapina 25 + 0,03 1976,0 + 288,7%
25 + 0,3 1066,0 =+ 2553

Aktywno$¢ lokomotoryczna rejestrowano osobno dla kazdej myszy w aktometrach.

Po 30-minutowym okresie

adaptacji mierzono liczbe przejs¢ przez fotokomoérki podczas 60-minutowej sesji. Zwiazki badane i olanzapine
podawano dootrzewnowo (i.p.) 30 minut przed testem, amfetaming w dawce 2,5 mg/kg podawano podskornie (S.c.)
30 minut przed eksperymentem. Grupa kontrolna otrzymata dwie iniekcje 0,9% roztworu NaCl (i.p. i s.c.) lub 0,9%
NaCl (s.c.) i 1% Tween (i.p.) w przypadku olanzapiny. Wartoéci wyrazono jako $rednie = SEM, n=8-10 myszy na
grupg. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA (Newman-Keuls post hoc) **p<0,01, ***p<0,001 vs.
odpowiednia grupa kontrolna, #p<0,05, #p<0,01, *#p<0,001 vs. odpowiednia grupa z amfetaming
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5.1.8 Potencjalna aktywnoS$¢ przeciwdepresyjna w tescie wymuszonego plywania

u myszy

Badane zwiazki, z wyjatkiem JJIGWOS, nie obnizaly istotnie statystycznie czasu
bezruchu zwierzat (JJGWO1: (F(3,28)=2,344, p=0,094), JJGWO02: (F(3,28)=1,971,
p=0,141), JIGWO03: (F(3,28)=0,775, p=0,518), JIGWO7: (F(3,28)=3,594, p=0,026),
JIGWO09: (F(3,28)=2,918, p=0,052), JJIGW11l: (F(3,28)=0,218, p=0,883), JIGW12:
(F(3,28)=3,052, p=0,045)), a takze nie wplywaly na czas ptywania (JJGWOL:
(F(3,28)=1,982, p=0,140), JIGWO02: (F(3,28)=2,781, p=0,060), JIGWO3:
(F(3,28)=3,028, p=0,046), JIGWO7: (F(3,28)=2,206, p=0,110), JIGWOO9:
(F(3,28)=3,791, p=0,021), JIGW1l1l: (F(3,28)=0,445, p=0,723), JIGWI12:
(F(3,28)=0,796, p=0,507)), ani czas wspinania myszy (JJGWO01: (F(3,28)=2,421,
p=0,087), JIGWO02: (F(3,28)=2,156, p=0,116), JIGWO3: (F(3,28)=0,621, p=0,607),
JIGWO07: (F(3,28)=2,529, p=0,078), JJIGWO09: (F(3,28)=1,656, p=0,199), JIGW11:
(F(3,28)=1,463, p=0,246), JJGW12: (F(3,28)=4,623, p=0,010)) (Tab. 5.8).

Zwiazek JJGWO0S8 natomiast w dawce 1,25 i 2,5 mg/kg istotnie wydtuzatl czas
bezruchu myszy odpowiednio o0 19 i 22% (F(5,42)=6,073, p<0,001) oraz skracat czas
ptywania zwierzat odpowiednio o 79 i 96% w poroéwnaniu do grupy kontrolnej
(F(5,42)=5,705, p<0,001), nie wptywajac przy tym na czas wspinania (F(5,42)=3,174,
p=0,016) (Tab. 5.8). Zweryfikowano dodatkowo, czy badany zwigzek wptywal
niekorzystnie na mierzone parametry w pozostalych dawkach aktywnych
przeciwpsychotycznie, jednak w dawkach 0,15, 0,3 i 0,625 mg/kg JIGWO8 nie
wywieral wplywu na czas bezruchu, czas ptywania, ani czas wspinania myszy (Tab.
5.8).

Mianseryna w dawce 10 mg/kg istotnie skracata czas bezruchu zwierzat 0 28%
(F(2,27)=6,521, p<0,01) i wydtluzala czas wspinania myszy w stosunku do grupy
kontrolnej 0 147% (F(2,27)=6,555, p<0,01,), nie wplywajac przy tym na czas pltywania
(F(2,27)=0,739, p=0,487) (Tab. 5.8).
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Tab. 5.8 Wplyw zwiazkéow na czas bezruchu oraz czas plywania i wspinania

W tescie wymuszonego plywania u myszy

Zwiazek Dawka Czas bezruchu = Czas plywania + Czas wspinania +
(mg/kg) SEM (s) SEM (s) SEM (s)
Kontrola - 1829 + 124 428 + 9,2 62 + 1,9
JIGWO01 0,625 2141 + 6,9 264 + 54 24 + 14
1,25 1894 + 7,0 46,2 + 6,2 24 + 11
2,5 1898 + 85 50,2 + 8,3 16 + 07
Kontrola - 2123 + 4,3 36,0 £+ 51 63 £ 1,9
JIGWO02 0,625 230,1 + 4,2 183 + 56 24 + 16
1,25 2260 + 43 196 + 39 40 = 3,1
2,5 2230 + 79 175 + 6,3 132 + 51
Kontrola - 1927 + 17,3 330 + 473 63 + 19
JIGWO03 0,625 2145 + 8,7 145 + 6,6 11,0 + 6,8
1,25 1896 + 11,0 428 + 6,0 124 + 473
2,5 1950 + 12,6 285 + 972 151 + 473
Kontrola - 1893 =+ 14,7 450 + 155 6,1 + 19
JIGWO07 0,625 2116 + 7.8 252 + 75 32 £ 1.2
1,25 208,1 + 6,6 128 + 28 191 + 6,8
2,5 1594 + 17,7 483 + 144 190 + 7.8
Kontrola - 1935 + 6,6 40,3 £ 7,0 63 £ 19
0,15 204,0 + 10,7 343 + 104 1,7 £ 1,0
0,3 2041 + 7,7 265 + 7,3 94 + 3,0
JIGWO08 0,625 2166 + 5,8 181 + 45 30 £ 16
1,25 2304 + 2,9** 85 + 2,7** 12 £ 05
2,5 235,3 + 24%** 14 £+ 0,6*** 33 £ 16
Kontrola - 190,8 =+ 15,2 336 + 65 62 + 19
JIGWO09 0,625 2178 + 8,6 19,7 + 8,6 25 + 17
1,25 1930 + 18,6 220 + 6,2 250 + 19,0
2,5 136,7 + 30,8 836 =+ 28,0 36,1 + 155
Kontrola - 1913 + 11,3 391 + 973 266 + 79
JIGW11 0,625 1912 + 14,6 294 + 6,8 195 + 124
1,25 2014 + 59 36,1 +£ 59 25 +£ 11
2,5 191,1 + 10,2 299 + 6,0 190 + 8,2
Kontrola - 186,2 + 13,7 384 + 90 263 + 79
JIGW12 0,625 208,1 + 6,2 245 + 44 75 £ 26
1,25 1595 + 11,3 357 £ 71 449 + 7.2
2,5 1885 + 13,1 296 + 6,6 219 + 972
Kontrola - 1780 + 6,0 312 + 49 30,8 + 6,0
Mianseryna 5,0 1574 + 9.8 288 + 3,7 538 = 9,1
10,0 1278 + 12,7** 36,1 + 43 76,1 + 10,7**

W teécie wymuszonego ptywania dla myszy umieszczonych w zbiornikach z woda mierzono czas bezruchu oraz czas
ptywania i wspinania, przez 4 minuty (po 2-minutowym okresie adaptacyjnym). Zwiazki badane i mianseryne
podawano dootrzewnowo (i.p.) 30 minut przed rozpoczeciem eksperymentu. Grupa kontrolna otrzymata 0,9%
roztwor NaCl (i.p.). Wartosci wyrazono jako $rednie £ SEM, n=8-10 myszy na grupg. Analiza statystyczna:
jednoczynnikowa ANOVA (Dunnett post hoc) *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. odpowiednia grupa kontrolna

82



Wyniki

5.1.9 Potencjalna aktywnos¢ przeciwdepresyjna w teScie zawieszania za ogon

u myszy

Zwigzki JJGWO1, JJIGWO03, JJIGWO07 i JJGWO09 w dawkach 0,15, 0,3 i 0,625
mg/kg istotnie statystycznie obnizaty czas bezruchu zwierzat w poréwnaniu do grupy
kontrolnej o odpowiednio 47, 38 1 39% dla zwiazku JJIGWO1 (F(6,63)=8,618,
p<0,0001), 48, 42 i 44% dla zwiazku JJGWO03 (F(6,63)=7,238, p<0,0001), 50, 41 i 39%
dla zwiazku JIGWO07 (F(6,63)=7,178, p<0,0001) oraz 45, 40 i 42% dla zwigzku
JIGWO09 (F(6,63)=15,640, p<0,0001) (Tab. 5.9).

JJGWO08 w dawkach 1,25 i 2,5 mg/kg oraz JJGWO09 w dawce 2,5 mg/kg istotnie
statystycznie zwigkszaly czas bezruchu zwierzat w porownaniu do grupy kontrolnej
0 odpowiednio 64 i 87% (F(5,54)=19,960 p<0,0001) dla zwigzku JJIGWO08 oraz 69%
(F(6,63)=15,640, p<0,0001) dla pochodnej JIGWQ9 (Tab. 5.9). Zweryfikowano
dodatkowo, czy zwigzek JIGWO08 wplywal niekorzystnie na mierzony parametr
W pozostatych dawkach aktywnych przeciwpsychotycznie, jednak w dawkach 0,15, 0,3
i 0,625 mg/kg nie wywieral on wptywu na czas bezruchu myszy (Tab. 5.9).

Zwigzki JJGW02 (F(3,36)=3,730, p=0,020), JJGW11 (F(3,36)=0,813, p=0,495)
i JJGW12 (F(3,36)=1,543, p=0,220) nie wptywaly istotnie na czas bezruchu zwierzat
W przeprowadzonym tescie (Tab. 5.9).

Moklobemid w dawce 20 mg/kg istotnie statystycznie redukowat czas bezruchu
myszy w porownaniu do grupy kontrolnej o 63% (F(2,27)=14,740, p<0,0001) (Tab.
5.9).
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Tab. 5.9 Wplyw zwiazkéw na czas bezruchu w tescie zawieszania za ogon u myszy

Zwigzek Dawka (mg/kg) Czas bezruchu + SEM (s)
Kontrola - 1158 =+ 11,8
0,08 828 =+ 49
0,15 616 =+ 8,0**
JIGWO01 0,3 722 + 59*
0,625 711 + 9,3*
1,25 940 =+ 6,5
2,5 1429 + 16,9
Kontrola - 1153 + 116
0,625 1009 + 95
JIGWO02 1,25 1434 + 16,5
2,5 170,7 + 23,0
Kontrola - 1146 + 119
0,08 949 <+ 13,0
0,15 59,8 + 14,7*
JIGWO03 0,3 66,0 + 7,8*
0,625 63,6 =+ 14,6*
1,25 1172 + 16,2
2,5 1500 + 7,7
Kontrola - 117,7 + 13,3
0,08 770 £ 123
0,15 58,3 =+ 11,8*
JIGWO07 0,3 69,1 + 7,5*
0,625 72,1 + 15,8*
1,25 111,8 + 94
2,5 1472 + 131
Kontrola - 1170 £ 8,0
0,15 842 + 11,8
0,3 846 =+ 17,0
JIGW08 0,625 1049 + 18,8
1,25 1922 + 8,0%**
2,5 218,9 + 9,6%**
Kontrola - 1175 + 11,3
0,08 1094 + 11,4
0,15 648 =+ 9,8*
JIGW09 0,3 70,8 + 12,4*
0,625 68,2 + 124*
1,25 91,1 + 12,9
2,5 1982 =+ 124%**
Kontrola - 1165 + 16,5
0,625 834 + 155
JIGW11 1,25 926 + 154
2,5 932 + 151
Kontrola - 1166 =+ 16,5
0,625 729 + 143
JIGW12 1,25 80,5 + 20,3
2,5 838 =+ 90
Kontrola - 1160 + 7,9
Moklobemid 10,0 889 + 8,9
20,0 42,7 + 11,8***

W te§cie myszy zawieszano za ogon (70 cm nad podtozem) przy pomocy tasmy samoprzylepnej (1cm szeroko$ci)

i mierzono czas bezruchu zwierzat przez 6 minut trwania eksperymentu. Zwiazki badane i moklobemid podawano
dootrzewnowo (i.p.) odpowiednio 30 lub 60 minut przed rozpoczgciem eksperymentu. Grupa kontrolna otrzymata
0,9% roztwdr NaCl (i.p.). Warto$ci wyrazono jako $rednie £ SEM, n=10 myszy na grupg. Analiza statystyczna:
jednoczynnikowa ANOVA (Newman-Keuls post hoc) *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. odpowiednia grupa

kontrolna

84



Wyniki

5.1.10 Potencjalna aktywnos$¢ przeciwlekowa w teScie czterech plytek u myszy

Zwiazek JJIGWO01 w dawce 0,625 mg/kg istotnie statystycznie zwigkszal liczbe
karanych przejs¢ zwierzat 0 76% w pordéwnaniu z grupg kontrolng (F(4,35)=4,608,
p<0,01) (Tab. 5.10).

Zwiazek JJIGWO07 (F(3,28)=4,859, p<0,01) i JJGWO09 (F(3,28)=2,998, p<0,01)
wdawce 1,25 mg/kg istotnie statystycznie zwigkszaly liczbe karanych przejsé
W porownaniu z grupg kontrolng o0 odpowiednio 36 i 53% (Tab. 5.10).

JJIGW08 w dawkach 0,3 i 0,625 mg/kg wykazywal wzrost mierzonego
parametru kolejno o 54 i 49% w poréwnaniu do grupy kontrolnej (F(5,42)=9,103,
p<0,0001) (Tab. 5.10).

Zwigzki JIGWO02 (F(3,28)=2,082, p=0,125), JJGWO03 (F(3,28)=1,150, p=0,346),
JJGW11 (F(3,28)=1,809, p=0,168) i JJGW12 (F(3,28)=1,587, p=0,215) nie wptywatly
na liczb¢ karanych przej$¢ zwierzat (Tab. 5.10).

Diazepam istotnie statystycznie zwickszatl ilo$¢ przejs¢ myszy, karanych
impulsem elektrycznym w zakresie dawek 1,25-5 mg/kg, w granicach 59-73%
w porownaniu do grupy kontrolnej (F(5,54)=5,647, p<0,001) (Tab. 5.10).
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Tab. 5.10 Wplyw zwiazkoéw na liczbe przejs¢ karanych impulsem elektrycznym

W teScie czterech plytek u myszy

Zwiazek Dawka (mg/kg) Io$¢ przejs¢ = SEM
Kontrola - 34 + 0,3
0,3 46 + 05
JIGWO01 0,625 6,0 + 04**
1,25 40 + 06
2,5 46 + 04
Kontrola - 34 £ 05
0,625 53 + 0,3
JIGWO02 1,25 49 + 09
2,5 38 + 0,6
Kontrola - 36 + 04
0,625 45 + 05
JIGWO03 1,25 45 + 04
2,5 38 £ 05
Kontrola - 39 + 04
0,625 45 + 0,3
JIGWO07 1,25 53 + 0,3*
2,5 36 + 0,3
Kontrola - 39 £ 06
0,15 40 + 05
0,3 6,0 + 0,4**
JIGWO08 0,625 58 + 0,4**
1,25 38 =+ 04
2,5 26 + 03
Kontrola - 38 + 04
0,625 45 + 05
JIGWO09 1,25 58 + 04*
2,5 46 + 0,6
Kontrola - 38 + 05
0,625 49 + 05
JIGW11 1,25 30 = 07
2,5 43 + 0,7
Kontrola - 39 + 05
0,625 54 + 0,8
JIGW12 1,25 56 += 0,7
2,5 56 + 0,6
Kontrola - 37 =+ 04
0,625 44 + 0,3
1,25 6,0 = 04*
Diazepam 2,5 6,4 + 0,2**
50 59 + 0,8*
10,0 35 = 0,7

Myszy umieszczano w aparacie i po 15-sekundowym okresie adaptacji kazde przej$cie myszy na inng plytke byto
karane nieuszkadzajacym bodzcem elektrycznym. Liczb¢ karanych przej$¢ mierzono przez okres 60 sekund. Zwiazki
badane i diazepam podawano dootrzewnowo (i.p.) odpowiednio 30 lub 60 minut przed rozpoczeciem eksperymentu.
Grupa kontrolna otrzymata 0,9% roztwor NaCl (i.p.). Warto$ci wyrazono jako $rednie + SEM, n=8 myszy na grupg.
Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA (Newman-Keuls post hoc) *p<0,05, **p<0,01 vs. odpowiednia

grupa kontrolna
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5.1.11 Potencjalna aktywno$¢ przeciwlekowa w teScie uniesionego labiryntu

krzyzowego U myszy

Zaden z badanych zwiazkow w zakresie dawek 0,625-2,5 mg/kg nie wydtuzat
istotnie statystycznie czasu spedzonego w ramionach otwartych przez myszy (JJGWO1:
(F(3,28)=3,255, p=0,036), JIGWO02: (F(3,28)=0,897, p=0,455), JIGWO3:
(F(3,28)=0,135, p=0,938), JIGWO7: (F(3,28)=3,314, p=0,034), JIGWO0S:
(F(3,28)=0,830, p=0,488), JJGWO09: (F(3,28)=0,997, p=0,409), JJGW11 F(3,28)=0,171,
p=0,915), JJGW12: F(3,28)=2,355, p=0,093)) (Tab. 5.11).

Zwiazki JIGWO1 (F(3,28)=4,822, p=0,008), JJGWO03 (F(3,28)=0,206, p=0,891) ,
JJIGW11 (F(3,28)=0,622, p=0,607) i JJIGW12 F(3,28)=0,875, p=0,466) nie wplywaty
istotnie na liczbe wej$¢ do ramion otwartych labiryntu (Tab. 5.11). Natomiast zwigzek
JJIGWO02 w dawce 2,5 mg/kg, a takze zwigzki JJGWO07 i JJGWO08 w dawkach 0,625,
1,251 2,5 mg/kg oraz JIGW09 w dawkach 1,25 i 2,5 mg/kg zmniejszaly liczbg wejs¢ do
ramion otwartych labiryntu w stosunku do grupy kontrolnej o odpowiednio 79% dla
zwigzku JJGWO02 (F(3,28)=6,024, p<0,01), 54, 43 i 49% dla JJGWO07 (F(3,28)=4,036,
p<0,05), 59, 46 i 34% dla JJGWO08 (F(3,28)=6,893, p<0,01) oraz 48 i 65% dla JJGW09
(F(3,28)=6,541, p<0,01) (Tab. 5.11).

Diazepam w dawce 1,25 i 2,5 mg/kg istotnie statystycznie wydtuzatl czas
spedzony w ramionach otwartych przez myszy o odpowiednio 84 i 60% w porownaniu
do grupy kontrolnej (F(4,35)=12,870, p<0,0001). Réwnoczesnie w dawkach 0,625, 1,25
12,5 mg/kg istotnie zwigkszat liczbe wejs¢ do ramion otwartych labiryntu w stosunku
do grupy kontrolnej odpowiednio o 79, 74 oraz 126% (F(4,35)=5,908, p<0,001) (Tab.
5.11).
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Tab. 5.11 Wplyw zwiazkéw na czas spedzony w ramionach otwartych oraz na

liczbe wejs¢ do ramion otwartych labiryntu w te$cie uniesionego labiryntu

krzyzowego U myszy

Zwiazek Dawka Czas w ramionach Liczba wej$¢ do ramion
(mg/kg) otwartych = SEM (s) otwartych = SEM
Kontrola - 56,7 + 10,3 98 + 1,6
0,625 257 + 6,2 36 =+ 0,9
JIGWO01 1,25 50,1 + 125 153 + 4,2
2,5 253 + 51 51 + 14
Kontrola - 574 + 10,2 95 + 15
0,625 40,7 + 75 6,1 + 13
JIGWO02 1,25 356 + 6,3 59 + 14
2,5 399 + 144 20 + 0,6**
Kontrola - 55,7 + 10,7 96 + 15
0,625 623 + 151 86 + 16
JIGWO03 1,25 64,3 + 105 100 + 25
2,5 654 =+ 10,3 83 + 15
Kontrola - 56,2 + 6,4 98 + 1,2
0,625 46,8 + 10,7 45 + 0,9*
JIGWO07 1,25 645 =+ 13,6 56 + 1,6*
2,5 242 + 50 50 + 1,0*
Kontrola - 582 + 6,6 99 + 11
0,625 413 + 7.2 41 + 0,6**
JIGWO08 1,25 42,7 + 10,2 53 =+ 1,1**
2,5 51,1 + 10,1 65 + 0,9*
Kontrola - 56,6 + 7,3 96 + 1,2
0,625 450 + 9,3 69 + 14
JIGWO09 1,25 62,6 + 145 50 + 0,8*
2,5 40,7 + 7,9 34 + 0,7**
Kontrola - 68,1 + 126 109 + 19
0,625 748 + 75 89 + 0,8
JIGW11 1,25 68,7 = 11,6 83 + 15
2,5 64,2 + 97 90 + 1,3
Kontrola - 67,1 + 13,0 100 = 2,0
0,625 851 + 12,1 109 + 1,6
JIGW12 1,25 735 = 11,1 98 + 1,6
2,5 422 + 10,9 73 + 14
Kontrola - 816 + 8,6 81 + 0,8
0,3 643 + 124 98 + 16
Diazepam 0,625 750 + 117 145 + 1,6*
1,25 150,2 + 5,2*** 141 + 1,9*
2,5 1305 + 12,7 ** 18,3 + 2,1**

Myszy umieszczano pojedynczo w centralnym polu labiryntu i obserwowano przez 5 minut. Mierzono liczbe wej$¢

zwierzecia do ramion otwartych i zamknigtych, atakze czas spedzony w ramionach otwartych i zamknigtych
labiryntu. Zwiazki badane i diazepam podawano dootrzewnowo (i.p.) 30 minut przed rozpoczeciem eksperymentu.
Grupa kontrolna otrzymata 0,9% roztwor NaCl (i.p.). Warto$ci wyrazono jako $rednie + SEM, n=8 myszy na grupg.
Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA (Newman-Keuls post hoc) *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs.
odpowiednia grupa kontrolna
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5.1.12 Wplyw badanych zwigzkow na ruchliwos$¢ spontaniczng u myszy

Badane zwigzki poddano ocenie wplywu na ruchliwo$¢ spontaniczng myszy dla
kazdego z przeprowadzonych powyzej testow behawioralnych.

Zaden z testowanych zwigzkéw nie wplywat na aktywno$é lokomotoryczng
zwierzat w 60-minutowe]j sesji, odpowiadajacej testom hiperlokomocji indukowane;j
podaniem MK-801 oraz amfetaming (JJGWO01: (F(3,29)=3,613, p=0,025), JJIGWO02:
(F(3,29)=4,103, p=0,015), JIGWO03: (F(3,28)=0,483, p=0,697), JIGWOT:
(F(3,28)=2,269, p=0,102), JIGWO08: (F(5,43)=0,560, p=0,730), JIGWOO:
(F(3,29)=1,276, p=0,301), JIGWI1l1l: (F(3,29)=1,047, p=0,387), JIGWI12:
(F(3,29)=1,345, p=0,279)) (Tab. 5.12).

Testowane zwigzki nie wywolywaty zmian w aktywnosci lokomotorycznej
zwierzat w 4-minutowej sesji odpowiadajacej testowi wymuszonego plywania
(JJGWO1: (F(3,30)=2,282, p=0,099), JIGWO03: (F(3,30)=1,310, p=0,289), JIGWOT:
(F(3,32)=0,626, p=0,603), JIGWO09: (F(3,30)=1,164, p=0,340), JIGWI1L:
(F(3,36)=2,270, p=0,097), JJGW12: (F(3,30)=0,451, p=0,718)) (Tab. 5.12). Jedynie
zwigzek JIGW02 w dawkach 1,25 12,5 mg/kg oraz JJGW08 w dawce 2,5 mg/kg
istotnie statystycznie zmniejszaty ruchliwo$¢ spontaniczng zwierzat odpowiednio o 65
i 69% (F(3,30)=8,476, p<0,001,) dla pochodnej JJGWO02 oraz 64% (F(3,30)=5,509,
p<0,01) dla zwigzku JIGWO8 (Tab. 5.12).

Badane pochodne nie wplywaty na ruchliwos¢ spontaniczng zwierzat podczas
6-minutowej sesji odpowiadajgcej testowi zawieszania za ogon (JJGWOI:
(F(6,51)=3,745, p=0,004), JIGWO03: (F(6,51)=1,214, p=0,315), JIGWOT:
(F(6,51)=2,218, p=0,056), JIGWO09: (F(6,51)=2,911, p=0,016), JIGWI1L:
(F(3,36)=2,335, p=0,090), JJGW12: (F(3,30)=0,475, p=0,702)) (Tab. 5.12). Wylacznie
zwigzek JJGW02 w dawkach 0,625, 1,25 i 2,5 mg/kg oraz JJGWO08 w dawkach 1,25
i1 2,5 mg/kg istotnie statystycznie obnizaly aktywno$¢ lokomotoryczng zwierzat
odpowiednio o 30, 63 i 66% (F(3,30)=9,150, p<0,001) dla zwigzku JJGWO02 oraz 45
1 62% (F(3,30)=4,847, p<0,01) dla pochodnej JJGWO08 (Tab. 5.12).

Testowane zwigzki nie wywolywaly zmian w ruchliwosci spontanicznej
zwierzat podczas 1-minutowej sesji odpowiadajgcej testowi czterech plytek (JJGWOL:
(F(4,37)=3,212, p=0,023), JIGWO03: (F(3,30)=0,257, p=0,856), JIGWOT:
(F(3,31)=0,408, p=0,748), JIGWO08: (F(5,44)=3,446, p=0,010), JIGWO0O9:
(F(3,30)=1,457, p=0,246), JIGW1l1l: (F(3,30)=1,105, p=0,362), JIGWI12:
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(F(3,30)=1,558, p=0,220)) (Tab. 5.12). Jedynie zwigzek JIGW02 w dawkach 1,25 i 2,5
mg/kg istotnie statystycznie zmniejszal aktywnos$¢ lokomotoryczng zwierzat
odpowiednio 0 38 1 57% (F(3,30)=5,775, p<0,01) (Tab. 5.12).

Badane pochodne nie wptywaly na ruchliwo$¢ spontaniczng zwierzat podczas
5-minutowej sesji odpowiadajacej testowi uniesionego labiryntu krzyzowego (JJIGWO1:
(F(3,30)=2,065, p=0,126), JIGWO03: (F(3,30)=0,510, p=0,679), JIGWOT:
(F(3,32)=0,144, p=0,933), JIGWO08: (F(3,30)=2,677, p=0,065), JIGWOO:
(F(3,30)=1,917, p=0,148), JIGW11l: (F(3,36)=2,481, p=0,077), JIGWI12:
(F(3,30)=0,257, p=0,856)) (Tab. 5.12). Tylko zwigzek JJIGW02 w dawkach 1,25 i 2,5
mg/kg istotnie statystycznie obnizal aktywnos¢ lokomotoryczng zwierzat odpowiednio
0 56 [ 70% (F(3,30)=7,995, p<0,001) (Tab.5.12).
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Tab. 5.12 Wplyw zwiazkow na ruchliwos$¢ spontaniczna myszy

Zwiazek Dawka Ilo$¢ przejs¢ £ SEM  Tlo$¢ przejsé¢ + SEM  Ilos¢ przejs¢ £ SEM  Tlo$¢ przejs¢ £ SEM  Tlosé przejsé¢ £ SEM

(mg/kg)  w ciagu 60 minut w ciagu 4 minut w ciagu 6 minut w ciagu 1 minuty w ciagu 5 minut
Kontrola - 11050 + 189,6 2140 + 342 3459 + 492 519 + 65 2696 + 454
0,15 - - 2724 + 36,2 - -
JIGWO1 0,3 - - 3168 + 23,9 555 + 6,7 -
0,625 1862,0 =+ 264,7 1179 + 241 1956 =+ 23,7 299 + 47 1475 + 278
1,25 1820,0 + 24472 1323 + 24,3 2084 + 37,6 36,1 + 69 1770 + 35,0
2,5 10810 + 2111 1389 + 32,0 2198 + 421 383 + 48 186,5 + 35,7
Kontrola - 1120,0 + 1954 2122 + 34,0 3343 + 51,0 522 + 6,6 2755 + 447
0,625 1543,0 + 203,2 161,4 + 10,0 2325 + 158" 390 + 39 1978 + 12,4
JIGWO02 1,25 1036,0 + 219,4 750 + 16,37 1250 + 2617 323 + 47 120,1 + 21,07
2,5 612,3 + 92,9 649 + 2417 1130 + 242" 223 + 507 821 + 2507
Kontrola - 2078,0 + 449,1 1985 + 21,1 2032 + 327 409 + 7,2 2473 + 297
0,15 - - 2698 + 515 - -
JIGWO03 0,3 - - 2311 + 26,9 - -
0,625 1837,0 + 2461 2171 + 21,8 3058 + 274 385 + 6,6 2569 + 214
1,25 2366,0 + 390,0 1643 + 17,2 2551 + 20,0 423 + 34 2153 + 173
2,5 1796,0 + 3964 179,1 + 16,3 2436 + 36,4 350 + 59 2343 + 246
Kontrola - 2112,0 + 4089 1836 + 255 2741 + 334 384 + 76 1981 + 32,1
0,15 - - 3249 + 296 - -
JIGWO07 0,3 - - 3045 + 236 - -
0,625 22470 + 1281 161,4 + 18,0 2371 + 17,2 323 + 39 1926 + 12,4
1,25 2029,0 + 276,2 1413 + 27,7 2320 + 265 349 + 69 2034 + 257
2,5 30350 + 340,1 179,1 + 22,7 2700 + 17,6 21 + 67 2141 + 195

Aktywnos$¢ lokomotoryczng rejestrowano osobno dla kazdej myszy w aktometrach. Po 30-minutowym okresie adaptacji mierzono liczbe przej$¢ przez fotokomoérki w odpowiednich
przedziatach czasowych tj.: 60 minut dla testow hiperlokomocji, 4 minuty dla testu wymuszonego ptywania, 6 minut dla testu zawieszania za ogon, 1 minuta dla testu czterech ptytek
i 5 minut dla testu uniesionego labiryntu krzyzowego. Zwiazki badane podawano dootrzewnowo (i.p.), 30 minut przed testem. Grupa kontrolna otrzymata 0,9% roztwoér NaCl (i.p.).
Wartosci wyrazono jako $rednie £ SEM, n=8-10 myszy na grup¢. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA (Newman-Keuls post hoc) *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs.
odpowiednia grupa kontrolna
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Tab. 5.12 Wplyw zwiazk6éw na ruchliwos$¢ spontaniczng myszy cd.

Zwiazek Dawka 1los$¢ przejs¢ £ SEM  Tlo$¢ przejs¢ = SEM  Tlos$¢ przejs¢ £ SEM  1los$¢ przejs¢ £ SEM  Tlos¢ przejs¢ = SEM

(mg/kg)  w ciagu 60 minut w ciagu 4 minut w ciagu 6 minut w ciagu 1 minuty w ciagu 5 minut
Kontrola - 1140,0 + 1998 1955 + 215 2818 + 28,8 449 + 6,6 218,7 + 346
0,15 1346,0 + 313,2 - - 375 + 54 -
0,3 1588,0 + 273,0 - - 46,4 + 74 -
JIGWO08 0,625 1671,0 + 326,3 130,8 + 18,8 1914 + 28,6 266 + 49 1650 + 25,2
1,25 1769,0 + 295,22 1214 + 178 1548 + 31,77 218 = 48 1243 + 26,6
2,5 14500 + 4428 699 + 304" 1078 + 480~ 186 + 85 1016 + 389
Kontrola - 14350 + 3789 169,3 + 234 297,1 + 27,0 458 + 57 2306 + 325
0,15 - 2815 + 4572 -
JIGW09 0,3 - - 3215 + 4372 - -
0,625 2542,0 + 4459 1365 + 24,6 1938 + 334 37,1 + 49 182,0 + 17,2
1,25 2202,0 + 5403 1123 £ 225 176,1 + 304 359 + 44 1459 <+ 26,7
2,5 18220 + 329,6 1260 + 226 1955 =+ 26,6 306 + 6,1 166,8 =+ 25,0
Kontrola - 1779,0 + 4477 1925 =+ 232 3179 + 255 473 + 7,3 256,1 + 254
0,625 24740 + 286,1 1784 =+ 156 272,8 + 26,3 473 + 97 206,0 + 22,8
JIGW11 1,25 23850 + 2284 1699 =+ 110 2716 + 142 569 = 35 231,3 + 10,7
2,5 1861,0 + 355,9 1118 + 26,6 2209 + 33,0 376 = 7,0 160,4 =+ 32,6
Kontrola - 1087,0 + 193,22 1756 =+ 227 303,7 + 27,0 445 + 57 2339 + 33,0
0,625 2075,0 + 570,7 1645 + 374 2343 =+ 530 404 + 9,0 198,6 =+ 44,8
JIGW12 1,25 1672,0 + 2451 1776 =+ 384 2773 + 60,6 59,0 = 9,0 2314 + 485
2,5 11310 + 5204 215,1 + 31,0 310,8 + 59,3 620 + 104 2534 + 50,0

Aktywno$¢ lokomotoryczng rejestrowano osobno dla kazdej myszy w aktometrach. Po 30-minutowym okresie adaptacji mierzono liczbg przejs¢ przez fotokomorki w odpowiednich
przedziatach czasowych tj.: 60 minut dla testoéw hiperlokomocji, 4 minuty dla testu wymuszonego ptywania, 6 minut dla testu zawieszania za ogon, 1 minuta dla testu czterech ptytek
i 5 minut dla testu uniesionego labiryntu krzyzowego. Zwiazki badane podawano dootrzewnowo (i.p.), 30 minut przed testem. Grupa kontrolna otrzymata 0,9% roztwor NaCl (i.p.).
Wartoéci wyrazono jako $rednie + SEM, n=8-10 myszy na grupg. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA (Newman-Keuls post hoc) *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs.
odpowiednia grupa kontrolna
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5.1.13 Wplyw badanych zwigzkéw na zdolno$¢ indukowania katalepsji u myszy

Dla  zwigzkéw  aktywnych ~w  teScie  hiperlokomocji  wywolanej
MK-801/amfetaming wyznaczono najnizsze dawki indukujgce katalepsje u myszy (Tab.
5.13). Dawki kataleptogenne dla zwigzkow JIGWO1 1 JIGWO09 wyniosty 20 mg/kg,

natomiast dla pozostatych zwiazkoéw oraz dla olanzapiny dawka ta wyniosta 10 mg/kg.

Tab. 5.13 Wplyw zwiazkow na indukowanie katalepsji u myszy

Zwiazek Najnizsza dawka
kataleptogenna
(mg/kg)
JIGWO01 20,0
JIGWO02 10,0
JIGWO03 10,0
JIGWO07 10,0
JIGWO08 10,0
JIGWO09 20,0
Olanzapina 10,0

W tedcie mierzono czas utrzymywania przez zwierz¢ obu przednich tap na metalowym cylindrycznym
precie usytuowanym 4 cm nad powierzchnig blatu, po 30, 60 i 120 minutach od podania zwigzkow
dootrzewnowo (i.p.) (3 proby, maksymalnie po 60 sekund). Wynik dla kazdej préby oceniano
W nastepujacy sposob: 0 punktow jesli zwierze utrzymywato wymuszong pozycje <15 sekund, 1 punkt za
utrzymywanie si¢ na precie przez 15-29,9 sekund, 2 punkty za utrzymywanie sie¢ przez 30-59,9 sekund
oraz 3 punkty za pozostawanie na pre¢cie >60 sekund. Minimalng dawka kataleptogenng okreslono
najnizsza dawke indukujgca sredni wynik katalepsji >1 w 30, 60 i/lub 120 minucie po podaniu zwiazkow.
n=10 myszy na grupg

5.1.14 Wplyw badanych zwiazkéw na koordynacje ruchowg myszy w tescie

rotarod

Zaden z badanych zwigzkéw w teScie rotarod nie uposledzal koordynacji
ruchowej zwierzat w dawkach aktywnych przeciwpsychotycznie (Tab. 5.14).

Wartosci EDsp dla wszystkich badanych zwiazkow przedstawiono w Tabeli
5.14.
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Tab. 5.14 Wplyw zwiazkow na koordynacje ruchowa myszy w tescie rotarod

Sredni czas

% zwierzat, ktore

Zwiazek (?nag}llfg) utrzymywania si¢  nie utrzymaly sie na EDs (Mmg/kQ)
na precie £ SEM (s)  precie w czasie 60 s

40 56,3 + 3,8 12,5

JJGWO01 80 496 + 53 50,0 89,0 (58,9do 134,3)
120 473 £+ 6,9 62,5
40 529 + 438 25,0

JIGWO02 80 41,0 + 95 50,0 82,8 (44,5 do 154,0)
120 405 + 7,8 62,5
10 596 £+ 04 12,5

JIGWO03 20 44,3 + 6,0 62,5 18,7 (13,5do 26,1)
30 396 + 7,1 75,0
20 583 + 11 25,0

JIGWO7 30 50,3 + 6,2 37,5 28,3 (22,6 do 35,4)
40 200 + 84 87,5
10 579 + 15 25,0

JIGWO08 20 409 + 85 50,0 18,2 (11,3do29,1)
30 196 + 89 75,0
10 39,8 + 9,9 37,5

JIGWO09 30 429 + 8,3 50,0 17,5 (8,8do35,1)
50 196 + 6,1 87,5
40 599 + 0,1 12,5

JIGW11 80 46,8 + 6,0 50,0 89,0 (58,9do 134,3)
120 424 + 74 62,5
40 58,1 + 19 12,5

JIGW12 60 41,0 + 94 37,5 63,9 (51,4do79,4)
80 32,1 + 8.2 75,0

Myszy umieszczano indywidualnie na krecacym si¢ precie (Srednica 11cm, szybko$é: 24 rpm) na okres
60 sekund (wczesniej trenowano je przez 3 dni, po 3 minuty). Rejestrowano czas, przez ktory zwierze
zdota utrzymac si¢ na precie. Dla kazdego zwiazku obliczono warto$¢ EDsq [220], tj. dawke przy ktorej
50% zwierzat nie jest w stanie utrzymac¢ si¢ na krecacym si¢ precie. Zwiazki badane podawano
dootrzewnowo (i.p.) 30 minut przed rozpoczeciem eksperymentu. Grupa kontrolna otrzymata 0,9%
roztwor NaCl (i.p.). Warto$ci wyrazono jako $rednie = SEM, n=8 myszy na grupe

94



Wyniki

Badania weryfikujace wplyw na uklad sercowo-naczyniowy

5.1.15 Wplyw na ci$nienie tetnicze krwi u normotensyjnych szczuréw

Kazdy zwigzek badano wyjsciowo w dawce 5 mgkg i w przypadku
zaobserwowania aktywnosci hipotensyjnej, dawke zmniejszano o potowe, az do zaniku
istotnego dziatania hipotensyjnego. Wszystkie testowane pochodne obnizaty istotnie
ci$nienie tetnicze zwierzat.

Zwiazek JJIGWO01 w dawce 1 mg/kg istotnie statystycznie obnizal ci$nienie
skurczowe u szczura od 5 do 60 minuty od podania w granicach 9-15%
(F(1,70)=25,930, p<0,001), a takze cisnienie rozkurczowe w 40-tej i 60-tej minucie od
podania o odpowiednio 16 i 17% (F(1,70)=7,603, p<0,05) (Tab. 5.15).

JJGWO02 w dawce 2,5 mg/kg istotnie statystycznie obnizal ci$nienie skurczowe
u szczura od 5 do 30 minuty oraz od 50 do 60 minuty od podania w granicach 8-10%
(F(1,70)=14,300, p<0,01), a takze ci$nienie rozkurczowe od 5 do 40 minuty oraz
w 60-tej minucie od podania w granicach 13-15% (F(1,70)=17,520, p<0,01) (Tab.
5.15).

Zwiazek JJIGWO03 w dawce 5,0 mg/kg istotnie statystycznie obnizal ci§nienie
skurczowe u szczura od 5 do 60 minuty od podania w granicach 16-21%
(F(1,70)=31,610, p<0,001), a takze ci$nienie rozkurczowe w 5-tej i 10-tej minucie od
podania o odpowiednio 18 i 20% (F(1,70)=4,059, p=0,072) (Tab. 5.15).

JJIGWO07 w dawce 5,0 mg/kg istotnie statystycznie obnizal ci$nienie skurczowe
u szczura od 5 do 60 minuty od podania w granicach 2-12% (F(1,70)=35,520, p<0,001),
nie wplywajac przy tym na ci$nienie rozkurczowe (F(1,70)=21,790, p<0,001) (Tab.
5.15).

Zwiazek JJIGWO08 w dawce 1,0 mg/kg istotnie statystycznie obnizal ci§nienie
skurczowe u szczura od 5 do 60 minuty od podania w granicach 7-14%
(F(1,70)=21,330, p<0,001), a takze cisnienie rozkurczowe w 40-tej minucie od podania
0 15% (F(1,70)=8,139, p<0,05) (Tab. 5.15).

JJIGW09 w dawce 0,5 mg/kg istotnie statystycznie obnizal ci$nienie skurczowe
u szczura od 5 do 50 minuty od podania w granicach 9-11% (F(1,70)=11,940, p<0,01),
a takze ci$nienie rozkurczowe od 5 do 60 minuty od podania w granicach 11-20%
(F(1,70)=30,420, p<0,001) (Tab. 5.15).
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Zwiazek JJIGWI11 w dawce 2,5 mg/kg istotnie statystycznie obnizal ci$nienie
skurczowe u szczura od 5 do 60 minuty od podania w granicach 7-14%
(F(1,70)=21,560, p<0,001), a takze cisnienie rozkurczowe w 60-tej minucie od podania
0 18% (F(1,70)=6,612, p<0,05) (Tab. 5.15).

JJGW12 w dawce 5,0 mg/kg istotnie statystycznie obnizat ciSnienie skurczowe
u szczura w 50-tej minucie od podania o0 13% (F(1,70)=4,824, p=0,053), nie wplywajac
przy tym na ciSnienie rozkurczowe (F(1,70)=0,349, p=0,568) (Tab. 5.15).
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Tab. 5.15 Wplyw zwiazkow na ci$nienie tetnicze krwi u normotensyjnego szczura

Wyniki

Zwiazek  Cisnienie = Dawka  Czas obserwacji (min)
(mg/kg) g 5 10 20 30 40 50 60
Kontrola SBP - 127,5 + 3,3 128,77 + 35 126,2 + 2,4 1243 + 2,3 1205 + 1,9 120,0 + 2,9 1235 + 3,2 121,3 + 3,0
DBP - 92,2 £ 2,5 942 + 2,3 92,2 + 2.3 90,3 + 2,4 88,8 + 2,0 90,2 + 4,7 87,3 £ 2.3 90,2 + 4,9
JJIGWO01 SBP 0,5 130,7 £ 6,1 119,0 £ 5,5 115,7 £ 5,3 1147 + 3,6 1145 + 42 1152 + 5,2 116,8 + 7,1 1138 + 6,6
1,0 1125 + 4,7 1025 + 3,9*** 100,3 £ 4,2*** 99,7 £ 4,6%** 98,2 + 4,2** 95,7 £ 54%** 95,5 £ 4,6*** 96,5 £ 4,3*%**
DBP 0,5 953 £ 5.1 88,5 +£ 5.8 85,0 £ 5.6 84,8 + 3,5 84,3 + 2,8 86,0 + 4,2 88,3 + 6,3 86,8 + 6,3
1,0 87,7 £ 46 80,2 £ 4,4 79,0 £ 4.8 775 + 4,9 75,7 £ 4,3 73,8 £ 5,7 72,7 £ 4,7 73,2 + 4,6*
JIGWO02 SBP 1,0 116,7 + 50 1125 + 4,1 109,7 + 3,0 108,5 + 4,2 104,2 + 3,6 107,7 + 4,7 108,7 + 5,3 1110 £ 7,3
2,5 1143 + 6,4 103,2 £ 5,3*** 104,2 + 5,4** 102,8 + 5,5** 103,7 + 4,4* 106,5 + 4,3 103,2 + 3,8** 105,2 + 3,9*
DBP 1,0 87,7 £ 6,1 82,7 + 6,5 83,3 + 4,2 80,0 = 5,7 73,7 £ 4,3 750 + 5.4 73,7 £ 5,7 76,7 £ 7,8
2,5 84,8 + 49 72,0 £ 3,8*%** 72,8 £ 4,7** 73,0 £ 3,9** 72,3 £ 3,3* 73,8 + 3,9* 73,7 £ 3,6 73,7 £ 3,2*
JJIGWO03 SBP 2,5 123,8 + 7,1 112,5 + 5,6 109,8 + 5,5 108,8 + 6,4 111,8 + 8,4 111,2 £ 9,1 107,7 + 8,0 109,2 + 8,9
5,0 128,5 + 3,5 108,0 + 2,7*** 104,3 + 2,6%** 101,3 = 1,9%** 1023 + 2,8%** 1043 + 1,6 106,0 + 3,2%*  107,3 + 2,5%**
DBP 25 893 + 6,4 833 + 52 848 + 6,0 86,0 = 6,5 85,5 + 6,0 83,7 + 6,4 81,2 + 6,1 79,5 + 6,3
5,0 101,5 £ 2,5 832 + 2,0* 81,2 + 1,6% 82,0 = 1,7 83,5 + 1,7 85,5 + 2,4 86,7 + 2,5 87,5 + 2,6
JJGWO07  SBP 25 120,0 + 3,8 1140 + 4,9 109,0 + 4,2 107,5 + 4,7 106,5 + 5,0 1062 + 5.4 103,3 £ 55 1052 + 6,2
5,0 116,7 = 1,1 113,8 + 2,3**  109,5 & 2,3*** 1052 & 2,6%** 102,8 & 2,8%** 104,7 £ 2,3%* 104,77 + 2.3%**  104,3 + 2,3%**
DBP 2,5 92,7 + 4,8 89,0 £ 4,9 84,7 + 4,9 81,7 + 5,3 80,2 + 5,9 78,7 £ 6,6 77,5 £ 6,8 76,3 £ 7,3
5,0 853 + 1,7 88,5 £ 2,5 84,2 + 2,7 81,2 + 2,2 792 + 2,2 80,3 £ 1,2 79,8 £ 1,0 80,0 + 0,9
JJGW08  SBP 0,5 1252 = 6,7 1182 + 47 115,7 + 4,2 1143 + 4,7 115,8 = 4.4 1142 + 5.2 115,7 £ 4,7 117,8 + 4.6
1,0 111,8 + 45 104,0 £ 4,5** 1032 + 5,0** 98,0 + 4,4*%** 987 + 5,0%* 98,0 + 4,8%* 96,2 + 4,9%** 988 + 55%*
DBP 0,5 958 + 84 955 + 6,3 94,0 + 5,9 90,3 + 6,4 86,2 + 6,2 85,2 + 6,4 85,0 + 5,7 87,0 + 6,8
1,0 833 + 6,1 768 + 4.6 75,0 + 4.4 730 + 4,7 722 + 5,1 71,0 + 6,5% 72,7 + 6,5 72,8 + 7,2

Zwierzeta znieczulano tiopentalem (75 mg/kg, i.p.). Zwiazki badane podawano dozylnie (i.v.), do zyty ogonowej). Grupa kontrolna otrzymata 0,9% roztwér NacCl (i.v.). Po 15 minutach

stabilizacji mierzono ci$nienie t¢tnicze krwi bezposrednio w tetnicy szyjnej wspolnej, przez 60 minut od momentu podania zwigzkéw. SBP — cisnienie skurczowe krwi, DBP — ci$nienie

rozkurczowe krwi. Wartosci wyrazono jako $rednie + SEM, n=6 szczuréw na grupg. Analiza statystyczna: dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami (Bonferroni post hoc)
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. pomiar kontrolny przed podaniem zwigzku
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Tab. 5.15 Wplyw zwiazkow na ci$nienie tetnicze krwi u normotensyjnego szczura cd.

Wyniki

Zwiazek  Cisnienie = Dawka  Czas obserwacji (min)
(mg/kg) 5 5 10 20 30 40 50 60
Kontrola ~ SBP - 127,5 £ 3,3 1287 £ 3,5 126,2 + 2,4 124,3 + 2,3 1205 + 1,9 120,0 + 2,9 1235 + 3,2 121,3 + 3,0
DBP - 922 +£ 25 942 + 2,3 92,2 £ 2,3 90,3 + 2,4 88,8 = 2,0 90,2 + 4,7 87,3 £ 2,3 90,2 + 4,9
JIGW09 SBP 0,25 115, 7 + 44 110,7 + 4,1 109,0 + 4,4 107,2 + 5,6 105,2 + 5,6 106,3 + 5,9 106,8 + 6,5 108,0 + 7,4
0,5 112,0 + 3,8 100,0 £ 6,6*** 101,2 = 6,2** 99,5 + 6,4** 99,5 + 7,0* 99,3 + 6,9* 102,2 + 6,8* 98,7 £ 4,0
DBP 0,25 852 + 4,1 845 + 48 75,8 £ 6,7 75,3 £ 6,2 75,2 £ 5,7 76,0 £ 5,7 770 £ 6,5 76,5 £ 6,7
0,5 782 + 32 62,7 £ 54*** 67,2 £ 3,3*** 67,3 £ 3,8** 67,8 £ 4,0** 66,2 + 4,4*** 68,2 + 4,7** 69,3 + 5,3**
JIGW11 SBP 1,0 118,2 + 4,0 116,2 + 3,5 113,8 + 3,7 1115 + 4,2 1110 + 44 110,0 + 4,7 110,3 + 4,4 110,8 + 4,3
2,5 116,7 + 3,3 108,55 + 3,6** 103,3 + 3,9*** 102,3 £ 4,1** 101,3 + 3,7** 103,0 + 4,2* 103,5 + 5,3** 100,2 £ 6,5***
DBP 1,0 86,8 + 3.1 813 £ 59 82,0 + 4,1 82,3 + 3,6 83,0 + 3,3 825 + 3,4 81,7 + 3,4 815 + 34
2,5 88,7 £ 4,2 84,7 £ 4.1 81,2 £ 35 785 + 4,1 77,3 £ 4,0 79,2 + 4,3 77,7 £ 5,3 73,0 £ 6,6
JIGW12 SBP 2,5 122,2 + 6,4 120,7 + 5,6 1145 + 4.3 109,7 + 3,8 106,5 + 54 108,8 + 4,8 110,0 + 3,1 1105 + 3,3
5,0 1225 + 49 120,7 + 4,0 1145 + 3,7 1128 + 4,1 1115 + 4.2 113,0 + 4,9 107,0 +£ 5,2* 109,8 + 5,0
DBP 25 950 + 6,5 945 + 6,7 87,5 = 9.4 83,5 £ 9,2 84,0 + 8,7 87,8 + 6,8 893 + 5,5 89,2 + 5,7
5,0 957 + 24 877 + 28 89,3 + 3,3 88,5 + 3.7 87,8 + 3,6 87,8 + 3,6 85,8 + 3,3 86,7 + 4,3

Zwierzgta znieczulano tiopentalem (75 mg/kg, i.p.). Zwiazki badane podawano dozylnie (i.v.), do zyly ogonowej). Grupa kontrolna otrzymata 0,9% roztwor NaCl (i.v.). Po 15 minutach
stabilizacji mierzono cis$nienie tetnicze krwi bezposrednio w tetnicy szyjnej wspdlnej, przez 60 minut od momentu podania zwigzkéw. SBP — ci$nienie skurczowe krwi, DBP — ci$nienie

rozkurczowe krwi. Warto$ci wyrazono jako $rednie = SEM, n=6 szczuréw na grupg¢. Analiza statystyczna: dwuczynnikowa ANOVA z powtarzanymi pomiarami (Bonferroni post hoc)

*p<0,05,**p<0,01,***p<0,001 vs. pomiar kontrolny przed podaniem zwigzku
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5.1.16 Wplyw na presyjne dzialanie metoksaminy

Testowane pochodne podawano w najnizszej dawce, ktora powodowata
obnizenie ci$nienia te¢tniczego. Wszystkie badane zwigzki istotnie statystycznie
zmniejszaly presyjne dziatanie po podaniu metoksaminy.

Zwiazek JJIGWO1 w dawce 0,5 mg/kg istotnie zmniejszal presyjne dziatanie
metoksaminy o okoto 81% (t(5)=7,103, p<0,001) (Ryc. 5.1.A).

JJIGWO02 w dawce 1,0 mg/kg redukowat presyjne dziatanie metoksaminy 0 100%
(t(5)=5,225, p<0,01) (Ryc. 5.1.B).

Zwiazek JJGWO03 w dawce 2,5 mg/kg ostabial presyjna odpowiedZ po podaniu
metoksaminy o okoto 99% (t(5)=15,610, p<0,0001) (Ryc. 5.1.C).

JJIGWO07 w dawce 2,5 mg/kg istotnie zmniejszat presyjne dziatanie metoksaminy
0 100% (t(5)=4,294, p<0,01) (Ryc. 5.1.D).

Zwigzek JJGWO08 w dawce 0,5 mg/kg obnizal presyjne dziatanie po podaniu
metoksaminy o okoto 95% (t(5)=5,103, p<0,01) (Ryc. 5.1.E).

JJGWO09 w dawce 0,25 mg/kg zmniejszal presyjne dziatanie metoksaminy
0 okoto 94% (t(5)=5,757, p<0,01) (Ryc. 5.1.F).

Zwiazek JJGW11 w dawce 0,5 mg/kg ostabiat presyjna odpowiedz po podaniu
metoksaminy o okoto 99% (t(5)=5,287, p<0,01) (Ryc. 5.1.G).

JJGW12 w dawce 1 mg/kg redukowat presyjne dziatanie metoksaminy o okoto
97% (t(5)=7,252, p<0,001) (Ryc. 5.1.H).
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Ryc. 5.1 Wplyw zwiazkow na presyjne dzialanie po podaniu metoksaminy

Zwierzeta znieczulano tiopentalem (75 mg/kg, i.p.). Zwiazki badane i metoksaming (ME) podawano
dozylnie, do zyty ogonowej (i.v.). Po zapisie kontrolnym podawano metoksaming (150 pg/kg ), nastgpnie
badany zwiazek (w najnizszej dawce, ktora powodowata obnizenie ci$nienia tetniczego) i po 5 minutach
ponownie podawano metoksaming, kazdorazowo rejestrujac zmiany cisnienia skurczowego. Cisnienie
tetnicze mierzono bezposrednio w tetnicy szyjnej wspoélnej, po 15 minutach stabilizacji. Wartosci
wyrazono jako $rednie + SEM, n=6 szczuréw ha grupe. Analiza statystyczna: sparowany test t-Studenta
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. poczatkowa maksymalna odpowiedz (przed podaniem zwigzku)
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5.1.17 Wplyw na prawidlowy elektrokardiogram u szczurow

Analize EKG badanych zwigzkow wykonano po podaniu dawki 5 mg/kg.
Dawke t¢ ustalono na podstawie wynikow uzyskanych z pomiaru ci$nienia tetniczego,
gdyz byla to najwyzsza przebadana dawka istotnie obnizajgca cisnienie u zwierzat.

Zadna z testowanych pochodnych nie wplywala istotnie na odstep PR (JJGWO1:
(F(4,20)=0,639, p=0,641), JIGWO02: (F(4,20)=1,280, p=0,311), JIGWO3:
(F(4,20)=1,426, p=0,262), JIGWO7: (F(4,20)=1,269, p=0,315), JIGWOS:
(F(4,20)=1,060, p=0,402), JIGWO09: (F(4,20)=1,280, p=0,311), JIGWI1L:
(F(4,20)=0,370, p=0,827), JUIGW12: (F(4,20)=0,486, p=0,746)). Badane zwigzki nie
wplywaly rowniez na zespot QRS (JJGWO1: (F(4,20)=0,920, p=0,472), JJIGWO02:
(F(4,20)=0,846, p=0,513), JIGWO03: (F(4,20)=0,299, p=0,875), JIGWOT:
(F(4,20)=0,730, p=0,582), JIGWO08: (F(4,20)=0,672, p=0,619), JIGWO0O9:
(F(4,20)=0,990, p=0,436), JIGW1l: (F(4,20)=0,815, p=0,530), JIGWI12:
(F(4,20)=0,519, p=0,723)) oraz kalkulowany odstep QT (JJGWOL1: (F(4,20)=2,345,
p=0,090) JJIGWO02: (F(4,20)=1,454, p=0,253), JIGWO03: (F(4,20)=1,540, p=0,229),
JJGWO07: (F(4,20)=0,783, p=0,549), JIGWO08: (F(4,20)=4,480, p=0,010), JIGWO09:
(F(4,20)=4,193, p=0,013), JIGW11l:. (F(4,20)=1,181, p=0,349), JIGW12:
(F(4,20)=0,785, p=0,549)) (Tab. 5.16).

Natomiast zwigzki JJGW02, JIGWO08, JJGW09 i JJGW11 istotnie zmniejszaty
czestotliwos$¢ pracy serca u zwierzat, dla zwigzku JJGWO02 od 5-tej minuty od podania
0 okoto 10-16% (F(4,20)=10,580, p<0,0001), dla JJGWO08 od 1-ej minuty od podania
0 okoto 10-16% (F(4,20)=8,975, p<0,001), dla JJGWO09 od 5-tej minuty od podania
0 okoto 12-19% (F(4,20)=19,540, p<0,0001) oraz dla JJGW11 w 10-tej i 15-tej minucie
od podania o odpowiednio 8 i 10% (F(4,2)=8,106, p<0,001). Pozostate zwigzki nie
wplywaly na czestotliwos$¢ pracy serca szczurow (JJGWO1: (F(4,20)=1,512, p=0,236),
JIGWO03: ((F(4,20)=0,664, p=0,625), JJGWO7: (F(4,20)=1,425, p=0,262), JJIGW12:
(F(4,20)=1,605, p=0,212)) (Tab.5.16).
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Tab. 5.16 Wplyw zwiazkow w dawce 5 mg/kg na prawidlowy elektrokardiogram u szczura

Zwiazek Parametr Czas obserwacji (min)
0 1 5 10 15
JIGWO1 PR 23 + 14 403 + 1,0 423 + 08 413 + 1,0 410 + 1,3
QRS 493 + 3,2 50,0 = 2,1 46,7 + 2,3 480 + 1,7 503 + 1,9
QTc 196,0 + 58 201,7 + 49 193,7 + 6,1 186,6 + 3,7 190,6 + 59
HR 311,8 + 4,7 318,0 + 6,1 318,0 + 11,6 3246 + 9.4 3240 £ 94
JIGWO02 PR 42,6 + 0,8 455 + 2.4 41,7 + 0,7 422 + 0,7 448 + 24
QRS 36,0 + 05 354 + 04 352 + 05 36,1 + 0,7 352 + 0,3
QTc 183,3 + 2.9 1844 + 3.1 1754 + 57 1732 + 64 1751 + 65
HR 31,1 £ 9,9 3074 + 10,0 2787 + 151" 2650 + 12,37 262,0 + 1527
JIGWO03 PR 41,6 + 0,9 413 + 0,8 414 £ 0,6 402 £ 0,7 40,0 £ 0,2
QRS 396 + 1,9 40,1 + 2,0 393 + 1,6 40,8 + 2,9 404 + 2,1
QTc 177,6 + 4,9 1929 + 8,3 188,7 + 6,6 1748 £ 3,0 178,1 + 6,1
HR 286,6 + 18,7 2945 + 16,3 2891 + 82 2799 + 6,4 2719 + 7.4
JIGWO07 PR 40,7 + 0,8 423 £ 0,6 40,0 £ 0,9 40,7 £ 1,5 40,7 £ 0,7
QRS 47,0 £ 2,6 47,0 £ 2,9 49,7 + 3.2 487 + 3,0 48,7 + 3,7
QTc 195 + 3,3 1954 + 24 190,8 + 1,7 196,3 + 3.9 1924 + 3.1
HR 328,7 + 3.8 3427 + 55 3412 + 47 3332 + 85 336,3 + 85
JIGWO8 PR 443 + 21 419 + 0,6 438 + 0,6 419 + 1,3 437 £ 0,5
QRS 352 + 1,2 348 + 0,9 36,1 + 0,7 345 + 1,1 356 + 0,8
QTc 190,9 + 6,2 201,8 + 62 1850 + 2,3 188,9 + 7,2 182,1 + 3.7
HR 330,7 + 18,6 2889 + 13,5 2973 + 838" 290,6 + 14,97 2775 + 1547
JIGWO09 PR 415 £ 05 41,1 + 0,2 427 + 06 424 + 0,9 41,7 + 0,4
QRS 359 + 08 356 + 0,6 36,7 = 0,5 351 + 0,8 36,0 = 0,8
QTc 1932 + 6,1 1952 + 7.1 1813 = 1,8 1784 + 27 1781 + 54
HR 331,0 = 7,0 3270 = 10,8 2923 + 12,17 2745 + 7,97 269,1 + 917
JIGW11 PR 45,8 + 2.9 458 + 2.9 47,1 + 2.3 474 + 20 47,6 = 2,1
QRS 385 + 1,5 439 + 4.8 413 + 1.2 04 + 1,7 41,7 + 2,2
QTc 1882 + 5,0 199.6 + 6,8 1973 + 7.6 193,6 + 9,0 184,1 + 6,9
HR 2813 + 20,7 276,1 + 25,1 266,5 + 23,7 2588 + 2247 2524 + 2057
JIGW12 PR 441 + 25 448 + 1,8 43,6 + 05 459 = 1,0 455 + 1,3
QRS 41,9 + 0,9 443 + 3.2 445 + 15 442 + 1,0 452 + 24
QTc 190,8 + 6,2 201,8 + 7.9 1943 + 6,9 1903 + 10,6 1958 + 10,4
HR 2546 + 16,8 269,0 + 19,1 256,8 + 19,2 2552 + 21,9 250,2 + 21,0

Wyniki

Zwierzgta znieczulano tiopentalem (75 mg/kg, i.p.). Zwiazki badane w dawce 5 mg/kg podawano dozylnie (i.v.), do zyly ogonowej. Mierzono parametry pracy serca przez 15 minut od podania zwigzkow.
HR — czgstotliwo$¢ pracy serca (liczba uderzen/min), PR, QRS, QTc (msek). Wartosci wyrazono jako $rednie + SEM, n=6 szczurdéw na grupg. Analiza statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA z powtarzanymi
pomiarami (Dunnet post hoc) *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs pomiar kontrolny przed podaniem zwigzku
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5.2 Rozszerzone badania farmakologiczne dla wyselekcjonowanych
zwigzkow: JJGWO07 i JJGWO08

5.2.1 Potencjalna aktywno$¢ przeciwpsychotyczna w teScie otwartego pola po

podaniu MK-801 u szczurow

Test przeprowadzono dla zwigzkow JIGWO07 i JIGW08 w dawkach
wyjéciowych 30,0, 10,0 oraz 3,0 mgkg, ktore ewentualnie zmniejszano
proporcjonalnie, az do zaniku obserwowanych wlasciwosci przeciwpsychotycznych.

Zwiagzek JIGWO07 w testowanych dawkach nie zmniejszal nadmiernej
ruchliwosci zwierzat indukowanej podaniem MK-801 podczas 30 minut trwania testu
(F(3,28)=0,415, p=0,744) (Ryc. 5.2.A).

Zwiagzek JJIGWO08 w zakresie dawek 1,0-30,0 mg/kg istotnie statystycznie
redukowat hiperlokomocj¢ indukowang podaniem MK-801 u szczuréw w granicach
36-82%, w trakcie 30 minut trwania eksperymentu (F(5,42)=9,591, p<0,001) (Ryc.
5.2.B).

Klozapina w dawkach 10,0 i 30,0 mg/kg istotnie statystycznie zmniejszata
nadmierng ruchliwo$¢ zwierzat indukowang podaniem MK-801, o odpowiednio 53
i 98% podczas 30 minut trwania testu (F(3,28)=13,830, p<0,0001) (Ryc. 5.2.C).
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Ryc. 5.2 Wplyw zwiazkéw na aktywno$¢ lokomotoryczna w tescie otwartego pola

po podaniu MK-801 u szczuréw

Po okresie habituacji (30 minut, 24 h przed testem), mierzono aktywnos$¢ lokomotoryczng indywidualnie dla kazdego
zwierzecia, W specjalnych aparatach, w $cisle okreslonych warunkach. Pokonany dystans (w cm) monitorowano
w 10-minutowych interwalach przez 30 minut, za pomoca skomputeryzowanego systemu $ledzacego ruch
i zachowanie zwierzat. Zwiazki badane i klozaping podawano dootrzewnowo (i.p.) odpowiednio 30 lub 60 minut
przed testem, natomiast MK-801 (0,3 mg/kg) podawano dootrzewnowo (i.p.) 15 minut przed rozpoczeciem
eksperymentu. Grupa kontrolna otrzymata 0,9% roztwor NaCl (i.p.) lub 1,0% Tween (i.p.) w przypadku klozapiny
oraz MK-801 (0,3 mg/kg, i.p.). Wartosci wyrazono jako $rednie + SEM, n=7-8 szczur6w na grupg. Analiza
statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA (Newman-Keuls post hoc) *p<0,05, *p<0,01,***p<0,001 vs. grupa
kontrolna
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5.2.2 Potencjalna aktywno$¢ przeciwpsychotyczna w tescie bramkowania

przedsygnalowego po podaniu MK-801 u szczurow

Test przeprowadzono dla zwigzkow JIGWO07 1 JJGW08 w dawkach
wyjsciowych 30,0, 10,0 oraz 3,0 mg/kg.

Zaden z badanych zwigzkow nie odwracat deficytow bramkowania
sensomotorycznego wywolanych podaniem MK-801 u zwierzat w testowanych
dawkach, utrzymujgc procent hamowania reakcji wzdrygniecia (,, startle”) w granicach
-3,3-19,2% dla zwiazku JIGWO07 (Ryc.5.3.1.A) oraz -0,2-24,4% dla zwiazku JJGWO0S8
(Ryc.5.3.1.B).

Analiza statystyczna dla pochodnej JIGWO07 wykazata istotny efekt
bramkowania przedsygnatowego (F(1,28)=33,130, p<0,0001) i roéwnoczes$nie brak
istotnego  wptywu zwigzku (F(3,28)=0,455, p=0,716) oraz brak interakcji
(F(3,28)=1,436, p=0,253) (Ryc. 5.3.1.A.). Dodatkowo, w przeprowadzonej analizie
post-hoc nie wykryto istotnych rdznic pomiedzy badanymi grupami (Ryc. 5.3.1.A).

W przypadku zwigzku JIGWO08 takze zaobserwowano istotny efekt
bramkowania przedsygnatowego (F(1,27)=17,610, p<0,001) oraz brak istotnego
wplywu zwigzku (F(3,27)=2,839, p=0,057) i brak interakcji (F(3,27)=1,159, p=0,344)
(Ryc. 5.3.1.B). Przeprowadzona analiza post-hoc wykazata istotng roznice pomigdzy
dwoma grupami, a konkretnie istotne obnizenie wartosci %PPI w przypadku grupy
leczonej dawka 3,0 mg/kg, w stosunku do grupy leczonej dawka 10,0 mg/kg (p<0,05),
dla pomiaru przy natezeniu 90 dB (Ryc. 5.3.1.B).

Klozapina w zakresie dawek 3,0-30,0 mg/kg nie odwracata deficytow
bramkowania sensomotorycznego indukowanych podaniem MK-801 u szczuréw,
utrzymujac procent hamowania reakcji wzdrygnigcia w granicach 8,7-36,2% (Ryc.
5.3.1.C). Analiza statystyczna wykazata istotny efekt bramkowania przedsygnatowego
(F(1,28)=21,980, p<0,0001), przy réwnoczesnym braku istotnego wpltywu zwigzku
(F(3,28)=0,922, p=0,443) oraz braku interakcji (F(3,28)=2,102 p=0,123) (Ryc. 5.3.1.C).
Co wigcej, w analizie post-hoc wykazano istotne obnizenie wartosci %PPI w przypadku
grupy leczonej dawka 3,0 oraz 10,0 mg/kg, w stosunku do grupy leczonej dawka 30,0
mg/kg (p<0,05), dla pomiaru przy natezeniu 84 dB (Ryc. 5.3.1.C).

Zmiany w warto$ciach reakcji wzdrygnigcia w zaleznosci od natezenia dzwigku

przedstawiono na Rycinie 5.3.2. Dla obu badanych zwigzkow zaobserwowano istotne
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zwigkszenie amplitudy odruchu wzdrygnigecia w grupie badanej przy nat¢zeniu 120 dB
(Ryc. 5.3.2).

Analiza statystyczna dla zwigzku JJIGWO07 wykazala istotny efekt reakcji
wzdrygniecia (F(3,28)=328,600, p<0,001), przy braku stwierdzonego wptywu zwigzku
(F(3,28)=0,479, p=0,700) oraz braku interakcji (F(9,28)=0,611, p=0,785) (Ryc.
5.3.2.A). Analiza post-hoc wskazata na istotne réznice pomigdzy wszystkimi badanymi
grupami (70 dB, 84 dB, 90 dB), a grupa o natezeniu 120 dB (p<0,001) (Ryc. 5.3.2.A).

Dla zwigzku JIGWO08 zaobserwowano istotny efekt reakcji wzdrygnigcia
(F(3,27)=233,100, p<0,001) oraz brak wptywu zwiagzku (F(3,27)=0,234, p=0,872) i brak
interakcji (F(9,27)=0,787, p=0,629) (Ryc. 5.3.2.B). Przeprowadzona analiza post-hoc
rowniez wykazata istotne roéznice pomiedzy wszystkimi badanymi grupami (70 dB, 84
dB, 90 dB), a grupa o natezeniu 120 dB (p<0,001) (Ryc. 5.3.2.B).

Klozapina powodowata istotne zwigkszenie amplitudy odruchu wzdrygniecia
w grupie badanej przy natgzeniu 120 dB (Ryc. 5.3.2.C). Analiza statystyczna wykazata
istotny efekt reakcji wzdrygniecia (F(3,28)=90,970, p<0,001), przy braku
stwierdzonego wplywu zwiazku (F(3,28)=0,775, p=0,518) oraz braku interakcji
(F(9,28)=1,088, p=0,380) (Ryc. 5.3.2.C). Analiza post-hoc wskazata na istotne rdéznice
pomigdzy wszystkimi badanymi grupami (70 dB, 84 dB, 90 dB), a grupa o nat¢zeniu
120 dB (p<0,001) (Ryc. 5.3.2.C).
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Ryc. 5.3 Wplyw zwiazkéw na hamowanie reakcji ,,startle” (1) oraz na zmiany wielko$ci

wStartle” (2) w tescie bramkowania przedsygnalowego po podaniu MK-801 u szczuréw

Test przeprowadzono w specjalnych dzwigkoszczelnych aparatach, gdzie rejestrowano amplitud¢ reakeji ,, startle”.
Sesja eksperymentalna (po 5-minutowym okresie habituacji) skladata si¢ z zaprogramowanych zdarzen, ze $cisle
okreslonymi parametrami. Mierzono intensywnos¢ wzdrygniecia dla kazdego bodzca uzytego w sesji. Zwiazki
badane i klozaping podawano dootrzewnowo (i.p.) odpowiednio 30 lub 60 minut przed testem, natomiast MK-801
(0,6 mg/kg) podawano dootrzewnowo (i.p.) 15 minut przed rozpoczgciem eksperymentu. Grupa kontrolna otrzymata
0,9% roztwér NaCl (i.p.) lub 1,0% Tween (i.p.) w przypadku klozapiny oraz MK-801 (0,6 mg/kg, i.p.). Wartosci
wyrazono jako $rednie + SEM, n=7-8 szczuréw na grupg. Analiza statystyczna: dwuczynnikowa ANOVA
z powtérzonymi pomiarami (Bonferroni post hoc), *p<0,05, ***p<0,001 vs. zaznaczona grupa badana,
%PPI — procent bramkowania przedsygnatowego

Wielkos¢ reakcji ,, startle” przedstawiono w jednostkach arbitralnych producenta
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Ryc. 5.3 Wplyw zwiazkéw na hamowanie reakcji , startle” (1) oraz na zmiany wielkosci

wStartle” (2) w tescie bramkowania przedsygnalowego po podaniu MK-801 u szczuréw cd.

Test przeprowadzono w specjalnych dzwigkoszczelnych aparatach, gdzie rejestrowano amplitude reakcji ,, startle”.
Sesja eksperymentalna (po 5-minutowym okresie habituacji) skladata si¢ z zaprogramowanych zdarzen, ze $cisle
okreslonymi parametrami. Mierzono intensywnos¢ wzdrygniecia dla kazdego bodzca uzytego w sesji. Zwiazki
badane i klozaping podawano dootrzewnowo (i.p.) odpowiednio 30 lub 60 minut przed testem, natomiast MK-801
(0,6 mg/kg) podawano dootrzewnowo (i.p.) 15 minut przed rozpoczgciem eksperymentu. Grupa kontrolna otrzymata
0,9% roztwér NaCl (i.p.) lub 1,0% Tween (i.p.) w przypadku klozapiny oraz MK-801 (0,6 mg/kg, i.p.). Wartosci
wyrazono jako $rednie + SEM, n=7-8 szczurdw na grup¢. Analiza statystyczna: dwuczynnikowa ANOVA
z powtérzonymi pomiarami (Bonferroni post hoc), *p<0,05, ***p<0,001 vs. zaznaczona grupa badana,
%PPI1 — procent bramkowania przedsygnatlowego

Wielkos$¢ reakcji ,, startle” przedstawiono w jednostkach arbitralnych producenta
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5.2.3 Potencjalna aktywnos¢ przeciwlekowa w tescie zagrzebywania u myszy

Test przeprowadzono dla zwigzkoéw JJIGWO07 i JJGW08 w dawkach aktywnych
przeciwpsychotycznie u myszy.

Zwiagzek JJIGW07 w dawkach 0,625, 1,25 1 2,5 mg/kg istotnie statystycznie
zmniejszat liczbe zagrzebanych kulek o odpowiednio 80, 66 i 43% w poréownaniu do
grupy kontrolnej, podczas 30 minut trwania testu (F(4,39)=5,749, p=0,001) (Ryc.
5.4.A).

Zwiazek JJIGWO08 w dawkach 1,25 i1 2,5 mg/kg istotnie statystycznie zmniejszat
liczbe zagrzebanych kulek o odpowiednio 65 i 84% w poréwnaniu do grupy kontrolne;j,
w czasie 30 minut trwania eksperymentu (F(5,44)=6,671, p=0,0001) (Ryc. 5.4.B).

Aripiprazol w dawkach 1,25, 2,5 i 5,0 mg/kg istotnie statystycznie zmniejszat
liczbe zagrzebanych kulek o odpowiednio 61, 69 i 93% w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, podczas 30 minut trwania testu (F(4,37)=7,363, p<0,001) (Ryc. 5.4.C).
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Ryc. 5.4 Wplyw zwiazkéw na liczbe zagrzebanych kulek w teScie zagrzebywania u myszy

Myszy umieszczano indywidualnie w klatkach, z 5 cm warstwa $ciotki, w ktorych utozono 20 szklanych kulek
(Srednica 1,6 cm). Zliczano ilo§¢ zagrzebanych kulek po 30 minutach trwania testu. Zwiazki badane i aripiprazol
podawano dootrzewnowo (i.p.), 30 minut przed testem. Grupa kontrolna otrzymata 0,9% roztwoér NaCl (i.p.) lub 1,0
% Tween (i.p.) w przypadku aripiprazolu. Warto$ci wyrazono jako $rednie + SEM, n=8-10 myszy na grupg¢. Analiza
statystyczna: jednoczynnikowa ANOVA (Bonferroni post hoc) *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. odpowiednia

grupa kontrolna
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5.2.4 Wplyw na funkcje kognitywne w tescie biernego unikania u myszy

Test wykonano dla zwigzkow JIGWO7 i JJIGWO08 w dawkach aktywnych
przeciwpsychotycznie u myszy.

W sesji nabywania dla zadnej z dawek zwigzku JJGWO07 nie zaobserwowano
istotnego wptywu na czas latencji w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 5.5.A).
W sesji odtwarzania JJGWO07, we wszystkich testowanych dawkach istotnie wydtuzat
czas latencji w poréwnaniu do sesji nabywania. Analiza wykazata istotny wplyw czasu
na wyniki (F(1,28)=46,040, p<0,001), brak wptywu zwiazku (F(3,28)=0,681, p=0,571)
oraz brak interakcji (F(3,28)=0,677, p=0,573) (Ryc. 5.5.A).

Podobnie dla zwiazku JJGWOS8, w sesji nabywania zadna z testowanych dawek
nie wptywala istotnie na czas latencji w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 5.5.B).
Badany zwigzek we wszystkich testowanych dawkach istotnie wptywat na wydluzenie
czasu latencji w sesji odtwarzania w poréwnaniu do sesji nabywania. Analiza wykazata
istotny wptyw czasu na wyniki (F(1,42)=74,300, p<0,001), brak wptywu zwigzku
(F(5,42)=0,115, p=0,988) oraz brak interakcji (F(5,42)=0,141, p=0,982) (Ryc. 5.5.B).

Avripiprazol w zakresie dawek 0,25-2,0 mg/kg w sesji nabywania nie wplywat
istotnie na czas latencji w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 5.5.C). Natomiast we
wszystkich testowanych dawkach istotnie wydtuzat czas latencji w sesji odtwarzania
w porownaniu do sesji nabywania. Analiza wykazala istotny wptyw czasu na wyniki
(F(1,35)=91,760, p<0,001), brak wptywu zwiazku (F(4,35)=1,627, p=0,189) oraz brak
interakcji (F(4,35)=1,538, p=0,213) (Ryc. 5.5.C).
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Ryc. 5.5 Wplyw zwiazkow na czas latencji myszy w teScie biernego unikania
W sesji nabywania myszy umieszczano indywidualnie w jasnej komorze aparatu, gdzie po 30 sekundach otwieraty
si¢ drzwi do ciemniejszej komory. Po przej$ciu do ciemniejszej komory drzwi zamykaty si¢, a zwierze byto karane
wstrzasem elektrycznym (0,8 mA, 2 s). Zwiazki badane i aripiprazol podawano dootrzewnowo (i.p.) 30 minut przed
rozpoczgciem eksperymentu. Grupa kontrolna otrzymata 0,9% roztwor NaCl (i.p.) lub 1,0 % Tween (i.p.)
w przypadku aripiprazolu. Drugiego dnia testu myszy ponownie umieszczono w jasnej komorze i mierzono czas
latencji przez maksymalnie 300 sekund (bez impulsu elektrycznego). Warto$ci wyrazono jako $rednie = SEM, n=8
myszy na grupe. Analiza statystyczna: dwuczynnikowa ANOVA z powtorzonymi pomiarami (Bonferroni post hoc)
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. sesja nabywania
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5.25 Wplyw na zdolno$¢ odwracania deficytow pamieciowych wywolanych

podaniem MK-801 w te$cie biernego unikania u myszy

Test przeprowadzono dla zwigzkéw, ktore nie zaburzaly pamigci we
wczesniejszym eksperymencie.

W sesji nabywania zadna z dawek zwigzku JJGWO07 nie wptywala istotnie na
czas latencji w porownaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 5.6.A). Badany zwigzek tylko
w dawce 1,25 mg/kg odwracat zaburzenia pamig¢ci indukowane podaniem MK-801
(0,125 mg/kg), istotnie wydtuzajac czas latencji w sesji odtwarzania w porownaniu do
sesji nabywania (Ryc. 5.6.A). Analiza wykazala istotny wplyw czasu na wyniki
(F(1,35)=44,460, p<0,001), a takze istotny wptyw zwigzku (F(4,35)=3,531, p<0,05)
oraz wystepowanie interakcji (F(4,35)=3,381, p<0,05) (Ryc. 5.6.A).

Podobnie zwigzek JIGW08 w sesji nabywania w zadnej z testowanych dawek
nie wplywat istotnie na czas latencji w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 5.6.B).
Badany zwigzek odwracal zaburzenia pamigci indukowane podaniem MK-801 (0,125
mg/kg) w dawkach 0,3 oraz 2,5 mg/kg, istotnie wydluzajac czas latencji w sesji
odtwarzania w poroéwnaniu do sesji nabywania (Ryc. 5.6.B). Analiza wykazata istotny
wplyw czasu na wyniki (F(1,49)=54,770, p<0,001), atakze istotny wplyw zwigzku
(F(6,49)=3,100, p<0,05) oraz wystepowanie interakcji (F(6,49)=3,192, p<0,05) (Ryc.
5.6.B).

Avripiprazol w zakresie dawek 0,25-2,0 mg/kg w sesji nabywania nie wptywat
istotnie na czas latencji w porownaniu do grupy kontrolnej (Ryc. 5.6.C). W sesji
odtwarzania w zadnej z testowanych dawek nie wydtuzat czasu latencji w porownaniu
do sesji nabywania i tym samym nie odwracat deficytow pamigci po podaniu MK-801
(0,125 mg/kg) (Ryc. 5.6.C). Analiza wykazata istotny wpltyw czasu na wyniki
(F(1,42)=34,470, p<0,001), a takze istotny wptyw zwigzku (F(5,42)=3,353, p<0,05)
oraz wystepowanie interakcji (F(5,42)=4,204, p<0,01) (Ryc. 5.6.C).
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Ryc. 5.6 Wplyw zwigzkéw na czas latencji myszy w tescie biernego unikania po podaniu
MK-801

W sesji nabywania myszy umieszczano indywidualnie w jasnej komorze aparatu, gdzie po 30 sekundach otwieraty
si¢ drzwi do ciemniejszej komory. Po przejsciu do ciemniejszej komory drzwi zamykaly sig, a zwierzg¢ byto karane
wstrzasem elektrycznym (0,8 mA, 2 s). Zwiazki badane i aripiprazol podawano dootrzewnowo (i.p.) 30 minut przed,
natomiast MK-801 (0,125 mg/kg) podawano dootrzewnowo (i.p.) 15 minut przed rozpoczeciem eksperymentu w celu
wywolania zaburzef pamiegci. Grupa kontrolna otrzymata 0,9% roztwér NaCl (i.p.) w dwoch iniekcjach (0,9% NaCl
(i.p.) i 1,0% Tween (i.p.) w przypadku aripiprazolu) oraz 0,9% roztwor NaCl (i.p.) (lub 1,0% Tween (i.p.)
w przypadku aripiprazolu) i MK-801 (0,125 mg/kg) (i.p.). Drugiego dnia testu myszy ponownie umieszczono
w jasnej komorze i mierzono czas latencji przez maksymalnie 300 sekund (bez impulsu elektrycznego). Warto$ci
wyrazono jako $rednie £ SEM, n=8 myszy na grupg. Analiza statystyczna: dwuczynnikowa ANOVA
Z powtorzonymi pomiarami (Bonferroni post hoc) *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. sesja habywania
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5.2.6 Wplyw na funkcje kognitywne w tescie rozpoznawania nowego obiektu

u myszy

Test wykonano dla zwigzkow JIGWO7 i JJGWO08 w dawkach aktywnych
przeciwpsychotycznie u myszy.

Sposrod przebadanych zwigzkow tylko JJGWO8 w dawkach 0,15, 0,3 1 0,625
mg/kg powodowal, ze czas eksploracji nowego obiektu byl istotnie wyzszy niz
10 sekund (Ryc. 5.7.B).

W przypadku zwiazku JJIGWO7 w zakresie dawek 0,625-2,5 mg/kg czas
eksploracji nowego obiektu nie roznit si¢ istotnie od 10 sekund (Ryc. 5.7.A).

Aripiprazol w zakresie dawek 0,25-2,0 mg/kg wywotywat istotne zwigkszenie
czasu eksploracji nowego obiektu powyzej 10 sekund (Ryc. 5.7.C).
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Ryc. 5.7 Wplyw zwiazkow na czas eksploracji nowego obiektu u myszy w tescie

rozpoznawania nowego obiektu

W pierwszym dniu testu myszy umieszczano i pozostawiono w klatkach do momentu, kiedy osiggnety taczny czas
eksploracji obu identycznych obiektow rowny 20 sekund, ale nie dtuzej niz 10 minut. Zwigzki badane i aripiprazol
podawano dootrzewnowo (i.p.) 30 minut przed rozpoczgciem eksperymentu. Grupa kontrolna otrzymata 0,9%
roztwor NaCl (i.p.) lub 1,0% Tween w przypadku aripiprazolu. Drugiego dnia testu myszy ponownie umieszczono
w klatkach, ale tym razem jeden obiekt zmieniono na nowy. Myszy pozostawaty w klatce do momentu osiagnigcia
facznego czasu eksploracji rownego 20 sekund, ale nie dluzej niz 10 minut. W tej sesji mierzono czas eksploracji
nowego obiektu. Wartosci wyrazono jako $rednie £ SEM, n=8-10 myszy na grup¢. Analiza statystyczna: test
t-Studenta dla jednej proby *p<0.05 vs. warto$¢ testowana=10
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5.27 Wplyw na zdolno$¢ odwracania deficytow pamieciowych wywolanych

podaniem MK-801 w te$cie rozpoznawania nowego obiektu u myszy

Test przeprowadzono dla zwigzku, ktéry nie zaburzat pamigci we
wczesniejszym eksperymencie.

JJIGWO08 tylko w najnizszej dawce 0,15 mg/kg odwracal zaburzenia pamigci
wywotane przez MK-801 (0,125 mg/kg) i powodowal, ze czas eksploracji nowego
obiektu byt istotnie wyzszy niz 10 sekund. W pozostatych dawkach (0,3 1 0,625 mg/kg)
dla badanego zwigzku nie zaobserwowano podobnego efektu i czas eksploracji nowego
obiektu nie ro6znit si¢ istotnie od 10 sekund (Ryc. 5.8.A).

Aripiprazol w dawkach 0,25 i 0,5 mg/kg wywotywat istotne zwigkszenie czasu
eksploracji nowego obiektu powyzej 10 sekund. W pozostatych dawkach nie

zaobserwowano takiego efektu (Ryc. 5.8.B).
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Ryc. 5.8 Wplyw zwiazkow na czas eksploracji nowego obiektu u myszy w tescie

rozpoznawania nowego obiektu po podaniu MK-801

W pierwszym dniu testu myszy umieszczano i pozostawiono w klatkach do momentu, kiedy osiggnely taczny czas
eksploracji obu identycznych obiektow rowny 20 sekund, ale nie dtuzej niz 10 minut. Zwigzek badany i aripiprazol
podawano dootrzewnowo (i.p.) 30 minut przed, natomiast MK-801 (0,125 mg/kg) podawano dootrzewnowo (i.p.) 15
minut przed rozpoczgciem eksperymentu w celu wywotania zaburzen pamigci. Grupa kontrolna otrzymata 0,9%
roztwor NacCl (i.p.) w dwoéch iniekcjach (0,9% NaCl (i.p.) i 1,0% Tween (i.p.) w przypadku aripiprazolu) oraz 0,9%
roztwor NacCl (i.p.) (lub 1,09% Tween (i.p.) w przypadku aripiprazolu) i MK-801 (0,125 mg/kg) (i.p.). Drugiego dnia
testu myszy ponownie umieszczono w klatkach, ale tym razem jeden obiekt zmieniono na nowy. Myszy pozostawaty
w klatce do momentu osiagnigcia tacznego czasu eksploracji rownego 20 sekund, ale nie dtuzej niz 10 minut. W tej
sesji mierzono czas eksploracji nowego obiektu. Wartosci wyrazono jako $rednie £ SEM, n=8-10 myszy na grupe.
Analiza statystyczna: test t-Studenta dla jednej proby *p<0.05 vs. wartos$¢ testowana=10
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6 Dyskusja

Schizofrenia nie bez powodu uznawana jest za jedno z najci¢zszych zaburzen
psychicznych wspotczesnego spoteczenstwa. Obecnie szacuje si¢, ze stanowi 0,5%
calkowitego wskaznika DALY (ang. disability adjusted life-years), a wigc lat zycia
skorygowanych niepelnosprawno$cia w spoteczenstwie [240]. Nieustannie rosngca
zachorowalno$¢ na zaburzenia psychiczne zwigzana jest z wieloma czynnikami, nie
tylko socjoekonomicznymi ale takze: szybkim tempem zycia, post¢pujacym starzeniem
si¢ populacji ludzkiej, zwigkszong wykrywalnoscia chorob oraz coraz lepsza
$wiadomoscig pacjentow i lekarzy. Przewlekty charakter schizofrenii charakteryzuje si¢
okresami zaostrzen objawow, przeplatanych cze$ciowa lub niemal catkowita remisja.
Pomimo dostepnego leczenia, jedynie u okoto 13,5% chorych obserwuje si¢ poprawe
[241], a niestety az u okoto 70-80% pacjentow nie osigga si¢ efektow terapii [242].
Najwickszym problemem pozostaja wcigz objawy negatywne oraz zaburzenia
poznawcze, ktdre znacznie utrudniajg pacjentom funkcjonowanie w codziennym zyciu,
prowadzac do izolacji spotecznej i catkowitej destrukcji zycia prywatnego. Dodatkowo,
schorzenia wspottowarzyszace schizofrenii, takie jak depresja i stany lekowe wplywaja
niekorzystnie na zaostrzenie objawdéw choroby 1 w znacznym stopniu utrudniajg
skuteczng terapi¢. Dlatego, tak wazne jest cigglte poszukiwanie nowych, bardziej
skutecznych i bezpiecznych lekow przeciwpsychotycznych, o wielokierunkowym
mechanizmie dziatania, ktore w znacznym stopniu beda zwalczaly objawy negatywne
choroby oraz schorzenia wspoltowarzyszace, takie jak: zaburzenia kognitywne oraz

stany depresyjne i Igkowe.
Badane zwiqgzki

Przedmiotem badan niniejszej pracy byta grupa nowych o$miu
arylopiperazynoalkilowych pochodnych salicylamidu o potencjalnej aktywnosci
osrodkowej,  ktore  przebadano pod  katem  potencjalnych  wlasciwosci
przeciwpsychotycznych, przeciwdepresyjnych i1 przeciwlekowych oraz okreslono ich
wplyw na uktad sercowo-naczyniowy. Badania poszerzono dla dwoch wybranych
pochodnych, okreslajac migdzy innymi ich potencjalne wlasciwosci prokognitywne.

Zaprojektowanie 1 synteza nowych struktur chemicznych, jako potencjalnych
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kandydatéw na leki w schorzeniach o$rodkowego uktadu nerwowego, byla mozliwa
dzigki badaniom prowadzonym w Zakladzie Chemii Lekow Katedry Chemii
Farmaceutycznej Wydziatlu Farmaceutycznego UJ CM pod kierunkiem prof. dr hab.
Marcina Kotaczkowskiego, we wspotpracy z Wydziatem Inzynierii i Technologii
Chemicznej Politechniki Krakowskiej.

Badane zwiazki strukturalnie naleza do grupy tzw. dhlugotancuchowych
arylopiperazyn (ang. Long-Chain Arylpiperazines, LCAPSs), ktore charakteryzuje
okres$lona budowa chemiczna (Ryc. 6.1). W strukturze LCAPs wyr6znia si¢ trzy gtdéwne
elementy: grupe arylopiperazyny, tacznik oraz fragment terminalny. W czgsci
aromatycznej najbardziej rozpowszechniona jest jedno-, dwu- lub trojpodstawiona
grupa fenylowa. Fragmenty taczace (tzw. linkery) moga mie¢ od jednego do szeSciu
cztondéw 1 zawiera¢ heteroatomy, przy czym najcze¢sciej wystepuja tutaj tancuchy trzy-
lub czteroweglowe. Natomiast fragment terminalny, moze przyjmowaé formg
réznorodnych jedno- lub wielopierscieniowych uktadow aromatycznych lub

acyklicznych, czesto zawierajacych ugrupowania amidowe lub laktamowe.

t(f'—:rrang irrr:glrg; —| facznik —N N— argﬁwgaTyecTny

Ryc. 6.1 Wzér ogélny dlugolancuchowych pochodnych arylopiperazyny

W badanych zwigzkach role fragmentu terminalnego petni uktad salicylamidu,
podstawiony przez atom tlenu. Sam salicylamid (Ryc. 6.2) jest zwiazkiem o dzialaniu
przeciwbolowym, przeciwgoragczkowym i przeciwzapalnym. Jako niesteroidowy lek
przeciwzapalny, dziala poprzez blokowanie syntezy prostaglandyn na skutek

hamowania cyklooksygenazy kwasu arachidonowego [16].
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O NH2

OH

Ryc. 6.2 Struktura salicylamidu

Ze wzgledu na swoje wiasciwosci do dzisiaj stosowany jest w preparatach
ztozonych o powyzszym profilu dziatania. Podobnie jego etylowa pochodna eterowa,
etenzamid (Ryc.6.3), ktory wchodzi w sklad preparatu ztozonego o dziataniu

przeciwbolowym.

Oy N2

O.__CHs

Ryc. 6.3 Struktura etenzamidu

Obecnos¢ uktadu salicylamidu, jako fragmentu terminalnego w nowo
zsyntetyzowanych zwiazkach, nie wnosi aktywno$ci przeciwzapalnej, natomiast ma
wplyw na ich powinowactwo receptorowe i profil funkcjonalny, szczegdlnie wobec
receptoréow dopaminergicznych D, oraz serotoninergicznych 5-HTja, 5-HT2a 1 5-HT7.

Wiele dostepnych obecnie lekow nalezy do dtugotancuchowych pochodnych
arylopiperazyny, w tym gtownie leki stosowane w schorzeniach neuropsychiatrycznych:
schizofrenii, chorobie afektywnej dwubiegunowej, depresji czy lgku. Wyrdzniamy tutaj
miedzy innymi:  aripiprazol, kariprazyng¢ i  brekspiprazol o dziataniu
przeciwpsychotycznym, wilazodon i trazodon o aktywnosci przeciwdepresyjnej, a takze
przeciwlgkowy buspiron [16]. Aripiprazol, poza leczeniem schizofrenii, stosowany jest

réwniez w terapii epizodow manii w chorobie afektywnej dwubiegunowej oraz jako lek
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wspomagajacy w terapii depresji [243,244]. Podobnie brekspiprazol, ktory moze by¢
stosowany jako adiuwant w leczeniu depresji oraz kariprazyna skuteczna w przypadku
ostrych lub mieszanych epizodow maniakalnych w chorobie afektywnej
dwubiegunowej [105,106]. Dostepna literatura wskazuje jednoznacznie na szerokie
spektrum wlasciwosci pochodnych arylopiperazynowych 1 ich udokumentowane
dziatanie przeciwpsychotyczne [245,246], przeciwdepresyjne i przeciwlgkowe [247—
255], a takze hipotensyjne [256-259]. Ich ztozona aktywnos¢ farmakologiczna wynikaé
moze przede wszystkim z istotnego powinowactwa do receptoréw serotoninergicznych
[253,260-264], dopaminergicznych [246,265,266] oraz adrenergicznych [267—-269].

Wsrod badanych zwiazkow, trzy pochodne tj.: JJGWO01, JJGWO02 i JJIGWO03
zawieraja ugrupowanie 3-chlorofenylopiperazyny, a pozostate pi¢¢ pochodnych
(JJGWO07, JIGWO08, JIGWO09, JIGWI1l1 i JIGWI12) =zawieraja ugrupowanie
2-metoksyfenylopiperazyny, charakterystyczne dla wielu zwiazkéw o dziataniu
az-adrenolitycznym.

Ugrupowanie arylopiperazynowe testowanych pochodnych potaczone jest
z grupa fenolowa salicylamidu za posrednictwem tacznika alifatycznego, badz
alifatyczno-aromatycznego, co dodatkowo rdznicuje ich wiasciwosci. Dla zwigzkow
JJIGWO01 i JIGWO7 tacznikiem jest grupa butylowa, dla JJGWO02 i JJIGWO08 grupa
pentylowa, dla JJGWO03 i JJGW09 grupa heksylowa, a dla zwigzkow JIGW11
i JJGW12 grupa 3-metylofenylometylowa.

Biorgc pod uwage budoweg chemiczng nowych pochodnych, a w szczegdlnosci
ich ugrupowanie arylopiperazynowe, w pierwszym etapie badan in vitro oceniono
powinowactwo zwigzkow do receptoréw dopaminergicznych Dy, serotoninergicznych
5-HT1a, 5-HT2a, 5-HTg i 5-HT7 oraz adrenergicznych a; i ap, a takze wykonano testy

oceniajace aktywnos¢ funkcjonalng zwigzkow.

Badania in vitro

Wszystkie badane pochodne wykazaty istotne powinowactwo do receptora
dopaminergicznego D,, z czego najsilniej wigzaty si¢: JJGWO02, JIGWO08, JJGWO09
i JJGW12 (wartosci Ki ponizej 30 nM), nieco stabiej: JIGWO03 (Ki=37,0 nM)
i JJGW11 (Ki=37,6 nM), a najstabiej: JJGWO01 (Ki=150,0 nM) oraz JJGWO07 (Ki=138,5
nM). Mozna zaobserwowac¢, ze grupa butylowa podstawiona w potozeniu 4 pierécienia

piperazyny (JJGWO01 i JJGWO7), wyraznie zmniejszyta, a grupa pentylowa (JJGWO02
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1JJGW08)  zwigkszyta  powinowactwo  zwigzkdw  wzgledem  receptorow
dopaminergicznych D, w badaniach funkcjonalnych, pochodne
3-chlorofenylopiperazyny: JJGWO01, JIGWO02 i JJGWO03 odnotowaly istotne
wlasciwosci agonistyczne wzgledem receptora dopaminergicznego D,. Pozostale
pochodne 2-metoksyfenylopiperazyny, wykazaty cechy antagonistow badanych
receptoréw (wartosci Kb w granicach 2,4-430,0 nM), gdzie najsilniejsze byty: JJGWO08
(Kb=2,4 nM) oraz JJGWO07 (Kb=18,0 nM). Dane literaturowe wskazuja, ze zwigzki
modulujace aktywnos¢ receptorow dopaminergicznych D; posiadajg potencjalne
wlasciwosci przeciwpsychotyczne, czy tez przeciwdepresyjne [270,271], co pozwala
przewidywa¢ podobng aktywnos¢ wsrod testowanych pochodnych.

Wszystkie badane zwigzki wykazaty takze wysokie powinowactwo wzgledem
receptoréw serotoninergicznych 5-HTia (Ki<20 nM), a najsilniej wigzaty sig:
JIGWO02, JIJGWO03 i JJGW09 z wartosciami Ki w granicach 0,6-1,2 nM. Najwyzsze
powinowactwo, wyzsze niz substancji odniesienia - serotoniny, zaobserwowano dla
JIGWO09, bedacej pochodng 2-metoksyfenylopiperazyny [272-274]. W przypadku
pozostatych pigciu zwigzkdw, mozna zauwazyc¢, ze obecno$¢ ugrupowania butylowego
oraz metylofenylometylowego w pozycji 4 piperazyny nieznacznie wplyneta na
zmniejszenie badanego powinowactwa. W badaniach funkcjonalnych wszystkie
testowane pochodne, za wyjatkiem czgSciowego agonisty JIGWO03, wykazaty
wlasciwo$ci antagonistow receptora serotoninergicznego 5-HTia, a najsilniejsze byty
zwigzki: JJIGWO02, JJGWO08 i JJGWO09 (wartosci Kb w granicach 0,28-0,34 nM), co
koreluje z wynikami powinowactwa receptorowego. Pozostale cztery pochodne
charakteryzowaty si¢ stabsza aktywno$cig antagonistyczna, a ich wartosci Kb
oscylowaty w granicach: 2,9-4,5 nM. Bazujac na dostgpne;j literaturze, opisujacej wielu
antagonistow, a takze czeSciowych agonistow receptora serotoninergicznego 5-HTia,
jako zwigzki o silnej aktywnosci przeciwdepresyjnej i przeciwlekowej [271,275],
atakze potencjalnych wlasciwosciach prokognitywnych [238,276-283], mozna
przypuszczac, ze badane pochodne wykaza podobny profil aktywnosci w badaniach in
vivo.

Wsrod badanych zwigzkow najwyzsze powinowactwo wzgledem receptora
5-HT,a wykazaly pochodne 3-fenylopiperazyny: JIGWO01, JIGWO02 i JIGWO03,
osiggajac wartosci Ki ponizej 30 nM, z czego najsilniej wigzat si¢: JJGWO1 (Ki=3,7
nM), a pozostate pig¢ pochodnych 2-metoksyfenylopiperazyny zademonstrowato

stabsze powinowactwo (Ki w granicach 114,0-235,0 nM). W badaniach funkcjonalnych
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zwigzki: JIGWO02, JIGWO07, JIGWO08 1 JIGWO09 ujawnity stabe wlasciwosci
czgsciowych agonistow receptora serotoninergicznego 5-HT,a. Pozostate pochodne, za
wyjatkiem JJGW12, to stabi antagoniSci tych receptoréw, przy czym najsilniejsze
okazaly sie pochodne 3-chlorofenylopiperazyny: JJGWO01 i JJGWO03 (wartosci Kb
pomiedzy: 54,0-80,0 nM), a znacznie stabszy: JJGW11 (Kb=830,0 nM). Antagonisci
oraz czgSciowi agonisci receptora serotoninergicznego 5-HT,a to udokumentowane
zwigzki o aktywnos$ci przeciwpsychotycznej i przeciwdepresyjnej [271,284], stad
mozna zaktada¢ takie dziatanie wérdd testowanych, nowych pochodnych.

Wszystkie testowane zwiazki wykazaly takze powinowactwo do receptora
serotoninergicznego 5-HT7, z czego najsilniejsze wigzanie zaobserwowano dla:
JIGWO02, JJGWO03, JJGW11 i JJGW12, z wartosciami Ki ponizej 30 nM. Pozostate
cztery badane pochodne wigzaly si¢ z receptorem w sposob umiarkowany (Ki
w granicach 30,0-85,8 nM). Mozna zatem stwierdzi¢, ze obecno$¢ ukltadu
metylofenylometylowego w analizowanych czasteczkach zwigksza powinowactwo do
badanych receptorow 5-HT;. W badaniach funkcjonalnych wszystkie testowane
pochodne wykazaty bardzo stabe wlasciwosci antagonistyczne wzgledem receptorow
serotoninergicznych 5-HT7 (wartosci Kb w granicach: 89,0-1600,0 nM), a najsilniejszy
byt zwiazek: JJGWO01. Antagonis$ci receptora serotoninergicznego 5-HT; sa coraz
szerzej badang grupa zwiazkéw, o udowodnionym dziataniu przeciwdepresyjnym
| przeciwlgkowym [215,271,275,285,286], a takze potencjalnych wlasciwosciach
przeciwpsychotycznych [287,288] i prokognitywnych [281,283,289], co wskazuje, ze
badane pochodne mogg wykazaé podobne efekty dziatania w prowadzonych
eksperymentach.

Wszystkie badane zwiagzki wykazaly takze powinowactwo do receptora
adrenergicznego a1, osiggajac wartosci Ki ponizej 40 nM. Najsilniejsze powinowactwo,
silniejsze od zwiazku odniesienia — fentolaminy, zaobserwowano dla pochodnych:
JIGWO01, JIJGW02, JJGWO03, JIJGWO08, JJGWO09 i JJGW11, dla ktorych wartosci Ki
wahaty si¢ w granicach: 4,0-8,5 nM, a stabsze dla zwigzkow: JJGWO07 (Ki=14,0 nM)
1JJGW12 (Ki=39,0 nM). Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze pochodne
2-metoksyfenylopiperazyny charakteryzuja si¢ wysokim powinowactwem do
receptoréw adrenergicznych oy [260,267,290], co moze odpowiada¢ za aktywno$c¢
krazeniowa, w tym potencjalne wlasciwosci hipotensyjne [291-294].

Pozostate wyniki pokazuja, Ze testowane zwigzki nie posiadajg istotnego

powinowactwa do receptorow serotoninergicznych 5-HTg oraz adrenergicznych as.
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Badania in vivo

Na podstawie uzyskanego profilu receptorowego i1 aktywnos$ci funkcjonalnej
testowanych zwigzkoéw, przeprowadzono szereg badan behawioralnych, majacych na
celu przede wszystkim okresli¢ ich potencjalng aktywnos$¢ przeciwpsychotyczna,
przeciwdepresyjng 1 przeciwlegkowa, a takze wpltyw na koordynacje ruchowa,
aktywnos$¢ lokomotoryczng oraz ewentualne wtasciwosci kataleptogenne. Dodatkowo,
w ramach farmakologii bezpieczenstwa, wykonano rowniez analize¢ wptywu zwigzkow
na uktad sercowo-naczyniowy, w tym: wptyw na ci$nienie t¢tnicze, presyjne dziatanie
metoksaminy oraz prawidlowy elektrokardiogram u szczurow.

Pierwszym z przeprowadzonych testow skriningowych byt test hiperlokomoc;ji
indukowanej podaniem MK-801 u myszy, ktory stuzy do oceny potencjalnej
aktywno$ci przeciwpsychotycznej. MK-801, blokuje receptor NMDA w sposob
niekompetycyjny i poprzez stymulacj¢ aktywnosci  wigkszosci  neuronow
dopaminergicznych w obszarze mezolimbicznym, w obrebie jadra brzusznego nakrywki
zwicksza uwalnianie dopaminy w rejonach docelowych, tj.: w prazkowiu,
przysrodkowej korze przedczotowej i w jadrze potlezacym [295-297]. Obok
fencyklidyny i ketaminy, innych powszechnie znanych antagonistow receptora NMDA,
MK-801 wywotuje u gryzoni ztozony zespot behawioralny (obejmujacy m.in.:
hiperlokomocj¢, krazenie w kotko, deficyty bramkowania sensomotorycznego,
wycofanie spoteczne, czy tez kotysanie glowa [298]), nasladujac zaréwno objawy
pozytywne jak 1 negatywne schizofrenii 1 rdwnoczes$nie odzwierciedlajac gtownie
glutaminergiczne aspekty choroby [299-301]. Jego podanie imituje u zwierzat stan
psychotyczny, objawiajacy si¢ nadmierng ruchliwoscia [302], a zdolnos¢ do odwrocenia
wywotanej  hiperlokomocji,  $wiadczy o  potencjalnych  wlasciwosciach
przeciwpsychotycznych 1 zwigzana jest prawdopodobnie z silnym antagonizmem
receptoréOw serotoninergicznych 5-HT,a [303]. Badania wskazujg, ze nadmierna
ruchliwo$¢ zwierzat po MK-801, a takze deficyty bramkowania czuciowo-ruchowego
[304,305] moga by¢ antagonizowane przez leki przeciwpsychotyczne, szczeg6lnie
neuroleptyki drugiej generacji [298,306].

Za wyjatkiem zwigzkow JIGWI11 i JIGWI12, wszystkie badane pochodne
wykazaty aktywno$¢ w przeprowadzonym tescie hiperlokomocji, z czego najsilniejsze
dziatanie przeciwpsychotyczne posiadat zwigzek: JJGWO8 (najsilniejszy antagonista

receptora dopaminergicznego D, i czesSciowy agonista receptora serotoninergicznego
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5-HT,a), zmniejszajac nadmierng ruchliwo$é¢ zwierzat w dawce 0,15 mg/kg. Nieco
stabiej, w dawce 0,625 mg/kg, dziataly zwigzki: JJGWO01, JIGWO02 i JIGWO7,
a najstabszg aktywnos$¢ wykazaty pochodne: JJGWO09 i JJGWO03, dziatajagc w dawkach
odpowiednio 1,25 i 2,5 mg/kg.

Drugi z eksperymentow, czyli test hiperlokomocji indukowanej podaniem
amfetaminy u myszy, podobnie umozliwia poszukiwanie potencjalnych lekow
przeciwpsychotycznych. Psychoza stymulujgca wywotywana przez d-amfetaming,
jedng z najbardziej znanych substancji psychoaktywnych, charakteryzuje sie przede
wszystkim  wystgpowaniem paranoicznych urojen, zréznicowanych halucynacji
(najczesciej czuciowych) oraz stereotypii [307]. W modelach zwierzecych schizofrenii
podanie amfetaminy imituje stan psychotyczny, objawiajacy si¢ nadmierng ruchliwo$cia
zwierzat, poprzez zwiekszenie transmisji dopaminergicznej i noradrenergicznej
w o$rodkowym uktadzie nerwowym [308]. Szczegodlne zwraca si¢ uwage na wzrost
poziomu dopaminy w prazkowiu brzusznym w szlaku mezolimbicznym, co
odzwierciedla mechanizmy neuronalne zwigzane z objawami pozytywnymi schizofrenii
[309-311]. Zmniejszenie wywotane] hiperlokomocji, sugeruje potencjalne wtasciwosci
przeciwpsychotyczne, zwigzane z silng blokada receptoréw dopaminergicznych Dy.

Wszystkie badane zwigzki, za wyjatkiem JIGWI11 1 JJIGWI12, wykazaty
aktywno§¢ w przeprowadzonym tescie, Z Czego najsilniejsza potencjalng aktywno$¢
przeciwpsychotyczng wykazat zwigzek: JIJGWO8 (silny antagonista receptorow
dopaminergicznych D,), skuteczny w dawce 0,3 mg/kg. Istotne dziatanie, w dawce
0,625 mg/kg, zademonstrowal réwniez zwigzek: JJGWO02, a nieco stabiej dziataty
pochodne: JJGWO01 i JJGWQ9 (dawka aktywna 1,25 mg/kg) oraz JJGWO03 i JJGWO07
(dawka aktywna 2,5 mg/kg). Warto podkresli¢, ze najbardziej aktywne w tym teScie
zwigzki: JJGWO02 1 JJIGWO8 posiadaja wysokie powinowactwo do receptorow
dopaminergicznych D,, co bezwzglednie koreluje z zalozeniami eksperymentu.

W przypadku obu opisanych powyzej testow jako substancj¢ odniesienia
wykorzystano olanzaping, atypowy neuroleptyk, bedacy jednym z powszechnie
stosowanych lekow przeciwpsychotycznych.

W kolejnym kroku przeprowadzono test wymuszonego ptywania u myszy,
stuzacy do oceny potencjalnej aktywnos$ci przeciwdepresyjnej badanych zwigzkow.
Eksperyment charakteryzuje si¢ wysoka czuto$cia, nawet dla atypowych, nieaktywnych
w innych testach $§rodkow przeciwdepresyjnych [312], dlatego na szeroka skalg

stosowany jest on przy poszukiwaniu lekéw przeciwdepresyjnych. Co wiecej,
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przeprowadzajac go u myszy, obserwuje si¢ mniej fatlszywie negatywnych wynikow,
a uszczurdw mniej falszywie pozytywnych rezultatow, osiggajac znacznie wyzsza
selektywno$¢ [313]. Zmniejszenie czasu bezruchu zwierzat w tedcie, S$wiadczy
0 potencjalnej aktywnosci przeciwdepresyjne;.

Niestety zaden sposrod badanych zwigzkéw nie wykazatl aktywnosci
W przeprowadzonym te$cie i nie wptywal na obnizenie czasu bezruchu zwierzat.
Badane pochodne, za wyjatkiem zwigzku JJGWO08, nie wplywaty réwniez na czas
plywania oraz czas wspinania myszy. Zwigzek JJIGWO08 w dawkach 1,25 1 2,5 mg/kg
wykazal natomiast odwrotny efekt, powodujac zwigkszenie czasu bezruchu zwierzat
oraz zmniejszenie ich czasu plywania, co moze wynika¢ z jego ewentualnych
wlasciwosci sedatywnych w wyzszych dawkach. Brak przewidywanej aktywnos$ci
przeciwdepresyjnej w tescie wymuszonego plywania wsrod badanych, nowych
antagonistow receptoréw serotoninergicznych 5-HTj;a pokazuje, ze nie zawsze
aktywno$¢ receptorowa koreluje ze spodziewanymi efektami dziatania w testach in
Vivo.

Drugim przeprowadzonym testem, oceniajacym potencjalne wlasciwosci
przeciwdepresyjne zwigzkoéw, byt test zawieszania za ogon u myszy. Nalezy podkreslic,
ze nie wszystkie substancje o wtasciwosciach przeciwdepresyjnych ujawnig aktywnos¢
w tym tescie [314], jednak w porownaniu z testem wymuszonego ptywania, posiada on
wyzsza tzw. predictive validity, a wigc zdolno$¢ do odzwierciedlania skutecznosci
badanej substancji z modelu zwierzgcego na ludzi [315]. Podobnie jak opisywano
powyzej, potencjalng aktywno$¢ przeciwdepresyjng w tym tescie warunkuje istotne
obnizenie czasu bezruchu zwierzat.

Wsréd badanych pochodnych zmniejszenie czasu bezruchu zaobserwowano dla
zwigzkow: JJGWO01, JIGWO03, JIGWO07 i JJGWOQ9, ktoére dziataty juz w dawce 0,15
mg/kg. Pozostate zwigzki nie byly aktywne w tescie. Co wazne, zwigzek: JJGWO08
w dawkach 1,25 1 2,5 mg/kg oraz JJIGW09 w dawce 2,5 mg/kg istotnie wptywaty na
zwigkszenie czasu bezruchu zwierzat w tescie, co prawdopodobnie moze wynika¢ z ich
wlasciwos$ci sedatywnych w wyzszych dawkach.

Roéznice w wynikach otrzymanych z przeprowadzonych powyzej testow i brak
aktywnos$ci przeciwdepresyjnej w teScie wymuszonego plywania u myszy, moga
wynika¢ z charakteru eksperymentow. Test zawieszania za ogon jest bowiem bardziej
czuty wobec wykrywania dziatania przeciwdepresyjnego, gdyz czas obserwacji

zwierzecia jest dluzszy niz w teScie wymuszonego ptywania. Co wiecej, test Porsolta
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ma pewne ograniczenia dotyczace zachowania zwierzat, poniewaz bezruch zwierzgcia
moze by¢ spowodowany samym szokiem po umieszczeniu w wodzie [316]. Najbardziej
miarodajne wyniki bylyby mozliwe w przypadku oceny aktywno$ci zwigzkoéw
w modelu depresji (np. nieprzewidywalnego chronicznego stresu), ktory w odroéznieniu
od opisanych powyzej eksperymentow ostrych, odzwierciedla zarowno zmiany
behawioralne jak ineurochemiczne obserwowane uoséb chorujacych na depresje
[317,318].

Ze wzgledu na fakt, ze opisane powyzej testy mialy charakter skriningowy
I badano nowe struktury o nieznanej aktywnosci, jako substancje odniesienia
wykorzystano w nich leki przeciwdepresyjne, a nie substancje przeciwpsychotyczne
0 aktywnosci przeciwdepresyjnej. W przypadku testu wymuszonego plywania uzyto
mianseryng, lek o zblizonym profilu receptorowym do badanych zwiazkéw, wliczajac
receptory adrenergiczne ay oraz serotoninergiczne 5-HT,a i 5-HT7, natomiast w teScie
zawieszania za ogon wykorzystano moklobemid, selektywny, odwracalny inhibitor
monoaminooksydazy typu A, a wigc dwa silnie dziatajace leki przeciwdepresyjne,
0 udokumentowanej aktywnosci w testach behawioralnych [280,319-321].

W nastepnym kroku postanowiono zweryfikowaé potencjalne wlasciwosci
przeciwlekowe badanych zwigzkoéw. Liczne doniesienia naukowe opisuja bowiem taka
aktywno$¢ wsrdéd pochodnych fenylopiperazyny [322-325]. W pierwszej kolejnosci
przeprowadzono test czterech plytek umyszy, ktory jest jednym z podstawowych
testow stuzacych do oceny wtasciwosci anksjolitycznych, opierajacym si¢ na tzw.
sytuacji konfliktowej. Naturalny odruch zwierzat do ruchliwo$ci eksploracyjnej
W nowym otoczeniu hamowany jest tutaj za posrednictwem nicuszkadzajacego bodzca
awersyjnego, a mianowicie stabego impulsu elektrycznego. Blokowanie ttumigcego
dziatania bodzca 1 zwigkszenie iloSci przejs¢ zwierzat karanych impulsem
elektrycznym, $wiadczy o potencjalnym dziataniu przeciwlgkowym.

Sposrdéd przebadanych pochodnych aktywno$¢ w tescie czterech ptytek
wykazaty zwigzki: JJGWO01, JIGWO07, JIGWO08 i JIGWA09, z czego najsilniej dziatat:
JIGWO08, zwigkszajac ilo$¢ przejs¢ zwierzat karanych impulsem elektrycznym w dawce
0,3 mg/kg. Pozostate pochodne nie byty aktywne w przeprowadzonym tescie.

Drugim wykonanym testem oceniajgcym wlasciwosci anksjolityczne, byt test
uniesionego labiryntu krzyzowego u myszy. Okresla si¢ go, jako test neofobowy,
pozwalajacy bada¢ zachowanie zwierzat w nowym otoczeniu, np. w silnie o§wietlonym

pomieszczeniu. Naturalng, spontaniczng reakcja zwierzat jest unikanie wchodzenia
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W otwarte, oswietlone ramiona labiryntu, natomiast jesli zwigzek posiada wlasciwosci
przeciwlekowe, powoduje zwigkszenie czasu przebywania zwierzat w ramionach
otwartych.

Zaden sposrod badanych zwiazkow nie wykazal aktywnosci w  tedcie
uniesionego labiryntu krzyzowego i1 nie wplywal istotnie na zwigkszenie czasu
przebywania w ramionach otwartych. Warto zauwazy¢, ze zwiazki: JJGWO02, JJGWO07,
JJIGWO08 1 JJGWO09 powodowaty istotne zmniejszenie ilosci wejs¢ zwierzat do ramion
otwartych, co moze $§wiadczy¢ o ich ewentualnych wtasciwosciach sedatywnych.

Uzyskane wyniki i1 brak efektow dzialania przeciwlgkowego w tescie
uniesionego labiryntu krzyzowego moga wynika¢ z odmiennej aktywnos$ci badanych
zwigzkdw wobec réznego rodzaju zaburzen Igkowych (zrdéznicowane podtoze
neurobiologiczne Ieku, rézne objawy i bodzce wywotujace niepokdj) [326]. Test
czterech ptytek bowiem, bada uwarunkowang reakcj¢ zwierzecia na stresujaca sytuacje,
konkretnie ttumienie eksploracji nowego otoczenia przez tagodny, nieuszkadzajacy
impuls elektryczny i najcze$ciej pozwala wyjasnia¢ mechanizmy dziatania
przeciwlgkowego wsrdd agonistow lub antagonistow receptorow serotoninowych [327].
Test uniesionego labiryntu krzyzowego natomiast, opiera si¢ na ogdlnej reakcji unikania
1 naturalnej niechegci gryzoni do otwartych przestrzeni, odnoszac si¢ najczesciej do
podtoza lgku uogdlnionego, fobii i stresu pourazowego [328]. Co wiecej, w literaturze
obserwuje si¢ czesto przeciwstawne efekty dziatania przeciwlgkowego wsrdd ligandow
receptorow serotoninergicznych, co wynika prawdopodobnie z dziatania serotoniny 1 jej
ztozonego wptywu na roézne typy leku w modelach zwierzecych [326].

Przeprowadzone powyzej testy czterech ptytek oraz uniesionego labiryntu
krzyzowego miaty charakter przesiewowy, stad jako substancje¢ odniesienia
wykorzystano lek anksjolityczny - diazepam, a nie substancje przeciwpsychotyczna
0 dodatkowej aktywnosci przeciwlekowe;.

W nastgpnym etapie niezbgdne byto okreslenie wptywu testowanych zwigzkow
na aktywno$¢ lokomotoryczng zwierzat w przeprowadzonych testach behawioralnych.
Wykluczenie dziatania psychostymulujacego jest konieczne, poniewaz wiele substancji
psychoaktywnych (np. kofeina, amfetamina) moze wykazywac falszywie pozytywna
aktywnos$¢ w testach behawioralnych, zwiekszajac ruchliwo$¢ zwierzat. Dziatanie
sedatywne natomiast, utozsamiane ze zmniejszeniem aktywno$ci spontanicznej
zwierzat [329,330], moze w pewnym stopniu by¢ pozadane podczas terapii chorob
psychicznych, takich jak schizofrenia, depresja czy Iek, szczegdlnie w przypadku
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towarzyszacej bezsennosci. Niestety, najczgsciej jednak nadmierna sedacja jest
niekorzystnym dziataniem niepozadanym, utrudniajagcym wtasciwe leczenie pacjentow.

Badane zwiazki nie wplywaty istotnie na ruchliwo$¢ spontaniczng zwierzat
podczas 60-minutowej sesji odpowiadajgcej testom hiperlokomocji, stad mozna
stwierdzi¢, ze uzyskane w tych testach wyniki sg specyficzne.

Podczas 4- i 6-minutowej sesji, odpowiednio dla testu wymuszonego ptywania
| zawieszania za ogon, zaobserwowano zmniejszenie ruchliwosci zwierzat jedynie dla
zwigzkow: JJGWO02 w zakresie dawek 0,625-2,5 mg/kg oraz JJGW08 w dawkach 1,25
I 2,5 mg/kg, co moze $wiadczy¢ o ich potencjalnych wlasciwosciach sedatywnych i by¢
zwigzane z brakiem aktywnos$ci w tescie Porsolta. Pozostate pochodne nie wptywaly na
ruchliwos$¢ zwierzat w tych eksperymentach.

W przypadku 1-minutowej sesji dla testu czterech ptytek oraz 5-minutowej sesji
dla testu uniesionego labiryntu krzyzowego badane zwiazki, za wyjatkiem JJGW02, nie
wplywaly istotnie na ruchliwo$¢ spontaniczng zwierzat, co potwierdza specyficzno$¢
otrzymanych wynikow. Zwigzek JJGW02 w dawkach 1,25 i 2,5 mg/kg powodowat
natomiast zmniejszenie aktywnosci lokomotorycznej zwierzat, sugerujac jego
wlasciwosci sedatywne | zwigzany z tym brak aktywnos$ci w tych eksperymentach.

Zaden z badanych zwiazkow w przeprowadzonych testach, nie wykazat
wilasciwosci stymulujacych aktywnos$¢, zatem mozna stwierdzi¢, ze uzyskane efekty
dziatania nie sg wynikiem ich wtasciwosci psychostymulujacych.

Warto doda¢, ze dowiedzione efekty sedatywne wsrdd badanych pochodnych,
moga by¢ zwigzane z ich powinowactwem do receptorow adrenergicznych oy,
a konkretnie blokada receptorow adrenergicznych o1 w osrodkowym ukladzie
nerwowym. Wszystkie zwigzki wykazaly bowiem potencjalng aktywnosé
adrenolityczna, kojarzong najczgsciej w takim przypadku z dzialaniem niepozadanym.
Spogladajac na to z odmiennej perspektywy, mozna jednak poszukiwaé potencjalnego
zastosowania takich wlasciwosci. Przykladowo prazosyna, powszechnie stosowany
az-adrenolityk, wykazuje w badaniach skuteczno$¢ w leczeniu zaburzen snu [331],
atakze przeciwdziala objawom pobudzenia 1 agresji towarzyszacych chorobie
Alzheimera [332]. Poszukiwanie podobnych aktywnosci, wsrdd potencjalnych
kandydatow w leczeniu schorzen psychiatrycznych moze poszerzaé mozliwosci

terapeutyczne i zachgca do prowadzenia szerszych badan w tym zakresie.
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Farmakologia bezpieczenstwa

W kolejnym etapie badan sprawdzono profil bezpieczenstwa nowych
pochodnych w osrodkowym uktadzie nerwowym. Jako pierwszy, przeprowadzono test
metalowego preta U myszy, nazywany rowniez testem katalepsji, badajacy zdolnos¢
zwigzkoéw do indukowania u zwierzat niepozadanego objawu w postaci katalepsji. Jego
odzwierciedleniem u pacjentow s3a niekorzystne dziatania ze strony uktadu
pozapiramidowego (sztywno$¢ migsni, spowolnienie ruchow, drzenie spoczynkowe,
trudno$ci w utrzymaniu prawidtowej postawy ciala), ktére wywotuje niestety wiekszos¢
substancji ~ aktywnych  przeciwpsychotycznie, antagonizujagcych  receptory
dopaminergiczne D, (jak np. risperidon czy haloperidol), utrudniajac tym samym
efektywne leczenie [333]. Stan kataleptyczny u zwierzat charakteryzuje si¢ bardzo
specyficznym zesztywnieniem migéni 1 niejako zastygnigciem postawy ciala, czesto
W nienaturalnej pozycji. U chorych takie zalezne od dawki niekorzystne efekty
pozapiramidowe moga by¢ szczegélnie ucigzliwe, w przypadku juz istniejacych
zaburzen ruchowych, jak to ma miejsce u 0s6b w podesztym wieku [334].

Wszystkie badane zwigzki oraz substancja odniesienia - olanzapina indukowaty
katalepsje u myszy, przy czym wyznaczone najnizsze dawki kataleptogenne byty 4-8
razy wyzsze od najwyzszych dawek aktywnych przeciwpsychotycznie, co sugeruje, ze
badane pochodne posiadaja niski potencjal do wywotywania pozapiramidowych dziatan
niepozadanych u pacjentéw 1 dalsze testy sprawdzajace ich aktywnos¢
oraz bezpieczenstwo powinny by¢ kontynuowane.

Drugi z eksperymentow, test obracajacego si¢ preta U myszy, okreslany jako test
rotarod, przeprowadzono natomiast, by oceni¢ wplyw zwiazkéw na koordynacje
ruchowg zwierzat. Zaklada si¢ bowiem, ze jesli substancja zaburza koordynacje
ruchowa zwierzat, moze to s$wiadczy¢ o jej wlasciwosciach neurotoksycznych
[313,335].

Na podstawie wyznaczonych warto$ci EDsp, mozna stwierdzi¢, ze najwigksze
ryzyko wystapienia dzialania neurotoksycznego (najnizsze wartosci EDsg) wykazaly
zwigzki: JJGWO03, JJGWO07, JJGWO08 i JJIGWO09, przy czym ich dawki zaburzajace
koordynacje ruchowg byly §rednio 7-11 razy wyzsze niz najwyzsze dawki aktywne
przeciwpsychotycznie, co nie dyskwalifikuje ich z dalszych badan. Najwigksza roznice
pomiedzy najnizsza efektywna dawka przeciwpsychotyczng, a wartoscia EDsg
odnotowano dla zwigzkow: JJGWO01, JIGWO02, JIGWO07 i JIJGWO08, co pozwala
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przypuszczaé, ze beda one wykazywaly najmniejszy potencjat neurotoksyczny, jednak
wymaga to szerszych analiz.

Obok niekorzystnych dziatan osrodkowych wsrod lekéw psychiatrycznych,
niestety bardzo czesto obserwuje si¢ negatywny wptyw na uktad sercowo-naczyniowy.
Najczesciej moga pojawiac si¢: zmiany cisnienia tgtniczego (hipotonia ortostatyczna lub
nadci$nienie), dzialanie proarytmiczne, zaburzenia rytmu serca, w tym: bradykardia lub
tachykardia, wpltyw na wydluzenie czasu trwania potencjalu czynnosciowego
i zaburzenia repolaryzacji, a takze mozliwe jest uszkodzenie komorek migsnia
sercowego [16]. Z perspektywy stosowania lekow przeciwpsychotycznych, zwraca si¢
uwage szczegblnie na: spadek cis$nienia tetniczego 1 dziatanie proarytmiczne.
Wystepowanie hipotonii ortostatycznej, w wiekszosci przypadkéw zwigzane jest
Z silnym dziataniem adrenolitycznym, na skutek blokady postsynaptycznych receptorow
adrenergicznych oy i niedostateczng odpowiedzig tozyska naczyniowego na presyjne
dziatanie endogennych katecholamin. Natomiast dziatanie pro arytmiczne, wiaze sig
bezposrednio z wydtuzeniem odstgpu QT w zapisie EKG i ryzykiem wystapienia
czestoskurczu komorowego oraz rozwojem zagrazajgcej zyciu arytmii typu torsade de
pointes [231,336]. Niebezpieczne czgstoskurcze komorowe mogg prowadzi¢ do naglego
zatrzymania krazenia i naglej $mierci sercowej. Dlatego, w ramach farmakologii
bezpieczenstwa, oceniono takze wplyw zwigzkow na ci$nienie tg¢tnicze i presyjne
dziatanie po podaniu metoksaminy oraz na prawidtowe parametry EKG u szczurow.

Wszystkie badane zwiazki (za wyjatkiem zwiazku JJGW12, ktéry obnizat
ci$nienie skurczowe tylko w 50 minucie od podania), wykazaly istotne dziatanie
hipotensyjne, redukujac wartosci ci$nienia skurczowego juz od 5 minuty od podania,
réwnoczesnie W mniejszym stopniu lub wcale nie obnizajac cisnienia rozkurczowego.
Sposrod wszystkich zwigzkow najsilniejsza aktywnos¢ wykazaty pochodne: JJGWO09
(najnizsza dawka hipotensyjna 0,5 mg/kg) oraz: JJGWOI1 i JIGWO08 (najnizsza dawka
hipotensyjna 1,0 mg/kg), a stabiej, w dawce 2,5 mg/kg dziataty: JJGWO02 i JJGW11.
Potencjalnie najbardziej bezpieczne, z punktu widzenia niepozadanej aktywnosci
hipotensyjnej, okazaty si¢ zwiazki: JJGWO03, JIGWO07 i JIGW12, ktére obnizaly
cisnienie w dawce 5 mg/kg. Takze zwigzek JIGWO08 wykazat korzystny profil
dziatania, gdyz jego najnizsza dawka hipotensyjna okazata si¢ ponad 6-krotnie wyzsza
od najnizszej dawki aktywnej przeciwpsychotycznie.

Aby okresli¢ potencjalny mechanizm dziatania hipotensyjnego oraz dokladny

sposob oddzialywan z receptorem (agonizm lub antagonizm), oznaczono wplyw
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zwigzkéw na presyjne dziatanie metoksaminy — selektywnego agonisty receptorow
adrenergicznych a;. Hamowanie presyjnego dziatania metoksaminy, $wiadczy bowiem
0 aktywnosci az—adrenolitycznej. Badane zwigzki podawano w dawkach nie
wywolujacych istotnych zmian ci$nienia t¢tniczego krwi. Wszystkie testowane
pochodne istotnie zmniejszaly presyjng odpowiedz po podaniu metoksaminy, z czego
najsilniejszg aktywnos¢ oy—adrenolityczng wykazaty zwiagzki: JJGW09 (w dawce 0,25
mg/kg) oraz: JJGWO01, JJGWO08 i JJGW11 (w dawce 0,5 mg/kg). Stabsze wlasciwosci
aj—adrenolityczne zademonstrowaty pochodne: JJIGWO02 i JIGW12, a najstabsze:
JIGWO03 i JIGWO07, zmniejszajac przyrosty cisnienia skurczowego odpowiednio
w dawkach 1,0 oraz 2,5 mg/kg. Mozna zatem przyjaé, ze aktywno$¢ hipotensyjna
testowanych pochodnych wynika z ich silnych wtasciwosci as-adrenolitycznych [337].
Co wiecej, w analizie EKG badane zwiazki nie wptywaty istotnie na odstep PR,
zespot QRS 1 kalkulowany odstep QT, a w wigkszosci nie zaburzaty réwniez wlasciwej
czestotliwosci pracy serca. Jedynie dla zwigzkow: JIGWO02, JJIGWO08, JIGWO09
i JJGW11 zaobserwowano zmniejszenie czgstotliwosci pracy serca, ktore moze
potencjalnie stwarzaé ryzyko rozwoju arytmii typu bradykardii. Zmiany czgstotliwosci
pracy serca najczgsciej zwigzane sg jedynie z niepokojacymi objawami, jak np.:
zawroty glowy, Kkotatanie serca, omdlenia, czy tez ogolne zmgczenie i hie
dyskwalifikuja zwigzku jako potencjalnego leku, jednak wymagaja doktadniejszych
badan, w celu wykluczenia ewentualnego negatywnego wplywu na serce i rozwoju

niebezpiecznych dla zycia arytmii [338,339].

Badania rozszerzone

W kolejnym etapie wykonano poszerzone badania farmakologiczne dla dwoch
najbardziej  aktywnych  pochodnych, o  najsilniejszych  wlasciwosciach
antagonistycznych wobec receptoréw dopaminergicznych D, a wigc dla zwigzku:
JIGWO08, ktéry wykazal najsilniejsza aktywno$¢ przeciwpsychotyczng w  tescie
hiperlokomocji oraz dodatkowe potencjalne wtasciwosci przeciwlgkowe 1 korzystny
profil  farmakologiczny oraz JIJGWO07, ktéory poza slabszag aktywnoscia
przeciwpsychotyczng 1 przeciwlgkowa, charakteryzowal si¢ rowniez potencjalng
aktywnos$cig przeciwdepresyjng w przeprowadzonych testach. W pierwszej kolejnosci
zweryfikowano zaobserwowane u myszy potencjalne dziatanie przeciwpsychotyczne

w testach na szczurach, a konkretnie w tescie otwartego pola oraz bramkowania
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przedsygnatowego po podaniu MK-801. Dodatkowo, zbadano potencjalng aktywnosc¢
przeciwlekowa w tescie zagrzebywania u myszy. W ostatnim etapie badan sprawdzono
wpltyw zwigzkéw na funkcje kognitywne 1 pamig¢ dlugoterminowg oraz zdolnos$¢ do
odwracania deficytow pamieciowych, indukowanych podaniem MK-801 w tescie
biernego unikania oraz rozpoznawania nowego obiektu u myszy. Liczne doniesienia
naukowe wskazuja bowiem, na istotny wudzial modulatoréw receptorow
dopaminergicznych D, oraz serotoninergicznych 5-HT1a, 5-HT,a i 5-HT7 w procesach
poznawczych [281,340,341].

Jako pierwszy przeprowadzono test otwartego pola u szczuréw po podaniu
MK-801, ktory stanowi powszechne i istotne narzedzie do oceny potencjalnej
aktywnos$ci  przeciwpsychotycznej. Jak opisywano wczesniej, hiperlokomocja
wywotana przez MK-801 u zwierzat, koreluje bezposrednio z objawami pozytywnymi
schizofrenii  [299,342] i odzwierciedla powszechne U pacjentéw pobudzenie
psychoruchowe towarzyszace chorobie [343], a jej redukowanie $wiadczy
0 potencjalnej aktywnosci przeciwpsychotycznej.

W tescie otwartego pola po podaniu MK-801 aktywny okazat si¢ tylko zwigzek
JIGWO08, ktory istotnie redukowat hiperlokomocje u szczurow w zakresie dawek
1,0-30,0 mg/kg, co potwierdzitlo jego potencjalng aktywnos$¢ przeciwpsychotyczng
uinnego gatunku zwierzat. Dla zwigzku JJIGWO07 nie zaobserwowano istotnego
dziatania. Mozna zakladaé, ze roznice w uzyskanych wynikach sg zwigzane
bezposrednio z budowa chemiczng 1 aktywnoscig funkcjonalng zwigzkow, na korzys¢
obecnosci dluzszego tancucha pentylowego oraz znacznie silniejszych witasciwosci
antagonistycznych wobec receptorow dopaminergicznych D, oraz serotoninergicznych
5-HTya i 5-HT; dla pochodnej JJGWO08, ale wymaga to przeprowadzenia dodatkowych
badan.

Drugi z wykonanych eksperymentow, test bramkowania przedsygnatowego po
podaniu MK-801 u szczurdéw, jest podstawowym przyktadem ,,modelu” zwierzecego,
pozwalajacego bada¢ deficyty bramkowania czuciowo-ruchowego, towarzyszace
schizofrenii [344-346] i umozliwiajacego poszukiwanie substancji o potencjalnych
wlasciwosci przeciwpsychotycznych [353]. NajczeSciej uposledzenie bramkowania
sensomotorycznego jest zwigzane z chorobami neuropsychiatrycznymi zaburzajacymi
funkcje motoryczne, sensoryczne i poznawcze, w tym szczego6lnie ze schizofrenig [347—
352], a wiele lekow stosowanych klinicznie, w tym neuroleptyki, moga skutecznie

odwraca¢ to schorzenie [355,356]. Uposledzenie bramkowania sensomotorycznego
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koreluje nie tylko z objawami pozytywnymi schizofrenii, takimi jak zaburzenia mysli
I urojenia, ale takze z deficytami kognitywnymi [299,300]. U gryzoni zaburzenie to
mozna indukowa¢ miedzy innymi blokujac receptor NMDA, poprzez podanie
antagonisty, MK-801 [353,354]. Uwaza si¢, ze bramkowanie przedsygnatowe
odzwierciedla niejako mechanizmy korowo-limbiczne w kontroli réznych zaburzen
psychicznych [357-359] istuzy do oceny przetwarzania wstgpnych, nieswiadomych
informacji. Sam proces bramkowania sensomotorycznego ma miejsce w momencie, gdy
staby bodziec sensoryczny (tzw. prepuls) pojawia si¢ na krotko przed silnym bodzcem
wzdrygajacym i powoduje tym samym zmniejszenie reakcji wzdrygnigcia (tzw. reakcji
,startle’). Proces ten regulowany jest glownie w przodomédzgowiu przez Kore
mezolimbiczng, wzgbrze, czy tez jadro potlezace [344,351,360]. Zwiazki odwracajace
zaburzenia bramkowania przedsygnalowego indukowane dizocylping, posiadaja
potencjalng aktywnos¢ przeciwpsychotyczna.

W przeprowadzonym tescie zaden z badanych zwiazkow, JJIGWO07 ani JJGW08
nie wykazal potencjalnej aktywnos$ci przeciwpsychotycznej 1 nie odwracal deficytow
bramkowania sensomotorycznego wywotanych podaniem MK-801 u szczurdéw,
utrzymujgc procent hamowania reakcji “’startle” w granicach -3,3-19,2% dla zwigzku
JIGWO07 oraz -0,2-24,4% dla zwiazku JJGWO0S. Dostgpne dane literaturowe wskazuja
niejednoznacznie na skuteczno$¢ atypowych neuroleptykow w odwracaniu deficytow
bramkowania czuciowo-ruchowego indukowanych dizocylping, a roéwnoczesnie
pokazujg brak dzialania klasycznych neuroleptykow [356,361]. Dowiedziono, ze
ewentualne réznice w skutecznosci atypowych lekéw moga by¢é zwigzane
z r6znorodnosécig gatunkowg testowanych szczepéw zwierzat [356]. Dodatkowo,
naukowcy zwracaja rowniez szczegdlng uwageg, na indukowanie zaburzen
schizofrenicznych przez MK-801, ktory niejako odzwierciedla nieprawidtowosci
chorobowe w kilku réznych rejonach limbicznych [362]. W przypadku badanych
zwigzkow, brak potwierdzenia aktywnosci przeciwpsychotycznej w tescie bramkowania
przedsygnatowego u szczurOw moze zatem wynikaé ze zlozonej aktywnoSci
dizocylpiny i blokady receptorow NMDA w roéznych rejonach moézgu [362], jednak
wymaga to przeprowadzenia szerszych analiz.

W przypadku obu opisanych powyzej testow weryfikujacych potencjalng
aktywnos$¢ przeciwpsychotyczng wyselekcjonowanych zwiazkéw, jako substancje
odniesienia wykorzystano klozaping, atypowy neuroleptyk, ktory skutecznie tagodzi

objawy wytworcze schizofrenii.
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Ze wzgledu na fakt, ze wyselekcjonowane pochodne wykazaly aktywno$¢
przeciwlekowa w tescie czterech ptytek u myszy, ale nie byly aktywne w tescie
uniesionego labiryntu krzyzowego, postanowiono zweryfikowa¢ uzyskane wyniki
dodatkowo w tescie zagrzebywania u myszy. Sam eksperyment nie dostarcza dla myszy
negatywnego stresu, araczej stanowi form¢ wzbogacenia $rodowiska, minimalizujac
cierpienie zwierzat laboratoryjnych. W warunkach laboratoryjnych typowo gatunkowe
zachowanie myszy, takie jak kopanie i zagrzebywanie przejawia si¢ w energicznym
kopaniu w $ciotce hodowlanej. Wykorzystanie tego zjawiska, pozwala bada¢ zwiazki
0 aktywnosci serotoninergicznej i wlasciwosciach przeciwlgkowych, takze stosowanych
w zaburzeniach obsesyjno-kompulsywnych [363]. Badania wskazuja bowiem, ze myszy
zagrzebujg szklane kulki w swoim otoczeniu, a zachowanie to moga hamowac niskie
dawki przeciwlekowych benzodiazepin [236,364].

Badane zwigzki testowano w dawkach aktywnych przeciwpsychotycznie.
Zarowno zwigzek JIJGWO7 jak 1 JIGWO08 wykazaly potencjalng aktywnosc¢
przeciwlekowa, zmniejszajac liczbe zagrzebanych kulek w dawkach odpowiednio:
0,625 i 1,25 mg/kg oraz 1,25 i 2,5 mg/kg. Potwierdza to zatem ich wczes$niejsza
aktywno$¢ uzyskang w tescie czterech ptytek u myszy. Warto podkresli¢, ze dodatkowe
dziatanie anksjolityczne stanowi duzy atut dla zwigzkéw potencjalnie stosowanych
W leczeniu schizofrenii, dajac mozliwo$¢ tagodzenia wspodttowarzyszacych chorobie
objawow lekowych.

Ze wzgledu na to, ze test zagrzebywania u myszy przeprowadzono dla
wyselekcjonowanych zwigzkow o zbadanej juz wczesniej potencjalnej aktywnosci
przeciwpsychotycznej 1 przeciwlekowej, jako zwiazku odniesienia w tym tescie uzyto
aripiprazolu, atypowego neuroleptyku, ktory w licznych badaniach wykazuje
dodatkowsg aktywno$¢ przeciwlgkows [365].

W ostatnim etapie zweryfikowano wptyw wyselekcjonowanych zwiazkow na
funkcje kognitywne i pamig¢ dtugoterminowa. W pierwszej kolejnosci przeprowadzono
test biernego unikania u myszy, badajacy zdolno$¢ uczenia si¢ i zapamietywania [366].
Sam test, pomimo niezaleznego wptywu wielu réznych czynnikow (np. aktywnosci
lokomotorycznej, wrazliwosci na stres, wstrzgsy elektryczne, czy tez natezenie Swiatla)
i wynikajgcej z tego wysokiej liczby falszywie pozytywnych wynikow [367,368], jest
wcigz jednym z najcze$ciej wybieranych testow pamieciowych. Ze wzgledu na fakt, ze
pacjenci cierpigcy na schorzenia psychotyczne bardzo czgsto doswiadczaja

réwnoczesnie pelnego spektrum zaburzen poznawczych [369], pozadane jest unikanie
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lekoéw, ktore dodatkowo wywotuja lub pogarszaja istniejace deficyty kognitywne.
Wydhluzenie czasu latencji zwierzat w sesji odtwarzania podczas eksperymentu,
swiadczy o braku negatywnego dziatania na funkcje kognitywne.

Zaden z badanych zwiazkow, w testowanych dawkach aktywnych
przeciwpsychotycznie, nie powodowatl zaburzen pamigci 1 uczenia  si¢
W przeprowadzonym tescie, istotnie wydluzajac czasy latencji zwierzat w sesji
odtwarzania. Brak negatywnego wptywu na funkcje poznawcze jest niezwykle wazny
dla potencjalnych lekéw przeciwpsychotycznych 1 daje szersze mozliwosci ich
stosowania, bez niekorzystnych efektéw ubocznych.

Badajac wptyw na funkcje poznawcze, istotne jest zweryfikowanie zdolnosci do
odwracania deficytow pamigciowych, a tym samym potencjalne dziatanie
prokognitywne. Jednym ze sposobow wywotania farmakologicznie deficytow
pamieciowych u zwierzat jest podanie antagonisty receptora NMDA, MK-801,
blokujacego transmisj¢ glutaminergiczng [368,370]. Glutaminian i receptory NMDA sa
zaangazowane W procesy poznawcze, odpowiadajac szczegodlnie za powstawanie
pamieci. Badania potwierdzaja, ze odpowiednia stymulacja receptoréw NMDA
wywoluje dlugotrwale wzmocnienie w hipokampie, co jest bezposrednio powigzane ze
zmianami w plastyczno$ci synaptycznej, obserwowanej podczas procesOw uczenia si¢
i pamieci [371-373]. Co wigcej, udowodniono, ze zaburzenia kognitywne wywotane
podaniem MK-801, moga by¢ odwracane za posrednictwem klinicznie stosowanych
substancji w dysfunkcjach pamieci, jak np. inhibitorow cholinoesterazy: galantaminy
czy donepezilu [374]. W teScie biernego unikania u myszy podanie MK-801, powoduje
znaczne skrocenie czasu latencji zwierzat w sesji odtwarzania. Zdolno$¢ zwiazku do
odwracania wywotanych zaburzen pamigci, $wiadczy o jego potencjalnych
wlasciwos$ciach prokognitywnych.

Wséréd badanych pochodnych JIGWO7 tylko w jednej dawce, rownej 1,25
mg/kg odwracal niekorzystne dzialanie dizocylpiny 1 wydluzat czas latencji myszy
W sesji odtwarzania. Drugi z badanych zwiazkow JIJGWO08 w dawkach 0,3 i 2,5 mg/kg
wykazal podobne wlasciwosci, co sugeruje mozliwe dzialanie prokognitywne dla obu
wyselekcjonowanych zwigzkéw w wymienionych dawkach. Warto zauwazy¢, ze
zwiazek JJIGWO07 dziatal tylko w jednej dawce 1 tym samym wykazatl tzw. efekt dawki
w ksztalcie odwroconej litery ,,U”, ktory w §wiecie naukowcow wcigz pozostaje bardzo
trudny do wyjasnienia [375]. Na podstawie dostgpnej literatury mozna zaktadac, ze taka

nieliniowa zalezno$¢ moze by¢ cechg wsp6lng dla srodkéw dziatajacych przez receptory
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serotoninergiczne [278], jednak wymaga to szerszych badan. Z drugiej strony,
w przypadku zwigzku JIGWO08 obserwujemy przeciwnie tzw. efekt dawki w ksztalcie
litery ,,U” (zwigzek dziatat tylko w najnizszej 1 najwyzszej dawce). Taki typ zaleznosci
krzywoliniowej ma istotne znaczenie epidemiologiczne i toksykologiczne, czesto
stwarzajac problem w ocenie pomi¢dzy potencjalnym ryzykiem a korzyS$ciami danego
srodka farmakologicznie aktywnego [376].

Drugim testem przeprowadzonym aby oceni¢ wpltyw zwigzkow na funkcje
poznawcze i pamie¢ dlugoterminowa, byt test rozpoznawania nowego obiektu u myszy
[377]. Dostepna literatura wskazuje, ze w procesach pamigciowych bazujacych na
rozpoznawaniu obiektow, biora udziat gltéwnie kora $rodwechowa 1 hipokamp
[378,379]. Za rozpoznanie obiektu, a wigc stwierdzenie, czy dany przedmiot jest nowy,
czy juz znany, odpowiada kora S$rédwechowa, natomiast hipokamp bierze udziat
W zapami¢tywaniu informacji i kodowanie powigzanych z danym obiektem
doswiadczen [378,380]. Zasada eksperymentu opiera si¢ na naturalnej preferencji
zwierzat do eksploracji nowego obiektu, w pordwnaniu ze znanym juz przedmiotem
[381]. Zaburzenie pamigci stwierdza si¢ w przypadku, gdy czasy eksploracji obu
réznych obiektow sg pordéwnywalne w ciggu 20-sekundowego okresu badawczego.

Wyniki wskazujg, ze zwigzek JJGWO07 w testowanych dawkach aktywnych
przeciwpsychotycznie oraz JJIGW08 w dawkach 1,25 i 2,5 mg/kg wywotuja zaburzenia
pamigci, poniewaz zaobserwowane czasy eksploracji obu obiektoéw byly zblizone
(w granicach 10 sekund). Natomiast dla nizszych dawek zwigzku JJGWO08 (0,15, 0,3
1 0,625 mg/kg) czas eksploracji nowego obiektu byt istotnie wyzszy od 10 sekund, co
$wiadczy o braku negatywnego wptywu na funkcje poznawcze i potwierdza wyniKi
otrzymane we wczes$niejszym tescie biernego unikania. Roéznice w uzyskanych
wynikach pomigdzy przeprowadzonymi eksperymentami moga by¢ zwigzane ze
znacznie stabszymi wlasciwosciami antagonistycznymi JJGWO7 wobec receptorow
serotoninergicznych 5-HTya i 5-HT7 w poréwnaniu do aktywnego zwigzku JIGWOS,
a takze wynika¢ z charakteru obu testow. W tescie biernego unikania wykorzystuje si¢
bowiem bodziec lgkowy i1 tym samym aktywacji ulegaja inne struktury mozgowe niz
W tescie rozpoznawania nowego obiektu. Co wiecej, test biernego unikania dotyczy
bezposrednio procesOw uczenia si¢ i zapamietywania, podczas gdy test rozpoznawania
nowego obiektu skupia si¢ na naturalnej preferencji zwierzat do eksploracji nowych,
nieznanych przedmiotow. Mozna zaklada¢, ze zwiazek JJIGWO7 oraz wyzsze dawki

zwigzku JIGWO08 wplywaja niekorzystnie na struktury mozgu odpowiedzialne za
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procesy rozpoznawania i zapami¢tywania, w tym szczeg6lnie hipokamp, co przeklada
si¢ na otrzymane wyniki w tescie rozpoznawania nowego obiektu u myszy.

Podobnie jak opisywano powyzej, dla testu rozpoznawania nowego obiektu
rowniez sprawdzono zdolno$¢ do odwracania deficytoéw pamigciowych indukowanych
podaniem MK-801 [368,382]. W przypadku potencjalnych  wlasciwosci
prokognitywnych zwiazku, obserwuje si¢ istotne zwigkszenie czasu eksploracji dla
nowego obiektu powyzej 10 sekund.

Badanie przeprowadzono jedynie dla trzech dawek zwigzku JJGWO8, tj.: 0,15,
0,3 i 0,625 mg/kg, ktore wczesniej nie wywotywaly zaburzen pamigci. Wyniki
wskazuja, ze badany zwiazek tylko w dawce 0,15 mg/kg powodowal, ze czas
eksploracji nowego obiektu roznil sie¢ istotnie od 10 sekund, co sugeruje jego
wlasciwosci prokognitywne. W pozostatych testowanych dawkach zwigzek nie
odwracat deficytow pamigciowych u zwierzat.

Zaréwno dla testu biernego unikania jak i testu rozpoznawania nowego obiektu,
ktore wykonano dla dwdch wybranych zwigzkow o zbadanej juz wczesniej potencjalnej
aktywno$ci przeciwpsychotycznej, jako zwigzku odniesienia uzyto aripiprazolu,
atypowego neuroleptyku, ktory w licznych badaniach wykazuje korzystny efekt na
funkcje poznawcze [383].

Podsumowanie

Prowadzone od lat badania nad pochodnymi arylopiperazyny, potwierdzajg ich
zréznicowane powinowactwo receptorowe 1 zwigzang z tym szeroka aktywnos$¢
farmakologiczng. W badaniach in vitro, wsréd badanej grupy o$miu nowych
arylopiperazynoalkilowych pochodnych salicylamidu, wszystkie zwigzki wykazaty
powinowactwo wzgledem receptorow dopaminergicznych D,, serotoninergicznych
5-HTja, 5-HT2a 1 5-HT7 oraz adrenergicznych oy, natomiast nie wigzaty si¢ istotnie
z receptorami serotoninergicznymi 5-HTg i adrenergicznymi o,. Badania funkcjonalne
wykazaly, ze testowane zwigzki sg agonistami (JJGWO01, JJGWO02, JJGWO03) lub
antagonistami  (JJGWO07, JIGWO08, JIGWO09, JIGW1l1l i JIGWI12) receptorow
dopaminergicznych D,, antagonistami receptorow serotoninergicznych 5-HTia (za
wyjatkiem czeSciowego agonisty - JJGWO03) i 5-HT; oraz czeSciowymi agonistami
(JIGW02, JJGWO7, JIGWO08 i JIGWO09) lub antagonistami (JJGWO01, JIGWO03
1 JIGW11) receptorow serotoninergicznych 5-HT,a (za wyjatkiem zwigzku JIGW12).
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Co wigcej, wszystkie pochodne wykazaly rowniez silne wiasciwosci ag-adrenolityczne.
Uzyskane wyniki powinowactwa receptorowego sugeruja potencjalne whasciwosci
przeciwpsychotyczne, a takze przeciwdepresyjne 1 przeciwlegkowe badanych
pochodnych oraz mozliwe dziatanie prokognitywne i hipotensyjne.

W celu zweryfikowania potencjalnych wlasciwosci przeciwpsychotycznych
wykonano test hiperlokomocji indukowanej podaniem dizocylpiny oraz amfetaminy
Umyszy. Za wyjatkiem zwigzkéw JJIGWI11 i JJGW12, wszystkie badane pochodne
wykazaty potencjalng aktywnos$¢ przeciwpsychotyczng w obu testach, przy czym
najsilniejsze byty: JIJGWO01, JIGWO02, JIGWO07 i JIJGWO08. Dla sprawdzenia
potencjalnych wiasciwosci przeciwdepresyjnych przeprowadzono test Wymuszonego
ptywania oraz zawieszania za ogon u myszy. Zaden z badanych zwigzkéw nie wykazat
aktywnosci w tescie wymuszonego plywania, natomiast w tescie zawieszania za ogon
aktywne byty zwiagzki: JIGWO01, JIGWO03, JIGWO07 i JIGWO09. Potencjalne
wlasciwosci przeciwlegkowe zbadano za posrednictwem testu czterech ptytek oraz
uniesionego labiryntu krzyzowego. W tescie czterech plytek aktywnos¢ wykazaty
zwigzki: JJGWO01, JIGWO07, JIGWO08 iJIJGWO09, natomiast zadna z badanych
pochodnych nie byta aktywna w tescie uniesionego labiryntu krzyzowego. Co istotne,
badane zwiazki nie wplywaly na ruchliwo$¢ spontaniczng zwierzat w Zadnym
z przeprowadzonych testow (za wyjatkiem zwigzku JIGWO08 w teScie wymuszonego
plywania 1 teScie zawieszania za ogon oraz JJGWO02 we wszystkich eksperymentach,
poza testem hiperlokomocji), co sugeruje, ze otrzymane wyniki s3 specyficzne.
W tescie wymuszonego plywania 1 zawieszania za ogon zwigzek JIGWOS
w najwyzszych dawkach, tj. 1,25 1 2,5 mg/kg zwigkszal czas bezruchu zwierzat oraz
rownoczesnie zmniejszal ruchliwos$¢ spontaniczng myszy, co moze §wiadczy¢ o jego
potencjalnych wtasciwosciach sedatywnych w tych dawkach. Podobnie dla zwiazku
JIGWO02, ktory takze wptywal na zmniejszenie aktywnosci lokomotorycznej zwierzat
w przeprowadzonych testach w zakresie dawek 0,625-2,5 mg/kg, mozna zaktada¢ jego
potencjalne wtasciwosci sedatywne. Zaden z badanych zwigzkéw nie wykazal
natomiast dzialania nasilajacego aktywnos$¢ ruchowa, co pozwala stwierdzi¢, ze
obserwowane wyniki nie sg powigzane z efektem psychostymulujacym.

Wszystkie aktywne przeciwpsychotycznie zwigzki wykazaty réwniez
wlasciwos$ci kataleptogenne, jednak obserwowano je w dawkach 4-8-krotnie wyzszych
niz najwyzsze dawki aktywne przeciwpsychotycznie, co wskazuje na niski potencjal do

indukowania niepozadanych objawow pozapiramidowych. Dodatkowo, Zaden
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z badanych zwigzkow nie wptywat niekorzystnie na koordynacj¢ zwierzat w dawkach
aktywnych w powyzszych testach behawioralnych, sugerujac brak negatywnego
dziatania neurotoksycznego w zakresie tych dawek. Najbezpieczniejsze pod wzgledem
potencjalnej neurotoksycznosci wydajg si¢ by¢ zwiagzki: JJGWO01, JIGW02, JIGWO7
I JJGWO08, dla ktorych zaobserwowano najwigksza réznicg pomigdzy najnizszymi
aktywnymi dawkami przeciwpsychotycznymi, a wartoscig EDsy.

W badaniach farmakologii bezpieczenstwa, weryfikujacych wptyw na uktad
krazenia, dla wszystkich zwigzkow zaobserwowano istotne dziatanie obnizajace
ci$nienie t¢tnicze krwi, przy czym najbardziej bezpieczne w tym zakresie wydajg si¢
by¢ zwiazki: JJGWO03, JIGWO07, JIGWO08 i JIGW12. Co wiecej, potwierdzono
istotng aktywno$¢ og-adrenolityczng dla wszystkich testowanych pochodnych, z czego
moga wynika¢ ich zaobserwowane witasciwosci hipotensyjne. Badane zwigzki nie
wplywaly istotnie na prawidlowy elektrokardiogram u szczuréw. Jedynie dla
pochodnych: JJGWO02, JJGWO08, JJIGWO09 i JJIGW11 zaobserwowano zmniejszenie
czestotliwoscei pracy serca, co nie dyskwalifikuje zwigzkow z dalszych badan, jednak
wymaga przeprowadzenia szerszych analiz.

Na podstawie otrzymanych wynikoéw z wstgpnych badan skriningowych,
wybrano dwie struktury do badan poszerzonych, o najwyzszej aktywnosci
I rtbwnoczes$nie najsilniejszych wiasciwosciach antagonistycznych wobec receptorow
dopaminergicznych D,, tj.. JIJGWO08, wykazujacy najsilniejsza aktywno$é
przeciwpsychotyczng w tescie hiperlokomocji oraz dodatkowe potencjalne wlasciwosci
przeciwlgkowe i korzystny profil farmakologiczny oraz JJGWO07, ktory poza stabsza
aktywnos$cig przeciwpsychotyczng 1 przeciwlekowa, charakteryzowal si¢ rowniez
potencjalng aktywnoscig przeciwdepresyjng w przeprowadzonych testach. Oba zwigzki,
bedace pochodnymi 2-metoksyfenylopiperazyny z ugrupowaniem butylowym
(JJGWO07) lub pentylowym (JJGWO08), poza antagonizmem do receptoréw
dopaminergicznych D,, sa réwnocze$nie czeSciowymi agonistami receptorow
serotoninergicznych 5-HT,a oraz antagonistami receptorOw serotoninergicznych
5-HTa 1 5-HT7.

Wsréd obu pochodnych, tylko zwigzek JIGWO08 wykazal potencjalng
aktywno$¢ przeciwpsychotyczng w teScie otwartego pola po podaniu MK-801
u szczurow. Wtasciwosci tych nie udato si¢ potwierdzi¢ w drugim tescie, bramkowania
przedsygnatowego po podaniu MK-801 u szczuréw. Co wigcej, obie badane pochodne

zademonstrowaly = réwniez  potencjalng  aktywno§¢  przeciwlgkowa W tescie
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zagrzebywania u myszy. Dodatkowo, oba zwigzki nie wptywaly negatywnie na funkcje
kognitywne w te$cie biernego unikania U myszy, a w niektorych dawkach nawet
odwracaty deficyty pamieci indukowane podaniem MK-801 w tym teScie, co sugeruje
ich potencjalne wtasciwosci prokognitywne. W tescie rozpoznawania nowego obiektu
tylko dla zwigzku JJGWO08 udalo si¢ zaobserwowac¢ podobne wlasciwosci.
Podsumowujac, z calej grupy badanych pochodnych, najbardziej obiecujacy
jako kandydat do dalszych badan wydaje si¢ by¢ zwigzek JIGWO08, ktoérego
charakteryzuja  potencjalne  wlasciwosci  przeciwpsychotyczne, przeciwlekowe
I prokognitywne oraz korzystny profil farmakologiczny. Druga z wyselekcjonowanych
pochodnych, JJGWO07, pomimo braku aktywnosci w testach przeciwpsychotycznych
U szczurdw, takze zastuguje na uwage, gdyz obok wymienionych wiasciwosci dla
zwigzku JIJIGWO08, wykazala réwniez pozadana, potencjalng aktywnos$¢
przeciwdepresyjng. Zdecydowanie warto wigc kontynuowaé badania nad tymi
zwigzkami, jako strukturami modelowymi w procesie poszukiwania nowych lekow,

mogacych znalez¢ zastosowanie w leczeniu schorzen osrodkowego uktadu nerwowego.
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7 WniosKi

1. Sposrdd 8 przebadanych arylopiperazynoalkilowych pochodnych salicylamidu
o istotnym  powinowactwie do receptoréw  dopaminergicznych Do,
serotoninergicznych 5-HTia, 5-HT,a i1 5-HT; oraz adrenergicznych oy,
6 wykazalo  potencjalng  aktywno$¢  przeciwpsychotyczng w  tescie
hiperlokomocji indukowanej podaniem MK-801 oraz amfetaminy u myszy, przy
czym najsilniej dziataty zwiagzki: JJGWO01, JIGW02, JIGWO07 i JIGWO08.

2. Dodatkowo, 4 zwiazki wykazaly potencjalng aktywno$¢ przeciwdepresyjna
W tescie zawieszania za ogon u myszy (JJGWO01, JIGWO03, JIGWO7
I JJGWO09) oraz potencjalng aktywnos$¢ przeciwlekowa w tescie czterech ptytek
u myszy (JJGWO01, JIGWO07, JIGWO08 i JJGW09).

3. Aktywne zwiazki nie wptywaly na ruchliwo$¢ spontaniczng zwierzat, ani tez nie
dziataly neurotoksycznie w dawkach przeciwpsychotycznych.

4. Wszystkie zwigzki aktywne w tescie hiperlokomocji wykazaty zdolno$¢ do
indukowania katalepsji u myszy, przy czym ich najnizsze dawki kataleptogenne
byty  4-8-krotnie = wyzsze od  najwyzszych  dawek  aktywnych
przeciwpsychotycznie.

5. Wszystkie badane pochodne wykazaty dziatanie hipotensyjne, wynikajace
prawdopodobnie z ich silnego dziatania oy-adrenolitycznego, gdyz hamowaty
one presyjng odpowiedz po podaniu metoksaminy u szczurow.

6. Badane zwiazki nie wplywaly istotnie na prawidlowy elektrokardiogram
U szczurdw, za wyjatkiem zwigzkow: JJGWO02, JJGWOS, JJIGW09 i JIGWI1,
dla ktorych zaobserwowano zmniejszenie czestotliwosci pracy serca zwierzat.

7. Sposréd przebadanych zwigzkéw wybrano dwie struktury do badan
poszerzonych, bedace pochodnymi 2-metoksyfenylopiperazyny, o potencjalnej
aktywnoS$ci przeciwpsychotycznej, przeciwlgkowej i/lub przeciwdepresyjnej
oraz 0 najsilniejszych wlasciwosciach antagonistycznych wobec receptorow
dopaminergicznych D, tj.: JIGWO7 i JJGWO08, ktore rownoczesnie dzialajg
jako cze$ciowi agoni§ci receptorow serotoninergicznych 5-HTpa oraz
antagonisci receptorow serotoninergicznych 5-HT1a 1 5-HT7.

8. W tescie otwartego pola po podaniu MK-801 u szczuréw potwierdzono

potencjalng aktywno$¢ przeciwpsychotyczng tylko dla zwigzku JJGWO0S8.
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Whioski

Zadna z wyselekcjonowanych pochodnych nie wykazata potencjalne;
aktywnosci przeciwpsychotycznej w tescie bramkowania przedsygnatlowego po
podaniu MK-801 u szczuréw.

Zarowno dla zwigzku JIGWO07, jak i1 dla JJGWO08 potwierdzono potencjalng
aktywno$¢ przeciwlekowa w tescie zagrzebywania u myszy.

Badane zwigzki nie wplywaty negatywnie na funkcje kognitywne myszy
W tescie biernego unikania, a co wiecej, odwracaly deficyty pamieci
indukowane podaniem MK-801 w tym samym tescie.

W tescie rozpoznawania nowego obiektu u myszy tylko zwigzek JJGWOS8 nie
zaburzat procesow pamigciowych i byt zdolny odwréci¢ zaburzenia indukowane
dizocylping.

Sposrod catej grupy badanych pochodnych salicylamidu najbardziej aktywne
okazaly si¢ zwigzki z ugrupowaniem 2-metoksyfenylopiperazynowym oraz
grupa butylowg (JJGWO07) lub pentylowa (JJIGWO08) w pozycji 4 piperazyny.
Wyniki przeprowadzonych badan zachecaja do kontynuowania prac
badawczych dla wyselekcjonowanych zwigzkow, by poznaé ich peilny profil
farmakologiczny i bezpieczenstwo stosowania przy podaniu wielokrotnym.
Nowe pochodne, oddziatujace za  posrednictwem receptoroOw
dopaminergicznych D, oraz serotoninergicznych 5-HT;a, 5-HT2a i 5-HT7, moga
stanowi¢ struktury modelowe w procesie poszukiwania nowych lekéw do terapii
zaburzen osrodkowego ukladu nerwowego, a szczegodlnie schizofrenii
Z wspottowarzyszacymi schorzeniami dodatkowymi takimi jak: depresja, lgk

i zaburzenia poznawcze.
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Zaburzenia psychiatryczne, w tym szczegolnie schizofrenia, s3 obecnie jednymi
z najczesciej diagnozowanych schorzen w krajach rozwinigetych. Dostepne leki
przeciwpsychotyczne posiadajag niestety ograniczong skuteczno$¢, a czgsto
charakteryzuja si¢ réwniez niekorzystnymi dziataniami niepozadanymi. Najwigkszym
problemem  pozostaja objawy negatywne, a takze leczenie schorzen
wspottowarzyszacych, takich jak: depresja, lek czy zaburzenia kognitywne. Dlatego
niezmiernie istotne jest poszukiwanie nowych rozwigzan terapeutycznych,
uwzgledniajacych powyzsze trudnosci, by moc skuteczniej i bezpieczniej leczy¢
problematyczne zaburzenia os§rodkowego uktadu nerwowego.

Celem niniejszej pracy bylo oznaczenie potencjalnej aktywnos$ci
przeciwpsychotycznej, a takze przeciwdepresyjnej i przeciwlekowej w grupie o$miu
nowych  arylopiperazynoalkilowych  pochodnych  salicylamidu.  Dodatkowo,
zweryfikowano zdolno$¢ zwigzkéw do indukowania katalepsji u myszy oraz
sprawdzono ich wptyw na koordynacj¢ ruchowa i aktywnos$¢ lokomotoryczng u myszy.
W ramach farmakologii bezpieczenstwa zbadano réwniez wptyw zwigzkéw na uktad
sercowo-naczyniowy. Dla najbardziej aktywnych struktur zaplanowano testy
rozszerzone, m.in. zbadanie potencjalnej aktywnosci przeciwpsychotycznej u szczurdw,
a takze okreslenie ich wplywu na funkcje kognitywne u zwierzat.

W badaniach in vitro testowane zwigzki wykazaly istotne powinowactwo do
receptoréw dopaminergicznych D,, serotoninergicznych 5-HTya, 5-HT2a 1 5-HT7 oraz
adrenergicznych oy, natomiast nie wigzaly si¢ istotnie z receptorami
serotoninergicznymi 5-HTg i adrenergicznymi a,. Badania funkcjonalne potwierdzity,
ze wszystkie testowane zwigzki sg agonistami (JJGWO1, JIGWO02, JJIGWO03) lub
antagonistami (JJGWO07, JIGWO0S, JIGW09, JIGWI1 i JIGWI12) receptoréw
dopaminergicznych D,, antagonistami receptorow serotoninergicznych 5-HTia (za
wyjatkiem czeSciowego agonisty - JJGWO03) i 5-HT; oraz czeSciowymi agonistami
(JIGW02, JJGWO7, JIGWO08 i JIGWO09) lub antagonistami (JJGWO01, JIGWO03
1 JIGW11) receptorow serotoninergicznych 5-HT,a (za wyjatkiem zwigzku JIGW12).
Co wiecej, wszystkie pochodne wykazaty rowniez silne wlasciwos$ci ag-adrenolityczne.

W badaniach behawioralnych, w pierwszej kolejnosci zweryfikowano

wlasciwosci przeciwpsychotyczne zwigzkéw w tescie hiperlokomocji indukowanej
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podaniem MK-801 oraz amfetaminy u myszy. W testach tych wszystkie zwiazki, za
wyjatkiem  JJGWI11 i JIGW12, zademonstrowaly potencjalng aktywnosc¢
przeciwpsychotyczna, z czego najsilniej dziatalty pochodne: JIGWO01, JIGWO02,
JIGWO7 i JJGWO08. Wiasciwosci przeciwdepresyjne sprawdzono w dwodch kolejnych
testach: w teScie wymuszonego ptywania oraz zawieszania za ogon u myszy. Zaden
z badanych zwigzkow nie wykazal aktywnoSci w teScie wymuszonego plywania,
natomiast cztery pochodne: JJGWO01, JIGWO03, JIGWO0O7 i JIGW09 wykazaty
potencjalng aktywno$¢ przeciwdepresyjng w teScie zawieszania za ogon. Badanie
wlasciwosci przeciwlegkowych przeprowadzono za posrednictwem testu czterech ptytek
oraz uniesionego labiryntu krzyzowego u myszy. W teécie czterech ptytek dziatanie
anksjolityczne wykazaly zwigzki: JJGWO01, JJGWO07, JJGWO08 i JJIGWO09, natomiast
zadna z badanych pochodnych nie byla aktywna w teScie uniesionego labiryntu
krzyzowego. Co istotne, badane zwiazki nie wplywaly na ruchliwo$¢ spontaniczng
zwierzat w zadnym z przeprowadzonych eksperymentéw (za wyjatkiem zwigzku
JJGW08 w teScie wymuszonego ptywania i zawieszania za ogon oraz JJGWO02 we
wszystkich eksperymentach, poza testem hiperlokomocji), co sugeruje, ze otrzymane
wyniki sg specyficzne. Zaobserwowane efekty dla pochodnej JJGWO08 i JIGW02, moga
swiadczy¢ o ich ewentualnych wtasciwosciach sedatywnych w wyzszych dawkach.

Dla wszystkich zwigzkow aktywnych przeciwpsychotycznie stwierdzono
réwniez zdolno$¢ do indukowania katalepsji Umyszy, jednak najnizsze dawki
kataleptogenne byly okoto 4-8-krotnie wyzsze niz najwyzsze dawki aktywne
przeciwpsychotycznie. Sugeruje to, ze badane zwigzki posiadajg niski potencjat do
wywotywania zaburzen pozapiramidowych. Dodatkowo, zadna z testowanych
pochodnych w aktywnych dawkach nie wptywata negatywnie na koordynacj¢ ruchowa
myszy w tescie rotarod, co sugeruje, ze zwiazki te nie dzialaja neurotoksycznie w tych
dawkach.

Badania farmakologii bezpieczenstwa, weryfikujace wptyw na uktad sercowo-
naczyniowy wykazaly istotny efekt redukujacy ci$nienie tetnicze krwi u szczurow dla
wszystkich testowanych zwigzkow. Aktywno$¢ hipotensyjna wynika prawdopodobnie
z ich dzialania oy-adrenolitycznego, gdyz wszystkie zwigzki hamowaty presyjna
odpowiedz po podaniu metoksaminy. Co wazne, testowane pochodne nie wplywaty
negatywnie na prawidlowy elektrokardiogram u szczur6w 1 mierzone parametry, tj.:
odcinek PR, zespot QRS i kalkulowany odstep QT. Jedynie dla pochodnych: JIGW02,

JIGWO08, JJGWO09 i JJGW11 zaobserwowano zmniejszenie czgstotliwosci pracy serca,
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co nie dyskwalifikuje zwigzkéw z dalszych badan, jednak wymaga przeprowadzenia
szerszych analiz.

Na podstawie uzyskanych wynikéw wyselekcjonowano dwie najbardziej
aktywne pochodne: JJIGWO07 1 JIGWO0S8 do badan poszerzonych. W pierwszej kolejnosci
zweryfikowano ich potencjalne wlasciwosci przeciwpsychotyczne w  testach
u szczurdw, tj.: w tescie otwartego pola oraz bramkowania przedsygnatowego po
podaniu MK-801. W tescie otwartego pola potencjalng aktywno$¢ przeciwpsychotyczng
wykazat tylko zwigzek JJGWO08, natomiast druga pochodna JJIGWO07 nie dziatata
w eksperymencie. Co wiegcej, zaden z badanych zwiazkoéw nie byt aktywny w tescie
bramkowania sensomotorycznego u szczuréw. Dla badanych zwigzkéw wykonano
dodatkowo test zagrzebywania u myszy, sprawdzajacy dziatanie anksjolityczne,
w ktérym potencjalng aktywnos¢ przeciwlekowa wykazaty obie pochodne. W ostatnim
etapie zweryfikowano wplyw zwigzkow na funkcje kognitywne 1 pamigé
dlugoterminowa w tescie biernego unikania oOraz rozpoznawania nowego obiektu
u myszy. W teécie biernego unikania zaréwno zwigzek JIGWO07 jak 1 JJGWOS8 nie
wywolywaty zaburzen pamigci u zwierzat, a dodatkowo oba zwigzki odwracaty
deficyty pamieci wywotane podaniem MK-801, sugerujac potencjalne dziatanie
prokognitywne. Z kolei w teScie rozpoznawania nowego obiektu u myszy zwigzek
JJIGW07 powodowal zaburzenia pamigci. Tylko pochodna JIGWO08 nie zaburzata
funkcji pamigciowych u zwierzat i odwracata deficyty kognitywne indukowane
dizocylping w tym tescie, CO potwierdza jej potencjalne wiasciwosci prokognitywne.

Wyniki przeprowadzonych badan behawioralnych potwierdzaja potencjalne
dziatanie przeciwpsychotyczne, przeciwlgkowe i/lub przeciwdepresyjne, a takze
mozliwg aktywno$¢ prokognitywng dla testowanych zwigzkéw, co zachgca do
kontynuowania badan nad wyselekcjonowanymi pochodnymi, w celu poznania ich
pelnego profilu farmakologicznego, mechanizmu dziatania oraz bezpieczenstwa
stosowania przy podaniu wielokrotnym. Badane zwigzki mogg stanowi¢ struktury
modelowe w procesie poszukiwania nowych lekow do terapii zaburzen o$rodkowego
uktadu nerwowego, a szczegdlnie leczenia schizofrenii z wspottowarzyszaca depresja,

lekiem oraz zaburzeniami kognitywnymi.
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Summary

Psychiatric disorders, especially schizophrenia, are one of the most frequently
diagnosed diseases in developed countries nowadays. Unfortunately, the available
antipsychotics have limited efficacy and numerous side effects. Negative symptoms and
comorbid disturbances such as: depression, anxiety or cognitive impairments still
remain the biggest problem. Therefore, it is extremely important to look for new
therapeutic solutions for better and safer treatment of central nervous system disorders.

The aim of this study was to evaluate antipsychotic-, antidepressant- and
anxiolytic-like activity in the group of eight arylpiperazine alkyl derivatives of
salicylamide. Additionally, cataleptogenic activity and the influence on motor
coordination as well as spontaneous locomotor activity in mice were verified.
Moreover, the effect on cardiovascular system was investigated, as a part of safety
pharmacology. For the most active structures some expanded studies were planned,
including antipsychotic tests in rats and determination of the effect on cognitive
functions in animals.

Preliminary in vitro studies showed significant affinity for dopaminergic Do,
serotonergic 5-HT1a, 5-HT,4 and 5-HT7 as well as adrenergic o receptors. None of the
compounds significantly bound to serotonergic 5-HTgs and adrenergic o receptors.
Functional studies confirmed that all tested compound were agonists (JJGWO1,
JIGWO02, JJGWO03) or antagonists (JJGWO07, JJGWO08, JGGW09, JJGW11, JJIGW12) of
dopaminergic D, receptors, antagonists of serotonergic 5-HTia (excluding partial
agonist — JJGWO03) and 5-HT7 receptors as well as partial agonists (JJGWO02, JJGWO07,
JJGWO08 and JJIGWQ9) or antagonists (JJGWO01, JJGWO03 and JJGW11) of 5-HT;a
receptors (excluding JJGW12). Moreover, all tested derivatives showed also strong o;-
adrenolytic activity.

First, in behavioral studies, the antipsychotic-like activity was determined in
hyperlocomotion tests induced by MK-801 and amphetamine in mice. In these tests, all
compounds, except for JJGW11 and JJGW12, demonstrated antipsychotic-like activity.
The most active were compounds: JJGWO01, JJGWO02, JJGWO07 and JJIGWO08. The
antidepressant-like properties were evaluated in the next two tests: the forced swimming
and the tail suspension test in mice. None of the tested compounds were active in the
forced swimming test, while four derivatives: JJGWO01, JJGWO03, JJGWO07 and JJGW09
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showed antidepressant-like activity in the tail suspension test. The anxiolytic-like
properties were performed using the four plate and the elevated plus-maze test in mice.
In the four plate test, anxiolytic-like activity showed compounds: JJGWO01, JJIGWO07,
JJGWO08 and JJIGWO09, whereas none of the tested derivatives were active in the
elevated plus-maze test. Importantly, the tested compounds did not affect spontaneous
locomotor activity of animals in any of the performed test (except for JJGWO08 in the
forced swimming and tail suspension test as well as JJGWO02 in all experiments
excluding hyperlocomotion test), suggesting that the obtained results were specific. The
effects observed for compounds JJGWO02 and JJGWO08 may indicate their possible
sedative properties at higher doses.

Moreover, the ability to induce catalepsy in mice was found for all compounds
with antipsychotic-like activity, however the lowest cataleptogenic doses were about
4-8-fold higher than the highest “antipsychotic” doses. This suggests, that the tested
compounds posses low potential to induce extrapyramidal symptoms. In addition, none
of the tested derivatives affected motor coordination in mice rotarod test at active doses,
what suggests that the compounds are not neurotoxic at these doses.

The studies of safety pharmacology, which verified the cardiovascular effects,
demonstrated that all tested compounds significantly reduce the blood pressure in rats.
The hypotensive activity is probably due to their oy-adrenolytic properties, since all
compounds inhibited the pressor response to methoxamine. What is important, none of
the tested compounds influenced the normal electrocardiogram in rats and measured
parameters, i.e. PR interval, QRS complex and calculated QT interval. Decreased heart
rate was observed only for derivatives: JJGW02, JJGWO08, JJGWO09 and JJIGW11,
which requires a broader analysis.

Based on the obtained results, two most active derivatives were selected for
extended studies: JJGWO7 and JJGWO08. First, their antipsychotic-like activity in rats
was investigated using the open field and the prepulse inhibition test after MK-801
administration. In the open field test, only JJGWO08 showed antipsychotic-like activity,
while JJGWO07 was inactive. Moreover, none of the compounds were active in the
prepulse inhibition test. On the other hand, both derivatives demonstrated anxiolytic-
like activity in additionally performed marble burying test in mice. Finally, the
influence of studied compounds on cognitive function and long-term memory was
verified in the passive avoidance and the novel object recognition test in mice. In the

passive avoidance test, none of the compounds induced any memory disturbances in
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animals. Additionally, both derivatives reversed memory deficits induced by MK-801 in
this test, suggesting their potential procognitive properties. Conversely, in the novel
object recognition test compound JJGWO07 caused memory deficits. Only JJGWO08 did
not disturb memory functions in animals, and even reversed cognitive impairments
induced by dizocilpine in this test, which confirmed its potential procognitive
properties.

The results of the behavioral studies confirm antipsychotic-, anxiolytic- and/or
antidepressant-like activity as well as possible procognitive effects of the tested
compounds in animals. This encourages to continue studies with selected derivatives, in
order to understand their full pharmacological profile, mechanism of action and safety
after repeated administration. The tested compounds may become a model structures in
the process of searching for new drugs for the treatment of central nervous system
diseases, especially schizophrenia with associated depression, anxiety and cognitive
disturbances.
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