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Wykaz skrotow

5-HT (ang. 5-hydroxytryptamine) serotonina

AA (ang. ascorbic acid) kwas askorbinowy

AAPH dichlorowodorek 2,2'-azobis(2-metylopropionamidyny)

ACh (ang. acetylcholine) acetylocholina

AChE (ang. acetylcholinesterase) acetylocholinoesteraza

AChEIs (ang. acetylcholinesterase inhibitors) inhibitory acetylocholinoesterazy
AD (ang. Alzheimer's disease) choroba Alzheimera

ADAM10 (ang. a disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10)

domena dezintegryny i metaloproteinazy zawierajaca biatko 10

ADHD (ang. attention deficit hyperactivity disorder) zesp6t nadpobudliwosci

psychoruchowej z deficytem uwagi

ADI Alzheimer’s Disease International

aHTN (ang. antihypertensives) leki przeciwnadci$nieniowe

APP (ang. amyloid prekursor protein) biatkowy prekursor amyloidu
ARB (ang. angiotensin receptor blockers) blokery receptora angiotensyny
ARIA (ang. amyloid-related imaging abnormalities) nieprawidtowosci

W obrazowaniu mozgu zwigzane z amyloidem

ARIA-E (ang. amyloid-related imaging abnormalities — oedema)
nieprawidlowos$ci w obrazowaniu mézgu zwigzane z amyloidem -

obrzeki

ARIA-H (ang. amyloid-related imaging abnormalities — haemorrhages)

nieprawidtowos$ci w obrazowaniu moézgu zwigzane z amyloidem —

krwotoki
AT1 (ang. angiotensin 1) angiotensyna 1
ATC (ang. acetylthiocholine) acetylotiocholina
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Ap

BACE1

(ang. amyloid beta) p-amyloid

(ang. p-amyloid cleaving enzyme 1) S-sekretaza 1

BEHAVE-AD (ang. Behavioral Pathology in Alzheimer's Disease Rating Scale) skala

BPSD

BTC
BuChE

CAS

CDR-SB

CGI-S

ChAT

ChEls

COX
CoQ10
CR

CRABP

CRP
CSF
CYP2D6
CYP3A4

DHA

Oceny Zaburzen Zachowania w Chorobie Alzheimera

(ang. behavioral and psychological symptoms of dementia) behawioralne

I psychologiczne objawy demencji
(ang. butyrylthiocholine) butyrylotiocholina
(ang. butyrylcholinesterase) butyrylocholinoesteraza

(ang. catalytic active site) katalityczne miejsce anionowe

(ang. Clinical Dementia Rating Scale Sum of Boxes) Kliniczna Skala

Oceny Otgpienia - Suma Pudetek.

(ang. Clinical Global Impression—Severity) skala Ogolnej Oceny

Klinicznej

(ang. acetyltransferase choline) acetylotransferaza cholinowa
(ang. cholinesterase inhibitors) inhibitory cholinoesteraz

(ang. cyclooxygenase) cyklooksygenaza
(ang. coenzyme Q10) koenzym Q10
(ang. Congo red) czerwien Kongo

(ang. cellular retinoic acid-binding protein) komoérkowe biatko wigzace

kwas retinowy

(ang. C-reactive protein) biatko C-reaktywne

(ang. cerebrospinal fluid) ptyn mézgowo-rdzeniowy
(ang. cytochrome) cytochrom P450 2D6

(ang. cytochrome) cytochrom P450 3A4

(ang. docosahexaenoic acid) kwas dokozaheksaenowy
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DM2
DMT

DTNB

EOAD

EMA
EPS

FDA

FTIR

GABA
GLP-1
GSK-3
GSM

GSM-I

GSM-II

hChEs

HgbAlc
HHE

HNE

HUVEC

(ang. diabetes mellitus 2) cukrzyca typu 2
(ang. disease-modifying therapy) terapia modyfikujgca przebieg choroby

(ang. 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) kwas 5,5'-ditiobis-(2-

nitrobenzoesowy)

(ang. early-onset Alzheimer disease) choroba Alzheimera o wczesnym

poczatku

(ang. European Medicines Agency) Europejska Agencja Lekow
(ang. extrapyramidal symptoms) objawy pozapiramidowe

(ang. Food and Drug Administration) Amerykanska Agencja ds.
Zywnosci i Lekow

(ang. Fourier-transform infrared spectroscopy) spektroskopia

W podczerwieni z transformacja Fouriera

(ang. gamma-aminobutyric acid) kwas gamma-aminomastowy
(ang. glucagon-like peptide-1) peptyd glukagonopodobny-1
(ang. glycogen synthase kinase 3) syntaza glikogenu 3

(ang. y- secretase modulators) modulatory y-sekretazy

(ang. first-generation y-secretase modulators) modulatory y-sekretazy

pierwszej generacji

(ang. second-generation y-secretase modulators) modulatory y-sekretazy

drugiej generacji

(ang. human cholinesterases) ludzkie cholinoesterazy
(ang. haemoglobin-A1lc) hemoglobina Alc

(ang. 4-hydroxyhexenal) 4-hydroksyheksenal

(ang. 4-hydroxynonenal) 4-hydroksynonenal

(ang. Human Umbilical Vein Endothelial Cells) ludzkie komorki

srodbtonka z zyly pgpowinowe;j
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ICso

IGF-1

IL-1
IL-6
IL-18

LMTM

mAb
mAChR
MAO A
MAP

MCI

MCP-1

MDD
MRI
MT
nAChR
nbM
NFT

NIRF

NMDA

(ang. half maximal inhibitory concentration) warto$¢ stezenia

hamujacego aktywno$¢ enzymoéw w 50%

(ang. insulin-like growth factor-1) insulinopodobnego czynnika wzrostu-

(ang. interleukin-1) interleukina-1
(ang. interleukin-6) interleukina-6
(ang. interleukin-18) interleukina-18

(ang. leuco-methylthioninium bis(hydromethanesulfonate))

bis(hydroksymetanosulfonian leuko-metylotioniny)

(ang. monoclonal antibodies) przeciwciala monoklonalne

(ang. muscarinic acetylcholine receptor) receptor muskarynowy

(ang. monoamine oxidase A) oksydaza monoaminowa, izoenzym A
(ang. microtubule associated protein) biatko zwigzane z mikrotubulami

(ang. mild cognitive inpairment) fagodne uposledzenie funkcji

poznawczych

(ang. monocyte chemotactic protein 1) biatko chemotaktyczne

monocytow

(ang. major depressive disorder) ciezkie zaburzenia depresyjne
(ang. magnetic resonance imaging) magnetyczny rezonans jadrowy
(ang. microtubules) microtubule

(ang. nicotinic acetylcholine receptor) receptor nikotynowy

(ang. nucleus basalis of Meynert) jadro podstawne Meynert’a

(ang. neurofibrillary tangles) splatki neurofibrylarne

(ang. near-infrared fluorescence) obrazowanie fluorescencyjne w bliskiej

podczerwieni
(ang. N-methyl-D-aspartic acid) kwas N-metylo-D-asparaginowy
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NLPZ

NPI
OUN
PAS
PD

PDD

PDE3
PDES
PET
PI3K
PKC

PPAR-y

PSEN1
PSEN?2
PTSD
R&D

RAGE

RBC

rhAChE

ROS

(ang. NSAIDs, non-steroidal anti-inflammatory drugs) niesteroidowe leki

przeciwzapalne
(ang. Neuropsychiatric Inventory) skala oceny neuropsychiatrycznej
osrodkowy uktad nerwowy

(ang. peripherial anionic site) peryferyjne miejsce anionowe

(ang. Parkinson's disease) choroba Parkinsona

(ang. phenotypic drug discovery) poszukiwanie leku bazujace

na screeningu fenotypowym

(ang. phosphodiesterase 3) fosfodiesteraza 3

(ang. phosphodiesterase 3) fosfodiesteraza 5

(ang. positron emission tomography) pozytonowa tomografia emisyjna
(ang. phosphoinositide 3-kinase) kinaza 3-fosfatydyloinozytolu

(ang. protein kinase C) kinaza biatkowa C

(ang. peroxisome proliferators—activated receptor y) receptor

aktywowany przez proliferatory peroksysomow y

(ang. presenilin) presenilina 1

(ang. presenilin) presenilina 2

(ang. post-traumatic stress disorder) zespot stresu pourazowego
(ang. research and development) badania i rozwdj

(ang. receptor for advanced glycation end products) receptory

koncowych produktéw zaawansowanej glikacji

(ang. red blood cells) czerwone krwinki krwi

(ang. recombinant human acetylcholinesterase) rekombinowana ludzka

acetylocholinoesteraza

(ang. reactive oxygen species) reaktywne formy tlenu
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SGLT-2

SPECT

STD

SUVR

TDD

TEM

ThT

TNB’

TNF-a

TPC

(ang. sodium-glucose co-transporter 2) kontransporter glukozowo-
sodowy typu 2

(ang. single photon emission computer tomography) tomografia emisyjna

pojedynczego fotonu

(ang. saturation transfer difference) roznica transferu nasycenia

(ang. standardized uptake value ratio) warto$¢ standaryzowanego

wspotczynnika wychwytu

(ang. target-based drug discovery) opracowywanie lekow na podstawie

celu

(ang. transmission electron microscopy) transmisyjna mikroskopia

elektronowa

(ang. thioflavin T) tioflawina T

(ang. 5-thio-(2-nitrobenzoate) ion) jon 5-tio-(2-nitrobenzoesanowy)
(ang. tumor necrosis factor a) czynnik martwicy nowotworéw

(ang. therapeutic plasma concentration) terapeutyczne stezenie w osoczu
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Czesc teoretyczna

1. Wstep

Choroba Alzheimera (AD, Alzheimer's disease), nalezaca do nieodwracalnych
I postepujacych chordb neurologicznych [1], jest najczestsza przyczyna demencji,
powodujac ogromne cierpienie zarowno pacjentow, jak rowniez ich rodzin. AD
charakteryzuje si¢ zaburzeniami zachowania, op6znieniem myslenia i postepujaca utratg
pamieci [2,3]. AD jest zlozong choroba o heterogennej etiologii, jednak doktadna jej
przyczyna pozostaje nieznana [1]. Istnieje kilka koncepcji opisujacych czynniki
przyczyniajace si¢ do rozwoju AD, z ktorych wiodacymi sa hipoteza f-amyloidu (Ap),
hipoteza propagacji biatka tau, hipoteza cholinergiczna oraz hipoteza stresu
oksydacyjnego i stanu zapalnego [2,3]. W oparciu o te hipotezy podjetych zostato wiele
prob opracowania lekow przeciw AD, jednak przez wiele lat tylko pie¢ preparatow
zostato zatwierdzonych przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (FDA,
Food and Drug Administration) do leczenia tej choroby. Substancje te naleza glownie
do inhibitorow acetylocholinoesterazy (AChEIs, acetylcholinesterase inhibitors).
Pierwszym zarejestrowanym lekiem z tej grupy byta takryna, ktdra zostata wycofana
zuzycia W Polsce. Kolejnymi lekami nalezagcymi do AChEIs sa: donepezil,
rywastygmina, galantamina, ktorymi leczy si¢ podstawowe objawy AD, tj. utrate
pamieci 1 zaburzenia poznawcze. Alternatywe dla nich stanowi memantyna -
antagonista receptora kwasu N-metylo-D-asparaginowego (NMDA) wskazana
w umiarkowanej i cig¢zkiej postaci AD [4,5]. Dopiero na poczatku 2021 oraz 2023 roku
zostaly zatwierdzone kolejne dwie substancje do leczenia AD, ktore dziataja
na podstawowsg przyczyne choroby, a mianowicie redukujg gromadzenie w mozgu
ztogébw Ap. Aducanumab oraz lecanemab, bg¢dgce przeciwcialami monoklonalnymi,
zostaly zatwierdzone przez FDA w trybie przyspieszonym, dlatego tez konieczna jest
kontynuacja badan nad skutecznos$cia i bezpieczenstwem tych substancji
w farmakoterapii AD [6,7]. Niemniej jednak, AD towarzyszg rowniez inne trudne
do leczenia objawy behawioralne, takie jak agresja, pobudzenie, problemy ze snem,
depresja czy psychozy [8]. Leki z grupy AChEIs oraz memantyna odgrywaja
pomocniczg rol¢ w tagodnej psychozie u os6b z AD, jednak sa one niewystarczajace
do leczenia cigzkich objawow psychotycznych [9]. Czgsto konieczno$cig jest wlaczenie

lekow przeciwpsychotycznych, zwlaszcza tych z grupy atypowych, ktére wydajg si¢
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by¢ uzytecznymi $rodkami terapeutycznymi w tagodzeniu objawow psychozy
I pobudzenia w AD [9,10]. Ze wzglgdu na rdzne sposoby wigzania si¢ z receptorami,
atypowe leki przeciwpsychotyczne majg mniejsze ryzyko wywotania objawoéw
pozapiramidowych, takich jak sztywno$¢ mig$ni, spowolnienie ruchowe, drzenie
I problemy z chodzeniem. Substancjami najczgsciej przepisywanymi z tej grupy sa
klozapina, rysperidon, olanzapina, natomiast z pierwszej grupy — haloperidol [10].
Z lekéw oficjalnie zatwierdzonych w Europie do leczenia zaburzen zachowania
oraz uporczywej agresji u pacjentbw z otepieniem typu alzheimerowskiego
0 umiarkowanym 1 ciezkim nasileniu jest rysperidon [11]. Pozostale leki
przeciwpsychotyczne w tym kwetiapina czy olanzapina sa przepisywane ,,poza
wskazaniami”. Kwetiapina rzadziej wywoluje powazne dzialania niepozadane, takie jak
objawy pozapiramidowe i pdzne dyskinezy, w porownaniu z innymi lekami
przeciwpsychotycznymi, dlatego tez jest czgsto stosowana w leczeniu objawow
neuropsychiatrycznych w AD [12]. Natomiast w terapii urojen, halucynacji, leku
i pobudzenia u chorych na AD korzystna okazala si¢ olanzapina [13]. Zastosowanie
lekow ,,0off label” moze mie¢ szereg zalet w poroOwnaniu ze Standardowym
opracowywaniem lekéw de novo, szczegélnie biorgc pod uwage czas wprowadzania
nowego leku na rynek oraz koszty z tym zwigzane [14]. Zmiana przeznaczenia leku
znana roéwniez pod pojgciami repozycjonowania czy reprofilingu lekdw w ostatnich
latach cieszy si¢ coraz wigkszym zainteresowaniem wsrod firm farmaceutycznych
przede wszystkim ze wzgledow ekonomicznych. Strategia ta umozliwia znalezienie
nowej aktywnos$ci biologicznej dla lekow juz zarejestrowanych, jak réwniez nowych
wskazan do dalszych testow dla czasteczek, ktore zostalty odrzucone w badaniach
Klinicznych [15]. W $wietle ostatnich doniesien Kumara i wspotautorow [16], ktorzy
wykorzystali obliczeniowe metody do predykcji nowych wskazan lekow, niektore leki
przeciwpsychotyczne moga wykazywa¢ aktywnos¢ przeciwko celom zwigzanym
z leczeniem AD, takim jak neurotransmisja cholinergiczna, tworzenie Af
czy odktadanie si¢ biatka tau [16]. Badania dokowania molekularnego obejmowaty
m.in. chlorowodorek promazyny, bromperidol, melperon, pimozyd, benperidol,
anisoperydon. Obiecujgcg interakcj¢ z acetylocholinoesterazg (AChE) wykazal
pimozyd, z butyrylocholinoesterazg (BuChE) — bromperidol, natomiast melperon
z oksydaza monoaminowa (MAO A, monoamine oxidase A), anizopirol z receptorem
NMDA, z kolei anisoperydon i benperidol z B-sekretazag 1 (BACE 1, B-amyloid

cleaving enzyme 1) [16]. Ze wzgledu na mozliwo$¢ wystgpienia falszywie dodatnich
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wynikow otrzymanych w komputerowych badaniach przesiewowych, czy tez
wystapienia roéznic potencjalnych aktywnosci leku w warunkach in vitro oraz in vivo,
istnieje  konieczno$¢ wykonania dalszych badan weryfikujacych mozliwos¢

wykorzystania lekdw przeciwpsychotycznych w leczeniu AD.

2. Dane dotyczace epidemiologii oraz aspekty zdrowia publicznego
AD

AD charakteryzujaca si¢ utrata neuronéw, jest najczestsza przyczyng otgpienia osoéb
w wieku podesztym. Ocenia si¢, ze okoto 6—10 % o0s6b powyzej 65 roku Zycia jest
dotknietych AD, ktora powoduje narastajace z czasem zaburzenia wszystkich funkcji
psychicznych [17]. Wedtug Alzheimer’s Disease International (ADI), co trzy sekundy
na swiecie u kogo$ rozwija si¢ demencja. Szacuje si¢, ze 55 miliondw 0sob cierpi
na demencje, z czego az od 15 do 21 milionéw przypadkéw stanowi AD [18,19].
Istotnym jest fakt, iz liczba pacjentéw rosnie, podwajajac si¢ co 20 lat, w zwigzku z tym
w 2050 roku populacja chorych na AD moze liczy¢ nawet ok. 131,5 miliona [20,21].

Pomimo uptywu ponad 90 lat od opisania przez Aloisa Alzheimera pierwszego
przypadku otepienia 1 ogromnego postepu wiedzy w dziedzinie nauk medycznych,
choroba ta nadal zaliczana jest do nieuleczalnych. Symptomy AD zaleza od stadium
choroby, ktére mozna podzieli¢ na kolejne fazy: bezobjawowa (poczatkowa), wczesng
(fagodna), umiarkowang oraz chorobe zaawansowang, w zaleznoSci od stopnia
uposledzenia funkcji poznawczych [22]. Przebieg demencji oraz wptyw na zachowanie

chorego przedstawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1. Przebieg demencji i wplyw na zachowanie chorego [22,23].
FAZA POCZATKOWA FAZA WCZESNA

EFEKT
CHOROBY

Pamigé

Orientacja
W czasie
I przestrzeni

Podejmowanie
decyzji

| rozwigzywanie
problemoéw

Uczestniczenie
w Zyciu
spotecznym

Zycie domowe,
zainteresowania

Regularne zapominanie
drobnych spraw, np.
gubienie si¢ na znajomej
drodze.

Ogo6lnie doktadna

I przejrzysta. Zmniejszona
zdolno$¢ skupienia sie,
powtarzanie sie,
podejrzliwos¢ i niepokoj
w stosunku do partnera.
Zmniejszona zdolno$¢

do rozwigzywania
problemow.

Pewne trudnosci

w komunikacji, ktore
utrudniaja uczestnictwo
W zyciu towarzyskim

i spotecznym.

Mate zmiany w
kontynuowaniu
zainteresowan, hobby

i zaje¢ domowych.

Zauwazalny zanik
krotkotrwatej pamigci majacy
znaczacy wplyw na codzienne
zycie, np. osoba chora
zapomina rozktad mieszkania.
Dezorientacja w datach,
czasie, mylenie miejsc,
gubienie si¢, trudnosc¢

W rozpoznawaniu znajomych
0s0b.

Trudno$ci w zarzadzaniu
wlasnoscig 1 finansami,
w prowadzeniu samochodu.

Trudnosci w znajdowaniu
wiasciwych stow i sledzeniu
rozmowy, osoba chora
potrzebuje wsparcia

w sytuacjach towarzyskich.
Trudnos$ci w samodzielnym
funkcjonowaniu w domu,
rozpoczynaniu i konczeniu
zajec.

FAZA UMIARKOWANA

Znaczacy zanik pamieci, chory
przywoluje tylko stare
wspomnienia, nowe informacje sa
szybko zapominane.

Znaczace trudnosci w
rozpoznawaniu czasu, miejsc, 0sob,
trudno$ci w znajdywaniu
wiasciwych stow, hustawki
nastroju, btagdzenie.

Postepujaca niezdolnosé

do podejmowania decyzji

i zarzadzaniu wlasnoscia,
niekontrolowane zachowania
seksualne, rozdraznienie i frustracja
w nowych sytuacjach.

Brak zainteresowania i checi

do uczestniczenia w zajgciach
towarzyskich, zauwazalne trudnosci
W porozumiewaniu si¢, osoba chora
wymaga ciagglego nadzoru.
Zdolno$¢ do wykonywania tylko
najprostszych czynnos$ci, brak
zainteresowania zajgciami
domowymi i hobby, czesta
depresja.

CHOROBA
ZAAWANSOWANA
Zaawansowany zanik pamieci,
tylko fragmenty starych
wspomnien mogg by¢
przywolane.

Osoba chora myli lub nie
rozpoznaje znajomych

i najblizszej rodziny, moze nie
by¢ w stanie chodzi¢ i mowic.
Brak rozpoznania roznicy migdzy
dniem i noca.

Niezdolnos$¢ do oceny sytuacji

i podejmowania decyzji, powazna
depresja czesto idaca w parze

Z rozdraznieniem i psychozg.

Bardzo ograniczona zdolnos¢
do kontaktow towarzyskich,
nawet z pomoca. Powaznie
uposledzona mowa, niepokoj,
agresja.

Utrata orientacji we wlasnym
domu.



Niezwykle istotny w przypadku AD jest fakt, ze choroba ta oprdcz samego chorego,
dotyczy rowniez jego najblizszych, ktdrzy przejmuja szereg obowigzkéw socjalnych
| finansowych chorego, poniewaz ten, ze wzgledu na post¢pujaca chorobe, traci
zdolnos¢ do samodzielnego funkcjonowania [24,25]. AD generuje bardzo duze koszty
w europejskich systemach zdrowotnych. Naleza do nich koszty bezposrednie, w tym
hospitalizacja, opieka pielegniarska i lekarska w domu lub w placowkach opiekunczo-

pielegnacyjnych oraz posrednie, w tym utrata mozliwosci podjecia pracy [25].

3. Diagnostyka AD

Mimo rozwoju nowych metod diagnostycznych rozpoznanie AD nast¢puje czgsto

zbyt pozno - w drugiej lub nawet w trzeciej fazie choroby, ktéra pozostaje w stadium
przedklinicznym przez wiele lat i postepujac stopniowo, niszczy uktad limbiczny
moézgu. Postgpowanie diagnostyczne zarowno w identyfikacji, jak i1 réznicowaniu
chorob neurodegeneracyjnych jest procesem ztozonym. Diagnoza AD sktada si¢ z wielu
elementéw: oceny epidemiologicznej, neuropsychologicznej, elektro-
i magnetoencefalograficznej oraz neuroobrazowania [26].
Do obrazowania mdzgu oraz oceny zmian metabolizmu neuronalnego stosowane sa:
tomografia emisyjna pojedynczego fotonu (SPECT, single photon emission computer
tomography), ktdra okresla przeptyw krwi przez naczynia moézgowe, pozytonowa
tomografia emisyjna (PET, positron emission tomography) oraz magnetyczny rezonans
jadrowy (MRI, magnetic resonance imaging). Metody te shuzg do identyfikacji
dysfunkcji mézgu 1 diagnostyki roznicowej, ktora pozwala na okreslenie stopnia
I topografii zwyrodnien neuronalnych oraz na wykluczenie obecnosci guza lub krwiaka
Itym samym wystgpowania otgpienia naczyniopochodnego [27]. W przypadku
rodzinnego wyst¢powania choroby istnieje mozliwos¢ wykonania innych badan, w tym
analizy molekularnej genow preseniliny 1 (PSEN1) czy preseniliny 2 (PSENZ2), ktorych
mutacje (np. p.Al136V) zidentyfikowano u pacjentow z AD o wczesnym poczatku
(EOAD, early-onset Alzheimer disease) [28].

Aktualne kierunki badan dotyczace diagnostyki AD koncentrujg si¢ na poszukiwaniu
wskaznikow uzytecznych do wykrycia nowych, przedklinicznych oznak choroby,

co jest niezmiernie istotne dla odpowiednio wczesnych interwencji terapeutycznych.
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Dotychczas nie istnieje swoisty biochemiczny wskaznik AD, za pomoca ktérego mozna
wczesnie wykry¢ chorobe 1 szybko zastosowac¢ odpowiednig terapige. Wsrdd czynnikow
wskazujacych na rozwoj AD znajdujg si¢: obnizone st¢zenie peptydow Apf: AB42/43
i stosunku ApB42/40 w ptynie mozgowo-rdzeniowym. Nie znaleziono korelacji miedzy
Ap40 1 Ap4A2 w plynie mozgowo-rdzeniowym i w osoczu ani zwiazku z wiekiem, picia,
ale wykazano istotng korelacj¢ miedzy aj-chymotrypsyng w plynie mozgowo-
rdzeniowym i w osoczu (przejScie przez bariere krew-mdzg). Peptydy AS we krwi
mogg wiec pochodzi¢ z innego zrodta niz ptyn mézgowo-rdzeniowy, jednak u 10-20%
chorych na AD stwierdza si¢ zwickszone stezenie Ap42 we krwi. Kolejnym
wskaznikiem mogacym $wiadczy¢ o rozwoju AD jest stezenie biatka tau we krwi.
Interdyscyplinarny zesp6t badaczy, wykazal, ze podwyzszony poziom 0SOCZOwego
biatka p-tau217 jest obiecujacym wskaznikiem w zakresie diagnostyki AD, podobnie
do badania ptynu modzgowo-rdzeniowego czy badania PET. Autorzy stwierdzili,
ze badanie to z wysoka skutecznos$cig umozliwia odréznienie AD od innych choréb

neurodegeneracyjnych [29,30].

4. Patologiczne podstawy AD

Etiologia AD jest wysoce ztozona, jednakze istnieje kilka charakterystycznych cech
patologicznych w obrebie moézgu, ktore zostaly scharakteryzowane (Rysunek 1).
Wsrdd nich mozna wymienié: zmniejszong aktywnos$¢ acetylotransferazy cholinowe;j
w korze mézgowej i hipokampie, degradacje neurondéw cholinergicznych, co skutkuje
obnizonym poziomem acetylocholiny, obecno$¢ mozgowych blaszek starczych
powstalych w wyniku odkladania si¢ Afp, tworzenie si¢ skreconych widkien
ufosforylowanego biatka tau wewnatrz neurondéw, stan zapalny oraz stres oksydacyjny.
Te cechy patologiczne staly si¢ punktem wyjsciowym do poszukiwan lekow przeciwko
AD, jednak do tej pory dostepne na rynku preparaty jedynie tagodza objawy choroby
| poprawiajg komfort zycia pacjentow [3,31-35].
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Zmniejszona fransmisja
. o cholinergiczna
Hiperfosforylacja biatka tau &t
- Obnizony poziom acetylocheliny
Degradacja neuronow
cholinergicznych

Stan zapalny komoreknerwowych, Nadmiema agregacja f-amyloidu

generacja reaktywnych form tlenu

X - v

Rysunek 1. Czynniki biorgce udzial w patogenezie AD. Opracowanie wiasne
na podstawie [36], z wykorzystaniem programu BioRender
(https://www.biorender.com).

Warto podkresli¢, ze wyzej wymienione czynniki moga indukowa¢ powstawanie
kolejnych, tworzac rdéznego rodzaju zalezno$ci. Na przyktad agregacja Ap,
hiperfosforylacja  biatka tau i1 powstawanie splatkow  neurofibrylarnych
(NFT, neurofibrillary tangles) wewnatrz neuronéw wiaza si¢ rowniez z indukcja stresu
oksydacyjnego i wytwarzaniem reaktywnych form tlenu (ROS, reactive oxygen species)
[37-39]. Z kolei, uszkodzenie oksydacyjne w mozgach pacjentow z AD powoduje
nieprawidtowa akumulacj¢ AS i odktadaniem si¢ NFT [40,41]. Ponadto, przyspieszona
preagregacja ABS zwigzana jest z dysfunkcjg neuronéw cholinergicznych w madzgu.
Jak dowodza ostatnio przeprowadzone badania, enzymy rozkladajace acetylocholing
(ACh, acetylcholine), a mianowicie AChE i BuChE, indukuja agregacje wiokien Ap
[42]. Istniejg takze przestanki, ze AD moze by¢ traktowana jako choroba metaboliczna,
w ktorej komoérki nerwowe stajg si¢ niezdolne do efektywnego metabolizowania
glukozy. Na podstawie wynikdw badan klinicznych, wskazano mozliwos¢ rozwoju
insulinooporno$ci w mozgu, aco za tym idzie - ostabienie odpowiedzi komodrek
nerwowych na insuling w niektorych czg$ciach osrodkowego uktadu nerwowego

(OUN) chorych pacjentow [43].
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4.1. Hipoteza cholinergiczna AD

Jedng z hipotez, ktore opisuja przyczyng¢ AD jest hipoteza cholinergiczna,
Ktdra oparta jest o proces degradacyjny prowadzacy do uszkodzenia grup neurondéw
cholinergicznych w hipokampie, korze czolowej, ciele migdatowatym, jadrze
podstawnym i przegrodzie przysrodkowej. Zaburzenie prawidlowego dziatania tych
regiondw skutkuje uposledzeniem $wiadomosci, pamigci 1 zdolnosci poznawczych
[3,35,44]. Badania kliniczne wskazujag na stuszno$¢ tej hipotezy jako jednego
z czynnikéw przyczyniajgcego si¢ do rozwoju AD [35,44,45]. Stwierdzono dodatnig
korelacj¢ nasilenia otgpienia w AD ze stopniem utraty przekaznictwa cholinergicznego
I wykazano, ze AChEIS, moga prowadzi¢ do poprawy funkcji poznawczych u tych
pacjentow [35,45,46]. Co wiecej, badania wykazaly, ze degeneracja neurondéw
cholinergicznych w jadrze podstawnym Meynert’a (nbM, nucleus basalis of Meynert)
W podstawnej czes$ci przodomozgowia jest obecna juz w bardzo wczesnych stadiach
AD, ajej zakres nawet na etapie przed S$miercia komorki, jest $cisle zwigzany
z deficytami poznawczymi [46-48]. Hipoteza cholinergiczna opiera si¢ roéwniez
na kolejnych dwoch dowodach, méwiacych o powaznym zubozeniu presynaptycznych
markerow cholinergicznych w korze mdzgowej oraz zaburzeniach pamieci
wywotanymi przez antagonistow cholinergicznych itagodzeniu tych objawow przez
agonistow cholinergicznych [46-48]. ACh pelni funkcje istotnego neuroprzekaznika,
ktory jest wykorzystywany przez neurony cholinergiczne do krytycznych proceséw
fizjologicznych, takich jak pamig¢, reakcja na stres, uczenie si¢, czuwanie i sen
[3,49,50]. Uszkodzenie neuronow cholinergicznych uznano zatem za powigzane
z uposledzeniem funkcji poznawczych wystepujacych w AD [3]. Podsumowujac,
W mozgu osoby cierpigcej na AD, neurotransmisja cholinergiczna zmniejsza si¢
na skutek kilku mechanizmoéw, takich jak: obnizenie aktywno$ci enzymu bioracego
udziat w syntezie acetylocholiny — acetylotransferazy cholinowej (ChAT,
acetyltransferase choline), zmniejszenie uwalniania ACh do szczeliny synaptycznej,
zmniejszenie zwrotnego wychwytu ACh, degeneracji komorek nerwowych w nbM
I istocie bezimiennej. Dodatkowe kierunki badan wskazaty rowniez mozliwo$¢ wptywu
wyzej wymienionych zmian cholinergicznych na patogenez¢ AD poprzez zlozone
i stabo poznane oddzialywanie na amyloidogenezg, fosforylacje biatka tau
I neuroplastyczno$¢ [46]. Chociaz zmiany w innych neuroprzekaznikach korowych

takich jak dopamina, histamina, noradrenalina byty takze odnotowywane w AD,
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to jednak przeglad literaturowy donosi, ze zmiany cholinergiczne wystepuja znacznie
wczesniej, sg bardziej rozpowszechnione, a zarazem bardziej spdjne niz zmiany
patologiczne pozostalych neuroprzekaznikéw [3,46]. Teoria cholinergiczna AD
doprowadzita do rozwoju AChEIs, ktore moga przywréci¢ funkcje cholinergiczng
poprzez blokowanie AChE, w konsekwencji zwigkszajac dostgpnos¢ ACh w szczelinie
synaptycznej [32]. Na tej podstawie wprowadzono do lecznictwa takryng (obecnie
wycofang z lecznictwa z powodu dziatan niepozadanych) oraz pozostate substancje
0 tym mechanizmie dziatania — donepezil, rywastygmine i galantaming. Leki te, mimo

iz stanowig podstawe w leczeniu AD, tagodzg jedynie objawy choroby [3,48].

4.2. Teoria amyloidowa

W moézgu zdrowej osoby, biatkowy prekursor amyloidu (APP, amyloid prekursor
protein) jest metabolizowany za posrednictwem a-sekretazy do rozpuszczalnego biatka
sAPP posiadajacego funkcje czynnika wzrostu [51]. W przypadku AD, APP ulega
cieciu przez f- lub y-sekretazy w innych miejscach, w wyniku czego powstaja peptydy
ABA0 i ApA2, ktore kumulujg si¢ w przestrzeni zewnatrzkomorkowej, a ich usuwanie
jest ograniczone. Zwtlaszcza ta druga posta¢ wystepuje w wiekszym stopniu
u pacjentdbw z AD i ma zdolno$¢ do agregacji (Rysunek 2). To z kolei sprzyja
rozwojowi zlogow amyloidu, gromadzacych si¢ poza neuronami i zaburzajgcych
przekaznictwo synaptyczne [52]. Dodatkowo AB42 nasila stres oksydacyjny komorek
I indukuje kinazg bioragcg udzial w fosforylacji biatka tau [5,53]. Nadmierna
fosforylacja biatka tau manifestuje si¢ powstawaniem wewnatrzkomorkowych splotow
neurofibrylarnych, ktére wraz z Af wywieraja dzialanie neurotoksyczne prowadzace
do $mierci komoérek nerwowych czyli wobec tego do neurodegeneracji [54]. Aktualne
badania kliniczne wskazujg takze na powigzanie szlaku cholinergicznego z tworzeniem
ztogébw amyloidowych poprzez sekretazy [34]. Co istotne, wykazano, ze mutacje
w genach kodujacych APP oraz PSN wzmacniaja metabolizm APP droga - lub y-
sekretazy, co sprzyja powstawaniu Ap42 [51,54].
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Rysunek 2. Rola APP oraz biatka tau w patogenezie AD. Opracowanie wiasne
na podstawie [55].

Teoria amyloidowa, obok teorii cholinergicznej, stanowi kluczowa role
w patogenezie AD, stad tez AS od dawna postrzegany jest jako potencjalny cel
dla poszukiwania nowych lekow, ktore moglyby znalez¢ zastosowanie w farmakoterapii
AD. Najbardziej bezposrednig strategia jest zmniejszenie wytwarzania Af poprzez
hamowanie f- i y-sekretazy [3]. Nadrzgdnym problemem sg kwestie bezpieczenstwa.
W przypadku ukierunkowania potencjalnego leku na sekretaze y niepozadane skutki

uboczne s3 nieuniknione ze wzgledu na jej fizjologiczne substraty, np. biatko
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sygnatowe Notch, ktdre jest niezb¢dne w prawidtowym procesie biologicznym. Biatka
Notch tworzg rodzing receptorow btonowych, ktore kontroluja przeznaczenie
roznicujacych si¢ komoérek. U ssakow zaangazowane one sg w Procesy neurogenezy,
somitogenezy oraz angiogenezy, w tym roéwniez w roznicowanie i regulacje funkcji
limfocytéw T i B [56,57]. Podobnie, ukierunkowanie lekbw na hamowanie f-sekretazy
narazone jest rOwniez na wystgpienie dziatan niepozadanych, ze wzgledu na duze
centrum aktywne tego enzymu, przez co jest malo prawdopodobne, aby strukturalnie
duze zwigzki potrzebne do hamowania aktywnos$ci fS-sekretazy przekroczyly barierg
krew-mozg [3,58]. Istotny w rozwoju lekéw anty-amyloidowych moze by¢ réwniez
fakt, ze u czes$ci pacjentow chorujacych na AD nie obserwuje si¢ zwickszonego
poziomu APP. Poza tym izoformy Af moga rowniez stuzy¢ jako endogenne pozytywne
regulatory uwalniania neuroprzekaznikow w synapsach hipokampa. Zatem hamowanie

wytwarzania Ap, jako strategia w leczeniu AD moze napotka¢ wiele wyzwan [3].

4.3. Teoria bialka tau

Biatko tau nalezy do grupy biatek zwigzanych z mikrotubulami (MAP,
microtubule associated protein), ktorych glowna funkcja to regulacja aktywnosci
mikrotubul (MT, microtubules) w cytoszkielecie komorkowym. Prawidlowe
funkcjonowanie biatka tau warunkuje zachowanie optymalnego procesu transportu
neuroprzekaznikdéw 1 hormondéw wzdhuz wypustek aksonalnych oraz podziatu w wyniku
regulowania aktywnosci MT [59].

W warunkach fizjologicznych, biatko tau wystepuje w rownowadze dynamicznej
mi¢dzy formg ufosforylowang a defosforylowang (Rysunek 2). Czasteczki biatka wigza
si¢ krotkotrwale z MT i ulegaja fosforylacji przez swoiste kinazy, dzigki czemu biatko
odtacza si¢ od MT. W kolejnym etapie, ufosforylowane biatko tau ulega defosforylacji
w wyniku aktywnosci odpowiednich fosfataz. Konsekwencja tej zmiany jest ponowne
potaczenie si¢ biatka tau z MT [60].

Zaburzona réwnowaga mig¢dzy forma ufosforylowang, a defosforylowang biatka tau
skutkuje tworzeniem NFT, ktore zbudowane sg z podwdjnie skrgconych wiokienek,
ktorych gtéwnym skladnikiem jest hiperfosforylowane biatko tau [61]. Proces
formowania si¢ NFT moze by¢ inicjowany kilkoma czynnikami, do ktorych naleza:

czynniki genetyczne, stres oksydacyjny, stan zapalny w OUN, trucizny badz zaburzone
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przemiany weglowodanowo-lipidowe [62]. Wyniki badan wskazujg, ze to zlogi
zewnatrzkomorkowego amyloidu pojawiaja si¢ jako pierwsze w przebiegu AD,
a hiperfosforylacja biatka tau jest procesem wtornym [63]. Co istotne, jak wykazano
w zwierzecym modelu badan, ograniczenie ekspresji biatka tau moze zapobiegac
zmianom behawioralnym czy kognitywnym [64]. W zwiazku z powyzszym,
zmniejszenie procesu neurodegeneracji wywotanej tworzeniem si¢ NFT moze stanowic¢

potencjalny cel farmakoterapii AD.

4.4, Stres oksydacyjny

W organizmie, w wyniku zachodzacych reakcji dochodzi do powstawania ROS,
ktore posiadaja w obrgbie powloki walencyjnej co najmniej jeden niesparowany
elektron. Wlasciwo$¢ ta czyni je zwiazkami o wysokiej reaktywnosci, w zwiazku
Z czym mogg one uszkadzac¢ struktury komorkowe, takie jak btony biologiczne, enzymy
czy kwasy nukleinowe. Stres oksydacyjny, wywotany przez podwyzszony poziom ROS
lub zmniejszenie aktywnosci uktadéw antyoksydacyjnych, towarzyszy wielu stanom
patologicznym, a jego obecnos¢ zostala  potwierdzona w  chorobach
neurodegeneracyjnych, nowotworowych, chorobach uktadu sercowo-naczyniowego
oraz cukrzycy [65]. Patogeneza AD jest silniec powigzana ze stresem oksydacyjnym
na poziomie komoérkowym, wlaczajac w to nasilone utlenianie i1 nitracj¢ biatek,
glikooksydacj¢ i peroksydacje¢ lipidow, jak rowniez kumulacje AfS [3]. W zwiazku
Z powyzszym, stres oksydacyjny odgrywa istotng role¢ w zmianach degeneracyjnych
w AD, jednakze nalezy podkresli¢, ze nie jest to mechanizm podstawowy, a nalezy go
traktowac jako uzupetienie patogenezy AD.

Podwyzszony poziom Ap1-40 1 Ap1-42 zwigzany jest ze zwigkszonymi
poziomami utleniania biatek, lipidow i kwasow nukleinowych oraz jest Zrodiem
nadmiernej generacji ROS w hipokampie i korze mozgowej [66]. Natomiast regiony
moézgu, jak np. mozdzek, w ktorych sg niskie stezenia AP wykazuja niskie stezenia
markeréw stresu oksydacyjnego. Kluczowa role w wytwarzaniu ROS przez peptydy AS
w stresie oksydacyjnym odgrywaja jony metali, w szczegolnosci miedzi (Cu?*), zelaza
(Fe3+). Jony te pelnig role wydajnych katalizatoréw produkcji ROS. Jony te moga
ulega¢ redukeji do Cu® i Fe? przez endogennie wystepujace zwigzki redukujace jak np.

askorbinian czy glutation, a nastgpnie reagowac z tlenem lub nadtlenkiem wodoru,

Strona | 25



tworzac odpowiednio rodniki ponadtlenkowe i hydroksylowe. Te same jony metali
moga by¢ takze obecne w centrum Katalitycznym enzymOw antyoksydacyjnych,
niszczgc anion ponadtlenkowy i H,O,. W zaleznosci od miejsca koordynacji jony metali
mogg by¢ prooksydantami lub przeciwutleniaczami. Z tego wzgledu bardzo wazna jest
kontrola metabolizmu tych jonéw metali pod katem stezenia, transportu czy tez
wlaczania do miejsc aktywnych. W przypadku braku réwnowagi moze doj$¢ do wzrostu
stezenia wolnego lub luzno zwigzanego Cu®* i Fe**, ktore sg zdolne do katalizowania
produkcji ROS. Ponadto, moga si¢ one wigza¢ z innymi czasteczkami 1 zaburza¢ ich
funkcje, co takze moze skutkowaé zwigkszeniem stresu oksydacyjnego [66].

Stosowanie zwigzkow przeciwutleniajgcych teoretycznie mogtoby zapewni¢ ochrong
przed stresem oksydacyjnym i toksycznoscia Apf. Ze wzglgdu na to, ze stres
oksydacyjny jest tylko jedng z wielu cech AD strategia antyoksydacyjna zostala
jednak zakwestionowana ze wzglgdu na brak zdolnosci do hamowania progresji AD,

dlatego proponuje si¢ ja jako cze$¢ terapii skojarzonej [3].

5. Farmakoterapia AD

Pomimo ogromnego postepu badan, metod diagnostyki i cze$ciowego poznania
patogenezy AD, w dalszym ciggu nie dysponujemy leczeniem przyczynowym tej
choroby.  Strategie = profilaktyczne,  stosowane @~ w  przypadku  otepien
naczyniopochodnych, nie istnieja w przypadku AD. Wobec takiego stanu rzeczy
stosowane leczenie ma charakter wytgcznie objawowy 1 tylko hipotetycznie ingeruje
W biologi¢ otgpien. Aktualng farmakoterapi¢ i nowe strategie w rozwoju lekow

przeciwko AD przedstawia Rysunek 3.
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Postepowanie niefarmakologiczne: -
] e
Aktywnosc fizyczna ); A
Muzykoterapia
Stymulacja aktywnosci umyslowej
Aktywnosé spoteczna

Farmakoterapia: " Poprawa: )
v Inhibitory Efekty v Funkdji poznawezych =
acetylocholinoesterazy . . v Pamieci a0
v" Memantyna v Zachowania
¥ Aducanumab v W zakresie skupieniai uwagi
¥ Lecanemab ¥" Plastycznosci neuronalnej
Terapie przyszlosci:
v' Inhibitory f-sekretazy (BACE1)
v Inhibitory/modulatory y-sekretazy Efekty ?
v Immunoterapiaczynna/bierna -_— .
v" Inhibitory fosforylacji bialka tau \
v Lekio dziataniu przeciwzapalnym ‘{

i neuroprotekeyjnym

Rysunek 3. Aktualna farmakoterapia i nowe strategie w rozwoju lekdw przeciwko
AD.

Podstawowym celem wspoélczesnej farmakoterapii AD  jest poprawa
funkcjonowania psychospotecznego pacjentdw i spowolnienie procesu chorobowego,
stad tez terapia AD obejmuje konieczno$¢ postgpowania farmakologicznego jak
i niefarmakologicznego. Niefarmakologiczny element opieki nad chorym z AD polega
przede wszystkim nazapewnieniu choremu dobrych warunkéw w zakresie
bezpieczenstwa oraz odcigzeniu osob, na ktoérych spoczywa obowigzek zajmowania si¢
chorym.

Farmakoterapia jest ukierunkowana na:

1. zmniejszenie zaburzen w zakresie funkcji poznawczych (pamigci, mowy,

uwagi itp.)

2. leczenie zaburzen psychicznych i zaburzen zachowania zwigzanych

Z otgpieniem - depresji, pobudzenia, objawdéw psychotycznych i1 zaburzen
lekowych.

Obecne leczenie AD opiera si¢ na stosowaniu AChEIs, takich jak donepezil,
galantamina lub rywastygmina oraz antagonisty receptora NMDA - memantyny,
ktora jest wskazana w umiarkowanej i ciezkiej postaci tej choroby (Rysunek 4).
Pierwszym lekiem z grupy AChEIs wprowadzonym do stosowania w AD byta, obecnie
juz wycofana w Polsce, takryna (Tacrinum). Takryna odwracalnie hamuje (mieszany
typ inhibicji) aktywno$¢ zardwno AChE, jak i BUChE. Lek w dawce 80 mg/dobe

poprawia pamie¢ ifunkcje poznawcze u pacjentdw z tagodnym do umiarkowanego
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stadium AD. Jednak niekorzystny wplyw takryny na czynno$¢ watroby (dziatanie
hepatotoksyczne) przyczynit si¢ do wycofania leku z obrotu farmaceutycznego [67].

0
g
o—CHz H4C
CH
i 3
. 0 o /JN—CH;
CH
0 3
)J\ /OYPL ST ° " J'r
o .
ch/\‘N 0 CH, | -
Chy o H™ oH

RYWASTYGMINA DONEPEZIL GALANTAMINA

NH,

CH4

H4C

MEMANTYNA

Rysunek 4. Wzory strukturalne lekow nalezqgcych do AChEIs — rywastygminy,
donepezilu, galantaminy oraz antagonisty receptora NMDA - memantyny. Opracowanie
wlasne z wykorzystaniem programu ChemSketch.

Mechanizm dziatania AChEIs polega na zwigkszaniu stezenia ACh w OUN
w wyniku hamowania AChE, enzymu Kkatalizujacego odlaczenie reszty acetylowej
od choliny; w ten spos6b AChEIs nasilajg osrodkowe przekaznictwo cholinergiczne,
wplywajac korzystnie na procesy pamigciowe. Leki nalezace do AChEIs zapewniaja
jedynie czasowa poprawe funkcji poznawczych, zwigkszong aktywnos¢, dobry nastroj
I zachowanie. Wywieraja takze korzystny wplyw na niektore zaburzenia psychiczne
towarzyszgace otepieniu, takie jak omamy, urojenia, apatia, pobudzenie czy bezcelowa
nadaktywno$¢. Aby uzyska¢ optymalne wyniki stosowania AChEIs leczenie nalezy
rozpoczaé mozliwie wczesnie, poniewaz hamuje to postep choroby, poprawia funkcje
poznawcze i przedtuza okres autonomii funkcjonalnej, czyli stanu, w ktérym chory nie
wymaga stalej pielegnacji. Warto jednak podkresli¢, ze leki te nie wptywaja na istote
procesu patologicznego lezacego u podstaw AD, dlatego tez nie zatrzymuja, ani nie
spowalniaja postepujacego procesu neurodegeneracji [4]. Biorac pod uwage powyzsze,
niezb¢dne jest poszukiwanie nowych, bardziej skutecznych lekow wptywajacych
na rozwoj i przebieg AD [2-4].

Dziatanie poszczegdlnych AChEIs jest zasadniczo podobne. Roéznig si¢ one

jednak istotnie pod pewnymi wzglegdami w mechanizmach dziatania, a takze tym,
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ze przy dluzszym stosowaniu réznice te mogg wskazywaé na korzystniejsze skutki
dziatania ktorego$ z nich [68]. Ponadto, leki te ro6znig si¢ miedzy soba parametrami
farmakokinetycznymi i dawkami docelowymi (Tabela 2).

Donepezil swoiscie i odwracalnie blokuje AChE (mieszany typ inhibicji),
zlokalizowang w zakonczeniach nerwowych w OUN. Ponad 1000 razy silniej hamuje
ten enzym niz BUChE znajdujaca si¢ gtdownie poza OUN, co wskazuje na znacznie
wickszg selektywnos$¢ donepezilu w stosunku do AChE w poréwnaniu do takryny. Lek
zostal zatwierdzony do leczenia fagodnej lub $rednio ciezkiej postaci AD przez FDA
w 1996 roku. U chorych z otepieniem w przebiegu AD w dawkach terapeutycznych
hamuje ok. 64-77% aktywnosci AChE erytrocytéw. Skutecznos$¢ kliniczna donepezilu
zostata potwierdzona na podstawie wynikdéw testow oceny zdolno$ci poznawczych,
oceny ogbélnego funkcjonowania oraz oceny zdolnoSci  przystosowania
do funkcjonowania spolecznego, w warunkach domowych, oceny zainteresowan
oraz dbania o siebie. Niestety na dziatanie donepezilu wytwarza sig tolerancja i po roku
stosowania efekt wzmocnienia transmisji cholinergicznej zmniejsza si¢. Donepezil jest
lekiem o dobrej tolerancji, jego najczesciej wystepujace dziatania niepozadane maja
charakter przemijajacy. Lek stosowany jest w dawce 5 lub 10 mg jeden raz dziennie
[69].

Galantamina to trzeciorzgdowy alkaloid bgdacy wybidrczym, odwracalnym,
kompetycyjnym inhibitorem AChE oraz allosterycznym modulatorem receptora
nikotynowego. Dziata w obrgbie potaczen w sieci neuronalnej oraz plytki nerwowo-
migsniowej. Efekt dziatania farmakologicznego leku to nasilenie aktywnosci ukladu
cholinergicznego. Galantamina przekracza barier¢ krew-mozg, co predestynuje
ja do stosowania w schorzeniach neurodegeneracyjnych. Galantamina, po raz pierwszy
zostata wprowadzona do lecznictwa w Butgarii (Nivalin®), jako $§rodek wspomagajacy
leczenie chorob nerwowo-migéniowych i rdzenia kregowego [70], natomiast potencjat
leku pod katem zastosowania w leczeniu AD oceniono w latach 80-tych i 90-tych.
W 2000 roku zostata ona zatwierdzona w lecznictwie pod tym wskazaniem w Islandii,
Irlandii, Szwecji i Wielkiej Brytanii. Aktualnie jest dopuszczona w wielu krajach
Europejskich, Stanach Zjednoczonych i niektorych krajach Azji w terapii AD.
Galantamina poprawia funkcje poznawcze, zdolnosci ogdlnego funkcjonowania,
czynnos$ci zycia codziennego i opdznia wystgpienie zaburzen zachowania [71,72].

Rywastygmina, w odréznieniu od donepezilu i galantaminy, w poréwnywalnym

stopniu hamuje aktywno$¢ AChE i BuChE w OUN. W miar¢ postepu choroby, kiedy

Strona | 29



neurony zawierajagce AChE wymieraja, BuChE odgrywa coraz wigkszg roleg, stad mozna
zatozy¢, zerywastygmina bedzie skuteczniejsza od pozostatych inhibitorow
W pozniejszych stadiach choroby. Ze wzgledu na budowe (obecno$¢ ugrupowania
karbaminianowego) rywastygmina wigze si¢ z AChE, ktora rozszczepia czasteczke
rywastygminy, w konsekwencji czego uwalnia si¢ nieaktywny farmakologicznie
fenolowy produkt rozktadu, ktory jest szybko wydalany przez nerki, natomiast
ugrupowanie karbaminianowe pozostaje zwigzane z miejscem estrowym enzymu
znacznie dtuzej niz grupa acetylowa podczas hydrolizy ACh. W zwigzku z tym enzym
jest nieaktywny jeszcze przez pewien czas po usunig¢ciu czasteczki macierzystej. Wazng
konsekwencja tego mechanizm dziatania jest fakt, Zze rywastygmina nie ulega
metabolizmowi w watrobie i nie jest substratem dla uktadu cytochromu P450. Nalezy
podkresli¢, ze na rywastygming nie wytwarza si¢ tolerancja nawet po dtuzszym czasie

stosowania [73].

Tabela 2. Pordéwnanie podstawowych parametréow farmakodynamicznych

| farmakokinetycznych zarejestrowanych produktow leczniczych bedgcych AChEIS
w leczeniu AD [74].

Substancja czynna Chlorowodorek Bromowodorek Wodorowinian

donepezilu galantaminy rywastygminy

Mechanizm dziatania Inhibitory AChE Inhibitor AChE
i BuChE

Wskazania AD, PD AD AD, PD
rejestracyjne

Watrobowy: CYP3A4 oraz CYP2D6 -

Okoto 70 godzin 8-10 godzin Okoto 1 godziny

Postaci Tabletki powlekane, Kapsutki twarde Kapsutki, ptyn,
farmaceutyczne tabletki ulegajace 0 przedtuzonym plastry transdermalne

rozpadowi w jamie uwalnianiu
ustnej
Dawka poczgtkowa 5 mg/dobe 8 mg/dobe Kapsutki: dwa razy
1,5 mg/dobe
Plastry: 4,6 mg/dobg
Dawka konicowa 10 mg/dobe 24 mg/dobe Kapsulki: dwa razy
6 mg/dobe
Plastry: 9,5 mg/dobeg
Najczestsze dziatania Nudnosci, wymioty, zawroty glowy, sennos¢, skurcze migsni,
niepozgdane zmeczenie

Przeciwwskazania Nadwrazliwos¢ na substancj¢ czynna lub sktadniki pomocnicze
formulacji farmaceutycznej

PD — (ang. Parkinson's disease) choroba Parkinsona; CYP3A4 - cytochrom P450 3A4; CYP2D6
- cytochrom P450 2D6
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W leczeniu AD poza AChEIs, stosowana jest takze memantyna -

napigciozalezny, niekompetycyjny antagonista, charakteryzujacy si¢ umiarkowanym
powinowactwem do receptora NMDA. Zalezno$¢ od potencjatu i szybka kinetyka
taczenia si¢ i dysocjacji od receptora NMDA wplywa na fakt, ze memantyna
normalizuje jego funkcjonowanie - zapobiega skutkom nadmiernego pobudzenia
glutaminianem w warunkach patologicznych, ktére moga prowadzi¢ do zaburzenia
czynnosci neurondow, jednoczesnie nie blokujac catkowicie aktywnosci fizjologicznej
I nie generujac ryzyka efektu propsychotycznego. Lek nie wykazuje istotnej aktywnosci
wzgledem receptorow GABA, benzodiazepinowych, dopaminowych, adrenergicznych,
histaminowych i glicynowych ani wzgledem zaleznych od potencjatu kanatow
wapniowych, sodowych i potasowych.
Stosowanie memantyny u chorych na AD prowadzi do stabilizacji lub poprawy
parametroOw oceny stanu ogdlnego, czynnosci zycia codziennego, funkcji poznawczych.
Co istotne, memantyna lagodzi wiele objawdw behawioralnych, w tym omamy,
pobudzenie, agresje oraz drazliwo$¢ [75]. Skuteczno$¢ leku w leczeniu AD zostata
potwierdzona w badaniach klinicznych, w ktorych udokumentowano efektywno$é¢ leku
W otepieniu umiarkowanym do znacznego w zakresie oceny globalnej wptywu na skale
kliniczne oceny funkcji poznawczych oraz aktywnosci dnia codziennego [76].
Memantyna jest lekiem dobrze tolerowanym, niemniej jednak, nalezy monitorowa¢ nie
tylko efekty kliniczne, ale takze jego tolerancje. Najczesciej wystepujace dziatania
niepozadane to zawroty glowy (6,3%), bol gtowy (5,2%), zaparcia (4,6%) oraz sennos¢
(3,4%) [77]. Ponizej (Rysunek 5) przedstawiono algorytm postepowania w leczeniu AD
[78].
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Schemat leczenia AD

¥

Rozpoznanie:
1. Edukacja pacjenta irodziny o przebiegu choroby, grupach wparcia oraz kwestiach

medyczno-prawnych.
2. Skierowanie do specjalisty, jezeli nie jest mozliwe zapewnienie dalszej opieki lub jesli
wymaga tego pacjent/jego rodzina.

Ocena stanu wyjsciowego (somatycznego, czynnosciowego oraz psychiatrycznego):

1. Ograniczenie podaiy lekdw cholinolitycznych
2. Przeglad dostepnych mozliwosci leczenie farmakologicznego pod katem skutecznosci,
dziatan niepozgdanych oraz kosztow leczenia.

¥

Rozpoznanie stopnia ciezkosci przebiegu AD

v |

tagodny przebieg AD Umiarkowany lub ciezki przebieg AD
Wdrozyc leczenie AChEI Wdrozy¢ leczenie AChEI z/bez
memantyny

Po 2-4 tygodniach od wdrozenia
leczenia ponowna ocena stanu
chorego. Malezy rozpoznac i zaczac
leczyc skutki uboczne podazy lekdw.

] ¥

Pacjent toleruje statg Pacjent nie toleruje statej
dawke leku dawki leku, a jego stan
* ulega pogorszeniu
Kontrolowac stan pacjenta i *
skutecznosé wdrozonej terapii Zmienic lek na inny AChEI
co 3-6 miesiecy *

Ponowna ocena stanu pacjenta i
skutecznosci wdrozonego
leczenia po 2-4 tygodniach.
Rozpoznac ileczyc dziatania
niepozgdane.

¥ h

Pogorszenie stanu od umiarkowanego do ciezkiego-
doda¢ memantyne

Odstawic leki w przypadku:

1. Miestosowania sie pacjenta do zalecen lekarskich
2. Pogorszenia stanu pacjenta
3. Wystapienia powainej wspdtistniejgcej/smiertelnej choroby
4. Decyzji pacjenta/opiekuna o przerwaniu leczenia

Rysunek 5. Algorytm postepowania w przypadku rozpoznania AD wg [22,78].
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Jednym =z najwazniejszych osiggnig¢ medycyny z ostatnich lat jest
wprowadzenie na rynek farmaceutyczny dwoch nowych lekow stosowanych w leczeniu
AD. W czerwcu 2021 roku FDA zatwierdzito aducanumab — pierwszy lek,
ktory redukuje nagromadzanie w moézgu zlogow ApS, podstawowej przyczyny tej
choroby. Aducanumab ma dtugi okres pottrwania; podaje si¢ go raz na cztery tygodnie.
Czas stosowania, ktory pozwala na osiggni¢cie maksymalnie skutecznego stezenia leku
W mozgu, wynosi okoto 5 miesigcy. Optymalna dawka to 10 mg/kg masy ciata. FDA
zatwierdzita aducanumab w trybie przyspieszonym, a wynika to z danych uzyskanych
w badaniach klinicznych wykazujacych jego wpltyw naredukcje ztogow ApS. Lek
z duzym prawdopodobienstwem moze przynosi¢ korzysci kliniczne, w tym przypadku
poprawe stanu klinicznego pacjenta [6]. Dalsze kroki zatwierdzajace, dotyczace
wskazan do stosowania aducanumabu w leczeniu AD mogg by¢ uzaleznione
od weryfikacji korzysci klinicznych w badaniach potwierdzajacych [79].

Kolejnym lekiem, zarejestrowanym w styczniu 2023 roku do terapii AD jest
lecanemab, bedacy rowniez przeciwcialem  monoklonalnym, redukujacym
nagromadzanie w moézgu ztogow ApS. Podobnie jak w przypadku aducanumabu, lek ten
zostal zatwierdzony przez FDA w trybie przyspieszonym, co budzi kontrowersje wsrod
ekspertéw [7,80]. Badanie kliniczne III fazy zostalo zakonczone sukcesem osiggajgc
swoj pierwszorzedowy punkt koncowy, wykazujac spowolnienie postgpu choroby
W poréwnaniu z grupa osob przyjmujacych placebo. Wyniki wykazaty, ze po terapii
trwajacej 18 miesiecy, podczas ktorej pacjenci otrzymywali lek we wlewach dozylnych
co 2 tygodnie, w dawce 10 mg/kg masy ciala, nastgpito zmniejszenie tempa pogarszania
si¢ funkcji poznawczych w wyniku obnizenia poziomu Af w mozgu. Jak wskazaty
wyniki badania klinicznego, lecanemab spowalnia postgpy choroby o 27%
W poroéwnaniu z grupa osob przyjmujacych placebo. Pomimo zmniejszenia tempa
pogorszania si¢ funkcji poznawczych i funkcjonalnych pacjentdw z wczesnym stadium
AD, wystepowaly przy tym réwniez dzialania niepozadane. Z tego wzgledu
uzasadnione sg dalsze badania w celu okreslenia doktadnej skutecznosci

I bezpieczenstwa lecanemabu w leczeniu wczesnej fazy AD [81-83].
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6. Aktualne kierunki badan nad potencjalnymi lekami mogacymi

znalez¢ zastosowanie w leczeniu AD

Prace w zakresie poszukiwania nowych potencjalnych lekow majacych
zastosowanie w leczeniu AD sa prowadzone w oparciu 0 patogenezg tej choroby,
tj. koncentrujg si¢ na poszukiwaniu lekdbw o dzialaniu antyamyloidowym,
ograniczajacym hiperfosforylacje biatka tau, antyoksydacyjnym czy neuroprotekcyjnym
[84]. Wielu badaczy zwraca takze uwagg na genetyczne czynniki ryzyka wystapienia
AD, dlatego w literaturze pojawia si¢ coraz wigcej doniesien dotyczacych terapii

genowej [85].

6.1. Terapia anty-amyloidowa

Zgodnie z hipoteza kaskady amyloidowej, akumulacja zewnatrzkomoérkowa peptydow
Ap oraz jego agregacja w postaci ptytek starczych sg uwazane za jeden z podstawowych
filarow neuropatologicznych AD. Z tego wzgledu, poszukiwanie nowych mozliwosci
terapeutycznych ukierunkowanych zostalo na Ap, ktéorych celem sg zaréwno jego
monomery, oligomery jak rowniez jego agregaty [86,87]. Pierwsze strategie anty-
amyloidowe koncentrowaly si¢ na hamowaniu produkcji Ap. Strategie te mozna
podzieli¢ w zalezno$ci od miejsca, w ktorym metabolizowane jest biatko APP:
inhibitory BACEL, inhibitory/modulatory y-sekretazy i aktywatory a-sekretazy [86].
Pierwsza proba terapii anty-amyloidowej polegala na immunizacji pacjentow z AD
poprzez wstrzyknigcie do ich organizmu Ap, jednak zakonczyta si¢ ona
niepowodzeniem, poniewaz wsrod badanych obserwowano zapalenie mozgu i opon
mdzgowo-rdzeniowych [87]. Rowniez kolejne proby uzyskania leku zmniejszajgcego
poziom Af okazaty sie nieskuteczne (Tabela 3). Immunoterapia jest obecnie najbardziej
promowang strategia majaca na celu redukcje Ap. Testy opierajg si¢ gldwnie
na stymulacji komorek ukladu odpornosciowego, takich jak limfocyty B 1 T
oraz aktywacji mikrogleju w celu promowania ich zdolnosci fagocytarnych. Aktywna
immunoterapia (szczepionki) zalezy od komodrkowej ihumoralnej odpowiedzi
immunologicznej, skutkujacej w efekcie dlugotrwalym wytwarzaniem przeciwcial
endogennych. W poréwnaniu z immunoterapig pasywng, w tym przypadku wytwarzane
sg przeciwciata o wysokim stezeniu w ludzkim ciele. Niemniej jednak, immunoterapie
bierng (przeciwciala) uwaza si¢ za skuteczniejszg i bardziej odpowiednig u pacjentow

W podesztym wieku, ze wzgledu na zmniejszong u nich odpowiedZz na szczepionki.
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Zaleta humanizowanych przeciwcial monoklonalnych, w odréznieniu od szczepionek,
jest celowanie w okreslone konformacje biatek, co stwarza mozliwo$¢ dogodniejszego
zatrzymania ewentualnych dzialan niepozadanych. Niestety immunizacja bierna
wymaga wielokrotnego dawkowania co generuje wicksze koszty leczenia. Ponadto oba
podejscia moga wywotywa¢ nadmierng aktywacje wrodzonego i nabytego ukladu
odpornosciowego, powodujac dziatania niepozadane, takie jak zapalenie naczyn

maozgowych [88].

Tabela 3. Przyktady preparatow, ktore zostaly wykluczone z badan klinicznych w terapii
anty-amyloidowej AD [89-93].

Preparat Typ czasteczki Stadium AD Cel Poprawa
u badanej molekularny funkcji
populacji lub mechanizm poznawczych
Bapinezumab Humanizowane Lagodny Rozpuszczalny Brak
przeciwciato I[gG1  do umiarkowanego  Ap (wldknisty)
Solanezumab Humanizowane Lagodny Rozpuszczalny Brak
przeciwciato I[gG1  do umiarkowanego  AfS (monomery)
Crenezumab Humanizowane Bardzo tagodny do  Oligomery, ztogi Brak
przeciwciato 1gG4 tagodnego i blaszki Ap
(pozytywne markery
dla Ap)
AN-1792 Pelnowartosciowy Lagodny Immunizacja Badania
fragment Ap42 do umiarkowanego aktywna wstrzymane
(wystapito
zapalenie opon
mbzgowo-
rdzeniowych)

SENEGERCSEIM  Benzoazepinowa Lagodny Inhibitor y- Brak (wzrost
pochodna do umiarkowanego sekretazy ryzyka
butanoamidu wystapienia
nowotworu
skory)

Tarenflurbil Fluorobifenylowa Lagodny Inhibitor y- Brak
pochodna kwasu sekretazy
propanowego

Verubecestat Pochodna Poczatkowy bez Inhibitor Brak (nastapito
fluoropikolinamidu objawow enzymow pogorszenie)
prekursorowych
AB
Atabecestat Pochodna Poczatkowy bez Inhibitor Brak (nastapito
fluoropikolinamidu objawow enzymow pogorszenie)
(pozytywne markery  prekursorowych
dla Ap) AB
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6.1.1. Inhibitory p-sekretazy (BACE1)

Rozwdj inhibitorow BACEL ograniczony jest gownie poprzez struktur¢ tego
enzymu, Ktory nalezy do proteaz aspartylowych i wymusza to na inhibitorze, aby byt
duza, hydrofilowag czasteczka. Pierwsze inhibitory BACE1 nasladowaly sekwencje
substratow enzymu i cechowaly sie niskg biodostepnoscig oraz stabym przenikaniem
przez barier¢ krew-mozg, co doprowadzilo do opracowania drugiej generacji
inhibitorow BACELl - bardziej lipofilowych. Kolejnym aspektem ograniczajgcym
zastosowanie inhibitorow f-sekretazy jest roznorodnos¢ substratow dla tego enzymu,
ktérym oprécz biatka APP jest rowniez neuregulina-1, bioragca udziat w mielinizacji
nerwow obwodowych. Dlatego tez, istotnym jest specyficzne hamowanie tego enzymu
by unikng¢ dziatan niepozadanych.

W ostatnich latach kilka inhibitorow BACE1, m.in. verubecestat, lanabecestat,
elenbecestat, atabecestat czy LY3202626 osiggne¢to pdzng faze badan klinicznych
(I/II), ale zaden z nich nie wykazal u pacjentow poprawy poznawczej
ani funkcjonalnej w duzych badaniach kontrolowanych placebo, pomimo znacznego
zmniejszenia poziomOw Ap w osoczu i plynie moézgowo-rdzeniowym oraz blaszek
mozgowych. Kilka z tych badan zostato przedwczesnie przerwanych z powodu efektow
toksycznych lub pogorszenia funkcji poznawczych i behawioralnych w poréwnaniu

Z pacjentami otrzymujgcymi placebo [86,95-99].
6.1.2. Inhibitory oraz modulatory p-sekretazy

Sekretaza y jest kompleksem proteazowym zbudowanym z czterech biatek,
ktérymi sg nikastryna, biatko APH-1 oraz presenilina 1 i 2. Funkcja tego enzymu jest
proteoliza ponad dziewigcdziesieciu srodblonowych biatek sygnalowych, w tym APP.
Enzym pelni tym samym zasadniczg rolg w powstawaniu agregatow amyloidowych.
Hamowanie y- sekretazy ma na celu zmniejszenie produkcji peptydéw Ap, jednak
niespecyficzne inhibitory y-sekretazy prowadza do powaznych dziatan niepozadanych
wynikajacych z dziatania rowniez na inne biatka niz APP [20,85,99]. Przyktadem moze
by¢ semagacestat — pierwszy nieselektywny inhibitor y-sekretazy, ktéry mimo obnizania
poziomu Af we krwi i ptynie mézgowo-rdzeniowym, zostal wycofany z III fazy badan
klinicznych z powodu spadku funkcji poznawczych u pacjentow oraz wystgpowania
nieczerniakowych rakow skory. Przyczyng wystepowania tych dziatan niepozadanych

jest najprawdopodobniej hamowanie szlaku sygnatowego biatka Notch, ktore réwniez

Strona | 36



nalezy do substratow y-sekretazy 1 odpowiada za regulacj¢ proliferacji, rozwoju
I r6znicowania komoérek [86,91,100-102].

W celu zminimalizowania ryzyka dziatan niepozadanych wynikajacych z interakcji
Z biatkami, ktore rowniez sg substratami dla y-sekretazy stworzono nowg - II generacje
inhibitorow y-sekretazy, o selektywnym dziataniu, ktérych przedstawicielami sg
avagecestat oraz begacestat. Opracowanie tych lekoéw charakteryzujacych si¢
specyficznoscig dziatania na poszczegoOlne biatka stanowi duzy problem ze wzgledu
na ztozono$¢ struktury enzymatycznej y-sekretazy [20,86,102]. Badania kliniczne
avagacestatu i begacestatu zostaly przerwane, odpowiednio w II i I fazie z powodu
braku poprawy poznawczej lub funkcjonalnej, a w przypadku avagacestatu powazne
dziatania niepozadane, w tym raka skory [100,103,104].

W wyniku dalszych poszukiwan lekow opracowane zostaly modulatory y-
sekretazy (GSM, y-secretase modulators) jako alternatywa dla inhibitoréw.
Ich mechanizm dzialania wigze si¢ ze zmiang aktywno$ci proteolitycznej enzymu,
czego rezultatem jest zablokowanie przetwarzania biatka APP bez zakldcania innych
szlakow sygnatowych, takich jak Notch. GSM sprzyjaja sekwencyjnemu rozszczepianiu
APP, zmniejszajg produkcje Ap42 poprzez allosteryczng aktywacje p-sekretazy
I zwigkszajg stosunek nietoksycznych krotszych form Ag (np. A538) [20,86,100].

Rozwdj modulatorow y-sekretazy pierwszej generacji (GSM-I, first-generation
y-secretase modulators) rozpoczal si¢ od obserwacji niesteroidowych lekoéw
przeciwzapalnych (NLPZ, ang. NSAIDs, non-steroidal anti-inflammatory drugs):
m.in. ibuprofenu, indometacyny, flurbiprofenu, ktére obnizyly poziom peptydu ApS(1-
42) invitro i in vivo na korzys$¢ produkcji AS38. Wedlug niektorych badan Af38 jest
mniej podatny na agregacj¢ i wykazuje mniejsza toksyczno$¢ w odniesieniu do AfS42
I moze mie¢ wlasciwosci ochronne. Dziatanie lekow z grupy NLPZ oparte jest
na hamowaniu enzymow cyklooksygenazy (COX) i w przypadku ibuprofenu obnizenie
poziomu AS mozna by wigza¢ z hamowaniem tego enzymu, jednak dla tarenflurbilu
(R-enancjomeru flurbiprofenu), ktory jest pozbawiony dziatania przeciwzapalnego
zwigzanego z hamowaniem COX, mechanizm oddziatywania na A pozostaje nieznany.
Oba te leki jednak nie wykazaty skuteczno$ci w leczeniu AD w badaniach klinicznych.
Badania tarenflurbilu przerwano w Ill fazie ze wzgledu na pogorszenie funkcji

poznawczych i ogélnej sprawnosci w zakresie czynnosci zyciowych [20,86,100].
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Modulatory y-sekretazy drugiej generacji (GSM-II, second-generation -
secretase modulators) to skuteczniejsze, zmodyfikowane czasteczki oparte na NLPZ,
charakteryzujace si¢ wickszg penetracja do moézgu. Na ogdét obnizajg produkcje
Ap42 bez wptywu na poziom Ap40, kompensujgc poziomy krotszych peptydow
(peptydy ApB38 i AB37). Przyktadem moze by¢ itanapraced (CHF5074), ktory in vitro
wykazywatl preferencje w hamowaniu wytwarzania oligomerow Ap42. Kolejne badania
dowiodly jednak, ze nie obniza on poziomu Ap42 W osoczu, ani ptynie mdzgowo-
rdzeniowym U pacjentow, ale dziata jako modulator mikrogleju. Mimo tego,
ze zapewnialo to pewna ochrone, negatywne wyniki uzyskane w badaniach klinicznych
GSM-I11 opartych na NLPZ wskazuja, ze ochrona przed AD nie jest ogdlng korzyscia
zapewniang przez leki nalezace do tej grupy [86,100,105].

6.1.3. Aktywatory a-sekretazy

Pomimo badan, ktore wskazuja, ze szlak kinazy 3-fosfatydyloinozytolu
(PIBK)/Akt lub sygnalizacja receptora GABA moze sprzyja¢ aktywacji szlaku a-
sekretazy to nadal niewiele wiadomo na ten temat. Jednak dzigki aktywacji a-sekretazy
mozliwa jest zmiana metabolizmu bialka APP na nieamyloidogenny, czego rezultatem
jest utworzenie rozpuszczalnego APP, ktore, jak wykazano, pelni neuroochronng
I stymulujaca rolg w synaptogenezie. W zwigzku z tym, badaniom pod katem
zwigkszenia aktywnos$ci a-sekretazy zostaty poddane rézne zwiazki, takie jak agonisci
receptorow muskarynowych, glutaminergicznych i serotonergicznych, aktywatory
kinazy biatkowej C (PKC, protein kinase C) oraz modulatory receptora PI3K/AKkt lub
GABA,a [86]. Etazolat stymuluje remielinizacje i uniemozliwienia tworzenie si¢
peptydow amyloidogennych, prowadzac do uwolnienia rozpuszczalnego N-koficowego
fragmentu APP (sAPPa), ktory ma wlasciwosci neurotroficzne i prokognitywne.
Badania kliniczne Il fazy nad etazolatem jako terapia wspomagajaca inhibitory
cholinoesterazy potwierdzily jego bezpieczenstwo i dobrg tolerancje [86,106].
Bryostatyna 1 w badaniach in vivo na zwierzetach zwickszata aktywnos$¢ a-sekretazy
I zdolnoS$ci poznawcze u myszy z AD. Natomiast w badaniach klinicznych wykazywata
niewielka poprawe funkcji poznawczych, przy jednocze$nie dobrym profilu
bezpieczenstwa, dajgc rzadkie dziatania niepozadane, takie jak - zmiany skorne
I pobudzenie [86,107]. Trwaja rowniez badania kliniczne nad zwigzkiem APH-1105,

ktory jest analogiem bryostatyny w postaci nanoczasteczek do podawania donosowego
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[86,108]. Kolejnym zwiazkiem zwigkszajacym aktywno$¢ a-sekretazy jest acytretyna
stosowana w leczeniu tuszczycy, Ktdra jest chorobg autoimmunologiczng i wigzaé sig
moze ze zwigkszonym ryzykiem upos$ledzenia funkcji poznawczych i demencji [109].
W badaniach klinicznych acytretyna wykazywata zdolno$¢ do aktywacji szlaku
nieamyloidogennego, zmniejszajac poziomy Af, a tym samym zwigkszajac ilos¢ sAPPa
w plynie moézgowo-rdzeniowym. Acytretyna wykazuje dziatanie neuroprotekcyjne
konkurujgc z tretynoing (kwasem all-trans-retinowym) o interakcj¢ z komorkowym
biatkiem wigzacym kwas retinowy (CRABP, cellular retinoic acid-binding protein).
Biatko to transportuje acytretyne do jadra komorkowego, gdzie wzmacnia ADAMI0,
Ktore jest bardzo wazng a-Sekretazg dla nieamyloidogennego szlaku [86,110].
Naturalnie wystepujacym w Srodowisku aktywatorem a-sekretazy okazal si¢ by¢
preparat 1D1201, bedacy ekstraktem z owocoéw drzewa jagodowego Melia toosendan
Sieb. i Zucc. (Meliaceae), ktére w Chinach tradycyjnie uznaje si¢ za rosling
owadobdjcza i lecznicza. Badania in vitro i in vivo wykazaty dziatanie neuroprotekcyjne
i anty-amyloidogenne ekstraktu 1D11201, poprzez aktywacje szlaku PI3K/Akt, ale takze
przez hamowanie receptorow koncowych produktow zaawansowanej glikacji (RAGE,
receptor for advanced glycation end products), ktére w AD obejmuja wytwarzanie
i akumulacje Ap, tworzenie splotow neurofibrylarnych, uszkodzenie transmisji

synaptycznej oraz degeneracj¢ neuronow [86,111,112].
6.1.4. Immunoterapia czynna

Czynna immunizacja stymuluje uktad odporno$ciowy poprzez podanie Ap
lub jego fragmentow, wyzwalajac w ten sposob odpowiedz immunologiczng, poprzez
aktywacje zdolnosci fagocytarnej mikrogleju, w celu wytworzenia endogennych
przeciwcial przeciwko Ap. Badania nad immunoterapia AD zapoczatkowal Dale
Schenk w 1999 roku wykorzystujac w tym celu transgeniczny model mysi AD.
Kolejnym etapem bylo opracowanie w 2001 roku szczepionki AN1792,
ukierunkowanej na Af petnej dlugosci, ktora weszta do badan klinicznych. Badania
zostaty przerwane w 1II fazie, ze wzgledu na wystepujace zapalenie opon mozgowo-
rdzeniowych wywotane limfocytami T. Aby zmniejszy¢ nadmierng reakcje
immunologiczng, opracowano drugg generacj¢ szczepionek bez epitopu limfocytow T,
czego przyktadem moze by¢ CAD106, ktore obecnie jest w badaniach klinicznych fazy

II/III. Zaleta immunoterapii czynnej sa niskie naklady finansowe oraz krotki czas
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podawania lekow, za$ przeciwciata, dlugo utrzymujg si¢ w organizmie. Z drugiej jednak
strony, wadg ich sg trudne do przewidzenia odpowiedzi immunologiczne i dziatania

niepozadane, zwlaszcza u 0os6b w podesztym wieku [20,86,88,100].
6.1.5. Immunoterapia bierna - przeciwciala monoklonalne

Pasywna immunizacja humanizowanymi przeciwcialami anty-Af stala si¢
gtéwnym nurtem rozwoju lekdw przeciw AD. W tym modelu przeciwciala wytworzone
zewngetrznie podaje sie w infuzjach dozylnych lub wstrzyknigciach podskornych. Tak
jak w przypadku bapineuzumabu, moga to by¢ humanizowane wersje mysich
przeciwcial ocenianych we wczesniej prowadzonych badaniach przedklinicznych.
Przeciwciala monoklonalne (mAb, monoclonal antibodies) mogg by¢ takze w pehni
ludzkie czego przykltadem jest gantenerumab. Tego typu mAb s3 wytwarzane
Z transgenicznych myszy, ktore zostaly zmodyfikowane genetycznie z ludzkim locus
immunoglobuliny, podczas gdy humanizowane mAb s3 poczatkowo wytwarzane
u myszy typu dzikiego z endogennym mysim locus immunoglobuliny. W poréwnaniu
z humanizowanymi mysimi mAb, w petni ludzkie mAb sg uwazane za bezpieczniejsze
i bardziej skuteczne ze wzgledu na rzadziej wystepujace dziatania niepozadane
[20,86,88,100]. Przyktady substancji, ktore byly objete badaniami klinicznymi
w zakresie terapii anty-amyloidowej przedstawia Tabela 4.

Tabela 4. Przyktady przeciwcial monoklonalnych badanych pod kgtem terapii anty-
amyloidowej w AD [100,113-117].
Preparat Typ czasteczki Przebieg AD w badanej

Faza badan

populacji klinicznych
Bapineuzumab Humanizowane mAb tagodny/umiarkowany /111,
IgG1 zakonczona

Humanizowane mAb tagodny/umiarkowany /1
lgG1
Crenezumab Humanizowane mAb tagodny /1
IgG4
Ponezumab Humanizowane mAb tagodny I,
1gG2 zakonczona
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6.2. Terapie ukierunkowane na bialko tau

Biatko tau jest dobrze rozpuszczalne i gromadzi si¢ w neuronach, gdzie odgrywa
kluczows role w stabilizacji MT, szczeg6lnie w aksonach. Utrata zdolno$ci wigzania
MT wywotuje destabilizacj¢ cytoszkieletu, co ostatecznie powoduje neurodegeneracje
I Smieré neuronow. Zgodnie z hipoteza wigzaca patogeneze¢ AD z bialkiem tau,
kluczowym elementem procesu neurodegeneracji jest jego hiperfosforylacja,
ktora prowadzi do powstania NFT. Jako alternatyw¢ dla terapii anty-amyloidowej
leczenie ukierunkowane na biatko tau ma nacelu hamowanie jego fosforylacji
I agregacji [20,86,100,118-122]. W zakresie zmniejszenia ilosci NFT, prowadzono
badania z wykorzystaniem blekitu metylenowego, anastgpnie z jego pochodng
0 nazwie LMTM (Leuco-methylthioninium bis(hydromethanesulfonate)). W modelach
mysich dowiedziono skuteczno$ci tych zwigzkow, poniewaz zmniejszaty one apoptoze
neurondéw indukowanych NFT, jednak badania Kkliniczne nie udowodnity skutecznosci
tych zwigzkow [123]. Ponadto leki stabilizujgce MT moga by¢ stosowane jako strategia
modyfikujaca przebieg AD. W tym zakresie testowano wigzacy si¢ z tubuling,
syntetyczny taksan trzeciej generacji — TPl 287, jednak badania kliniczne juz w I fazie
wykazaty, ze zwigzek jest nieefektywny 1 zle tolerowany. Strategie skierowane
nabiatko tau obejmuja: hamowanie hiperfosforylacji 1 agregacji biatka tau

oraz immunoterapi¢ zardbwno czynna, jak i pasywna [20,86,100,118-122].
6.2.1. Inhibitory fosforylacji biatka tau

Hamowanie kinazy syntazy glikogenu-3 (GSK-3, glycogen synthase kinase 3)
jest istotnym celem dla leku w terapii zaburzen neurodegeneracyjnych, w tym AD. Jest
to kinaza proteinowa uczestniczaca w fosforylacji biatka tau, dlatego jej inhibicja
blokuje tworzenie NTF. Badania wykazaly réwniez uczestniczenie tego enzymu
W przetwarzaniu biatka APP i wytwarzaniu Ap, jak rowniez w apoptotycznej $mierci
komorek. Z inhibitorow GSK-3 do badania klinicznego 11 fazy dotyczacego leczenia
AD zakwalifikowat si¢ jedynie tideglusib. Zostal on przetestowany w badaniach
Klinicznych u pacjentow z tagodng do umiarkowanej AD, ktore wykazaly dobra

tolerancje, ale nie byto znaczacej poprawy klinicznej [122,124].
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6.2.2. Immunoterapia aktywna

Pierwsza testowang szczepionka przeciwko biatku tau byt AADvacl,
Ktory zawiera syntetyczny peptyd, odpowiadajacy naturalnic wystepujgcemu,
skroconemu i nieprawidlowo  zbudowanemu  biatkku tau. W  badaniach
przeprowadzonych na transgenicznych myszach dowiedziono, ze szczepionka ta nie
tylko redukuje hiperfosforylacj¢ biatka tau i poprawia pamigé, ale co wigcej, ma
korzystny profil bezpieczenstwa i indukuje wysoki poziom przeciwcial anty-tau.
Kolejne badania, ktore przeprowadzone byly z udzialem pacjentdéw z umiarkowanym
przebiegiem AD wykazaly, ze wytworzyly si¢ przeciwciala przeciwko biatku tau,
aleczenie bylo dobrze tolerowane. Wyniki przeprowadzonych badan sugeruja,

ze preparat AADvacl moze spowalniaé postep choroby [121,125].
6.2.3. Przeciwciala monoklonalne

Badania kliniczne dotyczace immunoterapii pasywnej ukierunkowane na biatko
tau prowadzone sa dla przeciwciat monoklonalnych takich jak ABBV-8E12,
gosuranemab, zagotenemab, UCBO0107 czy tez semorinemab. Substancje te sa
humanizowanymi przeciwciatami nalezacymi do IgGl lub IgG4, ktorych celem
molekularnym jest biatko tau w réznej postaci m.in. monomerdw, oligomeréw, NFT
czy tez w postaci zewnatrzkomorkowej [20,120]. W Tabeli 5. przedstawiono przyktady

aktualnie badanych przeciwcial ukierunkowanych na biatko tau.

Tabela 5. Przeciwciata ukierunkowane na biatko tau w badaniach klinicznych
[120,126].
Preparat Typ czasteczki Badana populacja

Faza badan
klinicznych

ABBV-8E12 Humanizowane Woczesna postaé M, NFT, eTau I
przeciwciato 1gG4 AD

RG7345 Humanizowane Zdrowi mezczyzni  Ufosforylowane |
przeciwciato IgG1 M, PHF
lub 1gG4
BIIB0O76 Ludzkie Osoby zdrowe M, PFF, NFT |
przeciwciato IgG1 i tagodna postac
AD

JNJ-63733657 Humanizowane Zdrowe kobiety M, PHF |
przeciwciato 1gG4 1 mezczyzni

Oznaczenia: M — monomery, O — oligomery, NFT — splatki neurofibrylarne, eTau — postaé
zewnatrzkomorkowa, PFF — wstgpnie formowane fibryle, PHF — podwojne spiralne wtokienka

Cel molekularny
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6.3. Terapie przeciwzapalne

Patogeneza AD wigzana jest takze z duzg liczbg reaktywnych astrocytow
i aktywowanego mikrogleju, co w konsekwencji prowadzi do stanu zapalnego
w mozgu. Ze wzgledu na fakt, ze neurozapalenie moze by¢ jednga z przyczyn
powstawania AD, przeprowadzono kilka badan z zastosowaniem NLPZ, jako zwigzkoéw
o dzialaniu przeciwzapalnym. W literaturze dostgpne s3 dane sugerujace ochronne
dziatanie NLPZ, jednak randomizowane badania kliniczne przeprowadzone
Z podwojnie Slepg proba nie potwierdzily pozytywnego wpltywu tej grupy lekow
na objawy AD [127]. Badaniom poddano m.in. ibuprofen, ktory poza tym, ze nalezy
do NLPZ jest takze agonista receptora aktywowanego przez proliferatory
peroksysomow y (PPAR-y, peroxisome proliferators—activated receptor y) w potgczeniu
z kromoglikanem disodowym, lekiem przeciwalergicznym, hamujacym degranulacje
komorek tucznych (badanie ALZT-OPT1) [127]. W badaniach in vitro wykazano,
ze kromoglikan hamuje reakcje fibrylacji Af oraz zmniejsza poziom ApS40 and Ap42
W moézgu zwierzat doswiadczalnych. Dlugoterminowa obserwacja wykazala,
ze stosowanie NLPZ odpowiednio wcze$nie (gdy OUN funkcjonuje jeszcze
prawidlowo), moze przynie$s¢ korzysci pacjentom, co SUgeruje, ze czas rozpoczecia
terapii ma kluczowe znaczenie [128]. Aktualnie badaniom klinicznym poddawany jest
masytynib, ktory jest inhibitorem kinazy C i lokuje mastocyty uwalniajagce mediatory
stanu zapalnego po przekroczeniu bariery krew-moézg. Co wigcej, masytynib blokuje
kinaze tyrozynowa przez co moze modulowaé fosforylacj¢ biatka tau. Wyniki badania
klinicznego III fazy nad terapig skojarzong masytynibu z inhibitorem AChE
lub memantyng wykazaty poprawg pamigci u pacjentdbw oraz ich funkcjonowanie

W zyciu codziennym [20,129,130].

6.4. Terapia neuroprotekcyjna i neuroregeneracyjna

Do grupy lekdw o réznych mechanizmach dziatania, ktére moga hamowac
charakterystyczny dla AD postepujacy proces neurodegeneracji nalezg leki stosowane
aktualnie w innych wskazaniach leczniczych, co wpisuje sie¢ w aktualny trend
repozycjonowania lekow. Jako przyktady wymieni¢ mozna m.in.: dabigatran -
bezposredni inhibitor trombiny, lek przeciwzakrzepowy, ktéry zmniejsza uszkodzenia
nerwowo-naczyniowe; cilostazol - inhibitor fosfodiesterazy 3 (PDE3, phosphodiesterase

3), redukujacy akumulacje Apf 1 fosforylacje biatka tau, co w konsekwencji wpltywa
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napoprawe  krazenia  moézgowego; telmisartan -  antagonista  receptora
angiotensynowego (AT,;) oraz agonista receptora PPAR-y, ktéry usprawnia
funkcjonowanie naczyn oraz korzystnie wptywa na patologiczny proces odktadania
amyloidu [131-133]. Ponadto, w badaniach klinicznych oceniajgcych wlasciwos$ci
neuroprotekcyjne  znalazly  si¢  nastepujace  leki:  lewetiracetam  (lek
przeciwpadaczkowy), kandesartan (lek hipotensyjny, antagonista receptora AT, L-
seryna (aminokwas) czy kwas dokozaheksaenowy (DHA). Obiecujagce wyniki badan
uzyskano dla endogennej czgsteczki NA-831 (traneurocin). Badania II fazy wykazaty,
ze zwigzek ten dziala neuroprotekcyjnie, stymuluje neurogeneze w wyniku czego
nastgpuje poprawa pamiegci u pacjentdéw chorujacych na tagodne uposledzenie funkcji
poznawczych (MCI, mild cognitive inpairment) lub AD. Udowodniono, ze NA-831
statystycznie istotnie poprawia zdolno$¢ koncentracji, pami¢¢ krétkotrwala

i dlugotrwalg oraz funkcje poznawcze w porownaniu do grupy placebo [134].

6.5. Leki wplywajace na rownowage oksydacyjno-redukcyjna

Biorgc pod uwage znaczenie stresu oksydacyjnego w patomechanizmie AD,
badaniom klinicznym poddane zostaly zwigzki o wilasciwosciach antyoksydacyjnych
m.in. kurkumina czy koenzym Q10 (CoQ10). Kurkumina i jej pochodne hamujg
tworzenie fibrylarnego Af z monomeru A, a takze destabilizuja wstepnie uformowany
fibrylarny Ap in vitro, co wskazuje, ze kurkumina chroni przed toksyczno$cia Ap
i poprawia funkcje poznawcze [134,135]. Dostepna literatura wskazuje, ze kurkumina
w warunkach in vitro zmniejsza hiperfosforylacj¢ biatka tau, wigze miedz, modyfikuje
aktywno$¢ mikrogleju, hamuje AChE oraz ma wlasciwosci przeciwutleniajace.
Najwazniejszym ograniczeniem w przypadku stosowania kurkuminy jest jej niska
biodostepnos¢ po podaniu doustnym [135,136].

Z kolei CoQIl0 jest waznym kofaktorem w mitochondrialnym tancuchu
transportu elektronéw 1 ma dobrze scharakteryzowane wilasciwosci przeciwutleniajace
nie tylko w mitochondriach, ale rowniez w blonach lipidowych. Badania in vitro
wykazaly, ze podawanie CoQ10 prowadzi do zmniejszenia patologii amyloidu
w mysich modelach AD oraz wykazaty jego ochronne dzialanie na komorki neuronalne
przed uszkodzeniami oksydacyjnymi. CoQ10 zmniejsza stres oksydacyjny mozgu,
poziomy ApB42 i obcigzenie blaszkg miazdzycowg oraz poprawia wydajno$¢ poznawcza.
W badaniach przeprowadzonych na myszach jednoczesne podawanie CoQ10 i a-

tokoferolu poprawito zdolnosci behawioralne oraz uczenie si¢ u starszych myszy.
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CoQ10 jest dobrze tolerowany przez ludzi i moze by¢ obiecujacy w badaniach

terapeutycznych w AD [137-139].

Poza badaniami dotyczagcymi kurkuminy oraz CoQI10 zbadano takze
skuteczno$¢ innych naturalnych produktow i przeciwutleniaczy, w tym witaminy E,
ekstraktu z mitorzebu japonskiego, resweratrolu, melatoniny czy kwasu liponowego,
aby okresli¢, czy te zwigzki o wlasciwosciach antyutleniajgcych zmniejszajg poziom AfS
| biatka tau oraz poprawiajg funkcje poznawcze w mysich modelach AD [136]. Z kolei
wyniki badan klinicznych wskazuja, ze podawanie pacjentom substancji o charakterze
antyoksydacyjnym, takich jak witamina E, czy ekstrakt z Ginkgo biloba wykazuja
dziatanie korzystne, aczkolwiek niewielkie, obejmujace tylko nieznaczne spowolnienie

rozwoju choroby [140].

6.6. Leki o dzialaniu metabolicznym

Wyniki opublikowanych badan wykazuja, ze cukrzyca jest jednym z czynnikow
ryzyka, ktory przyczynia si¢ do rozwoju AD. Sugeruje si¢, ze obwodowe i osrodkowe
zaburzenia sygnalizacji insuliny sg charakterystyczne w obu jednostkach chorobowych.
Niezwykle istotng role odgrywa ostabienie sygnalizacji insulinowej oraz funkcji
receptora insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1, insulin-like growth factor-1),
poniewaz przyczynia si¢ to do zwigkszenia akumulacji Af w uszkodzonych obszarach
moézgu, zwigkszenia stresu oksydacyjnego, neurozapalenia oraz oslabienia integralno$ci
neuronow [141]. Charakterystyczna w cukrzycy insulinoopornos¢ powoduje dysfunkcje
mitochondriéw 1 stres oksydacyjny, co w konsekwencji wyzwala odpowiedz zapalng
oraz wzrost uwalniania cytokin (np. interleukiny-1 (IL-1), interleukiny-6 (IL-6),
interleukiny-18 (IL-18)), czynnika martwicy nowotworéw (TNF-o, tumor necrosis
factor a), biatka C-reaktywnego (CRP, C reactive protein)) [142]. Jak wskazuja wyniki
badan insulinooporno$¢ nasila charakterystyczng hiperfosforylacj¢ biatka tau

oraz odktadanie Ap [143].

Na podstawie tej teorii, przypuszcza si¢, ze insulina 1 inne leki
przeciwcukrzycowe moga modyfikowaé przebieg AD. W rezultacie opracowano
hipoteze ,,cukrzycy typu 3”, ktora pelni AD dla moézgu, co zapoczatkowalo badania
nad stosowaniem insuliny w leczeniu AD. Aktualnie trwaja badania kliniczne

dlaiinsuliny Humulin RU-100 stosowang W podaniu donosowym, oceniajgce
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dlugoterminowa (12-miesieczng) skuteczno$¢ insuliny w tagodnej postaci AD.
Transport insuliny do mézgu z krazenia obwodowego jest zalezny od aktywnych
mechanizméw transportowych, ktéore moga ulec zaburzeniu w AD, dlatego
ta szczegdlna droga podawania jest obiecujgca, poniewaz omija barier¢ krew-mozg.
Dodatkowo zostaje zmniejszone ryzyko wystepowania dziatan niepozadanych
w tkankach obwodowych. Przypuszcza si¢, ze dostarczanie insuliny bezposrednio
do moézgu aktywuje moézgowg sygnalizacje insulinowg, prowadzac do poprawy
przetwarzania pamieci i skutkuje dziataniem neuroprotekcyjnym. Pozytywny wplyw
insuliny na pami¢¢ wigze si¢ ze zwigkszeniem mozgowego przeptywu krwi, ochrong
synaps przed toksycznym dziataniem Ap i biatka tau [20,144]. Przyktady badan

klinicznych insulin w leczeniu AD przedstawiono w Tabeli 6.

Tabela 6. Aktualnie badania kliniczne prowadzone dla insulin w leczeniu AD [145].

Preparat Numer badania Faza badania Oznaczane biomarkery
klinicznego
NCT00581867 I/ aktywacja hipokampa
Insulina glulizynowa NCT02503501 Il Ap42 w CSF*;
biatko tau w CSF*
NCT01145482 nie dotyczy aktywacja glutaminy w mézgu
Insulina aspart NCT02462161 I Ap w CSF*/osoczu;
biatko tau w CSF*/osoczu;
grubos¢ kory w obszarach
wrazliwych na AD;
markery stanu zapalnego
Insulina lispro NCT01636596 wycofane mobzgowy metabolizm glukozy
NCT01436045 I Stopien funkcji poznawczych

Insulina ludzka NCTO01767909 1/ Ap4A2 w CSF*,
(Humulin R) biatko tau w CSF*;
stopien atrofii hipokampa
Insulina detemir NCT01595646 | Ap w CSF*/osoczu;
biatko tau w CSF*/osoczu;
mozgowy przeptyw krwi

CSF* (cerebrospinal fluid) - ptyn mézgowo-rdzeniowy

W leczeniu cukrzycy typu 2 (DM2; diabetes mellitus 2) i otytosci stosowany jest
réwniez liraglutyd, ktory nalezy do analogow glukagonopodobnego peptydu-1 (GLP-1,
glucagon-like peptide 1). Wyniki badan przeprowadzonych na myszach dowiodty,
ze analogi  GLP-1 obnizaja poziom Apf, hamuja stres oksydacyjny, dziataja

przeciwzapalnie w obrebie neuronow oraz poprawiaja funkcje poznawcze. Natomiast
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badania kliniczne przeprowadzone na pacjentach z tagodna lub umiarkowang postacia
AD wykazaty jedynie umiarkowanie pozytywne efekty [146,147].

Kolejng substancja nalezacg do najnowszej klasy lekow przeciwcukrzycowych,
nad ktoérag prowadzone sg badania kliniczne w odniesieniu do AD jest dapagliflozyna.
Jest to inhibitor kotransportera glukozowo-sodowego typu 2 (SGLT2, sodium-glucose
co-transporter 2). Badania dowiodly ze, dapagliflozyna zmniejsza insulinoopornosé
i hamuje AChE [145,148].

Sposréd lekéw o dziataniu metabolicznym statyny sa kolejng grupa lekow,
Ktora jest szeroko badana pod katem wplywu na AD. Kierunek tych badan wynika
z faktu, ze mozg jest najbardziej bogatym w cholesterol narzadem, a mielina zawiera
70% caltkowitego cholesterolu w modzgu. Statyny sa silnymi lekami obnizajacymi
poziom cholesterolu, stosowanymi przez miliony dorostych w zapobieganiu chorobom
naczyniowym, jednak wptyw statyn na bogata w cholesterol istote biatag mozgu jest
W duzej mierze nieznany. W badaniach klinicznych znajduje si¢ atorwastatyna
i simwastatyna. W fazie II/IIl znajduje si¢ badaniec prewencyjne ltaczace
polifarmakoterapi¢ z aktywnos$cig fizyczng. W badaniu tym poza atorwastatyng
podawane sg pacjentom leki hipotensyjne: losartan i amlodypina, ktére w potgczeniu
z aktywnoscig fizyczng majg przeciwdziata¢ wystepowaniu dyslipidemii, czy tez
nadci$nienia tgtniczego jako czynnikow ryzyka AD [149-151].

Prowadzone sa takze badania kliniczne, bedace w fazie II, nad benfotiamina,
bedaca syntetycznym analogiem tiaminy (witaminy Bj). Wyniki dowodza,
ze benfotiamina zapobiega uszkodzeniom mikro- i makronaczyniowym w cukrzycy,
zwigzanym z koncowymi produktami zaawansowanej glikacji oraz korzystnie wptywa
na funkcje poznawcze [152]. W Tabeli 7 przedstawiono przyktady badan klinicznych

lekow 0 dziataniu metabolicznym w leczeniu AD.
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Tabela 7. Badania kliniczne prowadzone dla lekow o dziataniu metabolicznym W AD
[145].

Preparat Numer badania Faza Oznaczane biomarkery
klinicznego badania

Metformina XR NCT04098666 /111 SUVR A w mézgu;
SUVR biatko tau w mézgu;
osoczowy Af
Metformina NCT01965756 I CSF AB, catkowite biatko tau,
stezenie ufosforylowanego biatka
tau

NCT00620191 Il osoczowy AB42
NCT00982202 I nieprawidlowosci laboratoryjne
13D-959 NCT04251182 I wspotczynnik 0soczowego
Ap42/40
Rosiglitazon XR NCT00428090 Il HgbA lc, masa ciata
MSDC-0160 NCT01374438 Il Adiponektyna
(Mitoglitazon)
Dapagliflozyna NCT03801642 I mo6zgowy metabolizm glukozy,

HgbAlc, aktywnos¢ oksydazy
cytochromowej, MCP-1,
eotaksyna-1, TNF-a, CRP

NCT03852901 | Ciala ketonowe
NCT01255163 Il Ciata ketonowe
NCT01843075 Il maézgowy metabolizm glukozy
NCT04777396 I CDR-SB

SUVR (standardized uptake value ratio) - warto$¢ standaryzowanego wspotczynnika wychwytu;
CSF (cerebrospinal fluid) - plyn mozgowo-rdzeniowy; HgbAlc (haemoglobin-Alc) -
hemoglobina Alc; MCP-1 (monocyte chemotactic protein 1) - biatko chemotaktyczne
monocytéw; TNF (tumour necrosis factor) - czynnik martwicy nowotworéw; CRP (C-reactive
protein) - biatko C-reaktywne; CDR-SB (Clinical Dementia Rating Scale Sum of Boxes) -
Kliniczna Skala Oceny Otgpienia - ilo§ciowa ocena ,,sumy pol”

7. Zastosowanie lekow przeciwpsychotycznych w leczeniu AD

7.1. Behawioralne i psychologiczne objawy demencji

Wielu pacjentéw chorujacych na AD cierpi jednocze$nie na behawioralne
I psychologiczne objawy demencji (BPSD, behavioral and psychological symptoms
of dementia), ktore obejmujg szeroki wachlarz zaburzen psychicznych i emocjonalnych
[153]. Migdzynarodowe Towarzystwo Psychiatrii Geriatrycznej (International Society
of Geriatric Psychiatry) definiuje objawy psychologiczne i behawioralne zwigzane
z AD jako grupe powszechnych, nieprawidlowych objawdéw u pacjentdéw z otepieniem.
Pacjenci  z demencjg wykazuja r6zne formy objawdéw  psychologicznych

i behawioralnych, m.in. depresje, agresje, apati¢, urojenia, pobudzenie, euforig,
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halucynacje, a takze zaburzenia snu. Jak wskazuja dane, wsrdd 50% pacjentow
geriatrycznych cierpiagcych na AD Iub inne formy demencji wystepuja stany
psychotyczne, depresja ujawnia si¢ u 20-30% chorych, podczas gdy na zaburzenia
Igkowe cierpi okoto 20%. Jak podaje Abraha iwspotautorzy [154] czestose
wystepowania zaburzen percepcyjnych u pacjentow z otgpieniem jest wysoka. U okoto
20% os6b bez objawdw behawioralnych w chwili rozpoznania choroby w ciggu 2 lat

wystapia niektore z ww. objawdw [154].

BPSD s3 wazng czg$cig klinicznych objawow otepienia i obejmuja wyzej
wymienione rodzaje objawdw psychicznych. Nie wszystkie zachowania psychiczne
wystepuja w tym samym czasie i czgsto wystepuja pojedynczo lub jako kombinacja
wielu objawdw. W trakcie rozwoju choroby u pacjentow z AD inteligencja stopniowo
spada, co dodatkowo poglebia uszkodzenie funkcji spotecznych i zwigksza obcigzenie
rodziny [155]. Wystapienie BPSD prowadzi do wigkszego uposledzenia funkcji
poznawczych, gorszej jakosci zycia, przedtuzonego pobytu w szpitalu, trudniejszego
wypisu i zwigkszonej $miertelnosci [156,157]. Cechy objawdw psychiatrycznych w AD
zwykle roznig si¢ od cech wystgpujacych w innych zaburzeniach psychicznych.
W poréwnaniu ze schizofrenig, urojenia w AD sg prostsze i charakteryzujg si¢ glownie
niedowierzaniem, nieufnos$cig wobec cztonkéw rodziny i1 zwigkszong podejrzliwoscia
[158]. Halucynacje w przebiegu AD maja zwykle charakter wzrokowy, rzadziej
somatyczny i wechowy [159]. Pobudzenie u pacjentow z AD prowadzi
do zwiekszonego poczucia stanu zagrozenia [ 159].

W ostatnim czasie pojawity si¢ takze doniesienia wskazujace, ze tagodne
zaburzenia  zachowania,  klinicznie = objawiajace  si¢  jako  zaburzenia
neuropsychiatryczne, moga reprezentowa¢ faz¢ prodromalng AD. W zwigzku
z powyzszym BPSD moga zosta¢ uznane za nowy cel w przyszlych badaniach
klinicznych AD oraz mogg stanowi¢ strategie profilaktyki wtérnej u pacjentow
z przedklinicznymi objawami AD. Dlatego zrozumienie patofizjologii BPSD w AD
stanowi istotny krok w kierunku projektowania lekow modyfikujacych przebieg

choroby, zdolnych do przeciwdziatania progresji AD [160].

Niestety, farmakoterapia BPSD jest skomplikowana 1 trudna; dostepne metody
leczenia sg ograniczone, powodzenie terapii jest zroznicowane, a spektrum mozliwych

dziatan niepozadanych ogranicza wybdr leku [161]. Jak wskazuje przeglad literatury
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wykonany przez Abraha i wspotautorow [154] preferowanym podejsciem w terapii
BPSD w przebiegu AD sa metody niefarmakologiczne; jednak pomimo wielu badan nie
ma wystarczajagcych dowodow skutecznosci m.in. psychoterapii czy zooterapii
ze wzgledu nabrak jednorodnosci pod wzgledem wielkosci préby w badaniach,
przyjetej interwencji oraz okresu obserwacji [154]. Aktualnie nie ma specyficznej
farmakoterapii, ktora zmniejszataby objawy BPSD, a stosowane obecnie w tych stanach
neuroleptyki majg ograniczong skuteczno$¢ kliniczng, powoduja powazne dzialania
niepozadane, moga poglebia¢ uposledzenie funkcji poznawczych i1 s3 powigzane
ze zwigkszonym ryzykiem zgonu pacjentow w podesztym wieku. Poza tym, nalezy
podkresli¢, ze dostepne obecnie leki przeciwpsychotyczne zostaty zatwierdzone
do leczenia schizofrenii i choroby afektywnej dwubiegunowej, a wiec schorzen
zwigzanych z odmiennymi zaburzeniami neurobiologicznym niz BPSD. Pomimo
wymienionych trudnosci w leczeniu BPSD, Davies i wspotautorzy [157] zaprojektowali
i opracowali oparty na dowodach algorytm, ktéry pomaga lepiej radzi¢ sobie

z objawami BPSD i kierowa¢ w zakresie wyboru odpowiedniego leku.

7.2. Neuroleptyki w leczeniu AD

Aktualne wytyczne zalecaja stosowanie lekow przeciwpsychotycznych, tylko
w przypadku braku skuteczno$ci wczesniejszych interwencji pierwszego rzutu i nie
dhuzej niz przez 12 tygodni, poniewaz dtugotrwate stosowanie neuroleptykow wiaze si¢
ze zwigkszonym ryzykiem zgonu i1 zwigkszong czestos$cig incydentdéw naczyniowo-
moézgowych w pacjentbw z otepieniem [162]. Diugotrwate podawanie lekow
przeciwpsychotycznych jest zalecane tylko u pacjentow ze skrajnie ciezkimi objawami
BPSD [163].

Leki przeciwpsychotyczne, okreslane takze jako neuroleptyki, stosowane
sa W leczeniu objawow wielu zaburzen psychicznych. W wigkszosci przypadkow
dziataja uspokajajaco 1sg stosowane w leczeniu psychoz lub zaburzen afektywnych
dwubiegunowych. Leki przeciwpsychotyczne ogoélnie dzieli si¢ na trzy grupy: leki
przeciwpsychotyczne pierwszej generacji lub ,typowe neuroleptyki”, leki
przeciwpsychotyczne drugiej generacji (tzw. ,,atypowe”) oraz leki przeciwpsychotyczne
trzeciej generacji (Tabela 8). Typowe leki przeciwpsychotyczne dzieli si¢ ze wzgledu
naich budoweg¢ chemiczng, natomiast leki atypowe ze wzgledu na wihasciwosci

farmakologiczne [164].
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Tabela 8. Ogdlna klasyfikacja lekow przeciwpsychotycznych. Opracowanie wiasne
na podstawie [165].

sPochodne fenotiazyny - Chlorpromazyna, Flufenazyna,
Perfenazyna, Prochlorperazyna, Tiorydazyna, Trifluoperazyna,
Mezorydazyna, Promazyna, Triflupromazyna, Prometazyna,

Typowe leki Lewomepromazyna, Cyjamemazyna

przeciwpsychotyczne sPochodne tioksantenu - Chlorprotiksen, Klopentyksol,
Flupentyksol, Zuklopentyksol

s Pochodne butyrofenonu - Haloperidol, Droperidol, Bromperidol,
Benperidol

»Pochodne difenylobutylopiperydyny - Pimozyd, Penfluridol

(pierwsza generacja)

* Klozapina, Olanzapina, Rysperidon, Kwetiapina,
Zyprazydon, Amisulpiryd, Asenapina, Paliperydon,
lloperydon, Zotepina, Sertyndol, Lurazydon

Atypowe leki
przeciwpsychotyczne

{druga generacja)

Trzecia generacja lekew
przeciwpsychotycznych

* Arypiprazol

Leki przeciwpsychotyczne pierwszej generacji hamuja przekaznictwo

dopaminergiczne, podczas gdy leki przeciwpsychotyczne drugiej generacji
to antagonisci receptorow dopaminergicznych D, i serotoninergicznych (5-HT, 5-
hydroxytryptamine). Wykazano, ze leki przeciwpsychotyczne oddziatuja z kilkoma
receptorami serotoninergicznymi, takimi jak receptory 5-HT1a, 5-HT2a, 5-HT2c, 5-HT3,
5-HTg [166].
Wszystkie leki przeciwpsychotyczne sa stosowane w leczeniu roéznych choréb
neuropsychiatrycznych, w tym psychozy, zespotu nadpobudliwosci psychoruchowe;j
z deficytem uwagi (ADHD, attention deficit hyperactivity disorder), pobudzenia
geriatrycznego, depresji, zaburzen odzywiania, zaburzen osobowos$ci, bezsennosci,
zespotu lgku uogolnionego, zaburzen obsesyjno-kompulsyjnych oraz zespotu stresu
pourazowego (PTSD, post-traumatic stress disorder) [167]. Niektore z tych wskazan sg
obecnie uwazane za niezgodne z zaleceniami, a skuteczno$¢ lekow
przeciwpsychotycznych w ich leczeniu jest niejednoznaczna.

Jedynym lekiem dopuszczonym do leczenia BPSD w AD (tylko w Kanadzie
i Europie) jest rysperidon, ktdrego zastosowanie ogranicza si¢ do krotkotrwatego

leczenia agresji. Rysperidon jest antagonista receptorow dopaminergicznych,
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serotoninergicznych i adrenergicznych, stosowanym w leczeniu epizodow
maniakalnych 1 zaburzen afektywnych dwubiegunowych. Lek ten jest takze
zarejestrowany do krétkoterminowego leczenia objawow behawioralnych w przebiegu
demencji m.in. w Wielkiej Brytanii, ale niew USA [157]. W Polsce zaleca si¢
stosowanie tego leku z duza ostroznoscig jedynie w pobudzeniu spowodowanym
obecnoscig psychozy, natomiast nie powinien by¢ stosowany w otepieniu naczyniowym
lub mieszanym. Wynika to z analizy badan kontrolowanych placebo, dotyczacych
stosowania rysperidonu w BPSD, ktore wykazaly zwiekszone ryzyko zgonu u chorych
stosujacych ten lek z powodu zaburzenia rytmu serca i zapalenia ptuc [168].

Istnieje kilka badan klinicznych, ktore ocenily skuteczno$¢ rysperidonu
W leczeniu BPSD. Znaczaca poprawe¢ agresji, mierzong za pomoca skali Oceny
Zaburzen Zachowania w Chorobie Alzheimera (BEHAVE-AD, Behavioral Pathology
in Alzheimer's Disease Rating Scale), zaobserwowano po zastosowaniu rysperidonu
w dawkach 1 i 2 mg w poréwnaniu z placebo [169]. Stwierdzono takze korzystne
dziatanie rysperidonu w dawce 1 mg w poréwnaniu z placebo w leczeniu psychozy
[169]. Dziatanie rysperidonu w leczeniu BPSD oceniono takze w wieloosrodkowym
badaniu Antipsychotic Discontinuation in Alzheimer's disease (ADAD), ktore objeto
180 pacjentow z AD ipobudzeniem Ilub psychozg. Cala kohorta otrzymywata
rysperidon przez 16 tygodni, a nastepnie zostala losowo przydzielona do grupy
otrzymujacej rysperidon przez 32 tygodnie, rysperidon przez 16 tygodni i placebo
przez kolejne 16 tygodni lub placebo przez 32 tygodni. Odstawienie leku doprowadzito
do zwigkszonego ryzyka nawrotu zaburzen psychiatrycznych w poczatkowym okresie
po odstawieniu leku, szczegdlnie w przypadku wystgpowania ciezkich halucynacji
na poczatku badania [170]. Inne leki przeciwpsychotyczne drugiej generacji, takie
jak olanzapina, Kkwetiapina czy trzeciej generacji — arypiprazol, sa powszechnie
stosowane poza wskazaniami w leczeniu psychoz i pobudzenia u pacjentow z AD
pomimo $redniej skuteczno$ci i powaznych obaw dotyczacych bezpieczenstwa [163].

Olanzapina jest atypowym lekiem przeciwpsychotycznym zarejestrowanym
do leczenia schizofrenii i choroby afektywnej dwubiegunowej u dorostych. Skuteczno$é¢
tego leku wleczeniu objawoéw behawioralnych w przebiegu AD zostala oceniona
w kilku badaniach klinicznych. Korzystne dzialanie olanzapiny wykazato m.in. badanie
z udziatlem ponad 600 pacjentdbw z AD z urojeniami lub halucynacjami, losowo
przydzielonych do grupy otrzymujacej placebo lub okreslong dawke olanzapiny (1,0;
2,5; 5,0 lub 7,5 mg/dobg) przez 10 tygodni. Poprawe stanu psychicznego objawiajacego

Strona | 52



si¢ zmniejszeniem czestosci urojen i halucynacji zaobserwowano w grupie leczonej,
od dawki 2,5 mg, z wyzsza skutecznos$cia dla dawki 7,5 mg [171]. W innym badaniu
Deberdt 1 wspotautorzy [172] porownali skuteczno$¢ 1 tolerancje olanzapiny
i rysperidonu z placebo u pacjentow z AD doswiadczajacych psychoz. Co ciekawe,
poprawe w zakresie funkcjonowania neuropsychiatrycznego ocenianego w skali oceny
neuropsychiatrycznej (NPI, Neuropsychiatric Inventory) oraz skali Ogodlnej Oceny
Klinicznej (CGI-S, Clinical Global Impression-Severity)  zaobserwowano
we wszystkich trzech grupach, z wyzszym odsetkiem zdarzen niepozadanych
I odstawienia w grupie rysperidonu i olanzapiny [172].

Kwetiapina jest lekiem zarejestrowanym do leczenia schizofrenii i choroby
afektywnej dwubiegunowej u dorostych. Ponadto, stosowana jest ,,poza wskazaniami”
W leczeniu leku, bezsennosci, zespotu stresu pourazowego 1 behawioralnych objawow
w demencji. Przeprowadzone badania kliniczne wykazaly, ze kwetiapina stosowana
wdawce 200 mg nadzien korzystnie wplywa na wystgpowanie objawow
behawioralnych u pacjentéw z AD w poréwnaniu z placebo ocena w skali PANSS-EC
(Positive and Negative Syndrome Scale - Excitement Component) oraz w skali CGI-C,
(Clinical Global Impression of Change). Dawka 100 mg nie wykazata rdznic
w poréwnaniu do grupy placebo [173]. Z kolei Vigen i wspotautorzy [174] nie
zaobserwowali korzystnego wptywu kwetiapiny w porownaniu z placebo lub innymi
lekami przeciwpsychotycznymi w leczeniu BPSD (badanie CATIE-AD, Clinical
Antipsychotic Trials of Intervention Effectiveness-Alzheimer's Disease) [174]. Takze
inne randomizowane badanie kliniczne ws$rdd pacjentow chorujagcych na AD nie
wykazato korzystnego wptywu leku na pobudzenie pacjentow oraz funkcje poznawcze
w poréwnaniu z placebo [175].

Arypiprazol jest atypowym lekiem przeciwpsychotycznym zarejestrowanym
W leczeniu schizofrenii u dorostych i1 miodziezy, manii w chorobie afektywne;j
dwubiegunowej u dzieci, mtodziezy i dorostych, autyzmu oraz cigzkich zaburzen
depresyjnych (MDD, major depressive disorder) u dorostych. Ze wzgledu
na bezpieczniejszy profil lek ma szersze zastosowanie, do ktérego naleza psychozy
u starszych pacjentow z otepieniem [158]. W 10-tygodniowym, wicloosrodkowym
badaniu klinicznym 208 pacjentow z AD z urojeniami lub halucynacjami przydzielono
losowo do grupy otrzymujacej arypiprazol w dawce poczatkowej 2 mg/dobg (dawka
koncowa 10 mg/dobe) lub placebo. Wyniki badania mierzone w skali NPI wykazat

poprawe¢ w zakresie wystepowania psychoz w obu grupach (arypiprazol: -6,55; placebo:
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-552; p = 0,17 w punkcie koncowym badania). Ponadto, pacjenci leczeni
arypiprazolem wykazywali znacznie wigksza poprawe w stosunku do wartosci
wyjéciowych w wynikach skali BPRS (Brief Psychiatric Rating Scale), m.in. w zakresie
psychozy w punkcie koncowym w poréwnaniu z placebo [176]. Autorzy badania
podsumowali, ze arypiprazol wykazywat podobng do placebo poprawg objawow
psychotycznych oceniang na podstawie wynikow skali NPI, ale lek mial znacznie
wickszy wplyw na ocen¢ BPRS u pacjentow z AD z psychoza, ktorzy nie byli
hospitalizowani. Zaobserwowano, ze arypiprazol byt bezpieczny i dobrze tolerowany
wtej populacji pacjentow [176]. Skuteczno$¢ arypiprazolu w dawce 10 mg
w zwalczaniu objawdw behawioralnych u pacjentéw z AD zostala takze potwierdzona
w innym wieloosrodkowych, kontrolowanym placebo badaniu klinicznym [177].

Poza wyzej wymienionymi lekami antypsychotycznymi w badaniach
klinicznych znajduja si¢ takze inne atypowe neuroleptyki, takie jak pimawanseryna,
lumateperon i brekspiprazol. Pimawanseryna, lek zatwierdzony do leczenia halucynacji
1 urojen w chorobie Parkinsona, wptywa na aktywno$¢ receptorow SHT,a Oraz SHT)c
bez antagonizowania receptorow D,. Podwdjnie $lepe, kontrolowane badanie fazy II
przeprowadzone w Wielkiej Brytanii wykazato znaczng poprawe wynikow w skali NPI
w zakresie psychozy w grupie leczonej w poréwnaniu z placebo po 6 tygodniach
leczenia [178]. Pojawily si¢ jednak obawy co do wiarygodnosci wynikow ze wzgledu
na niewielki efekt, obserwowany dopiero po 6 tygodniach oraz potencjalne problemy
z bezpieczenstwem. Trwajg takze badania kliniczne nad zastosowaniem lumateperonu
U pacjentow z AD wykazujacych klinicznie istotne pobudzenie [153]. Brekspiprazol,
modulator receptorow serotoninowych i dopaminowych o czesciowym dziataniu
agonistycznym na receptory 5HTia i D, i D3 oraz antagonistycznym wzgledem
receptordw 5HT,ap zostat zatwierdzony do leczenia schizofrenii i MDD [160,179].
Wyniki badan klinicznych z udziatem tego leku sg niejednoznaczne, ale jednoczesnie
wskazuja, ze lek wdawce 2 mg na dobe jest bezpieczny i dobrze tolerowany
U pacjentéw z AD z tagodnymi lub umiarkowanymi dziataniami niepozadanymi (bole
glowy, zawroty glowy i senno$¢). Trwaja dalsze badania fazy III nad zastosowaniem

brekspiprazolu w leczeniu BPSD u pacjentow z AD [160].
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8. Repozycjonowanie lekow

8.1. Koncepcja repozycjonowania

Proces odkrywania 1 opracowywania nowych wiodacych czasteczek
0 pozadanych wiasciwosciach farmakologicznych i fizykochemicznych (de novo drug
development), oparty jest o tradycyjne strategic ich poszukiwania, bazujgce
na screeningu fenotypowym (PDD, phenotypic drug discovery) lub podejéciu
ukierunkowanym na cel (TDD, target- based drug discovery). Screening fenotypowy
to badanie przesiewowe lekéw w komorkowych lub zwierzecych modelach chordb
w celu poszukiwania zwigzkéw aktywnych, ktore wykazuja oczekiwany efekt
biologiczny, a wigc modulujag znany proces i tym samym poprawiajag zaburzone
funkcjonowanie badanych komorek lub tkanek [180]. Z kolei opracowywanie lekdéw
na podstawie celu jest strategig ukierunkowang na identyfikacj¢ i walidacje celu
molekularnego, tj. biatka, kompleksu biatkowego, genu odpowiedzialnego za inicjacje,
promocje czy progresj¢ choroby, a nastgpnie na poszukiwaniu aktywnych czasteczek,
ktore wykazuja zdolno$¢ do modulowania lub catkowitego hamowania aktywnosci tego
celu biologicznego [181].
Tradycyjne odkrywanie 1 opracowywanie lekow jest niestety Zmudnym
oraz dtugotrwatym procesem, ktory obarczony jest duzymi kosztami badan i rozwoju
(R&D, research and development) oraz wysokim ryzykiem niepowodzenia. Dostepne
raporty wskazuja, ze przecigtny catkowity koszt odkrycia leku de novo wynosi okoto 2-
3 miliardow dolaréw. Catkowity proces opracowywania nowej czasteczki leczniczej
zajmuje od 13 do 15 lat [182]. Procedura tworzenia lekw de novo oprocz tego, ze jest
procesem niezwykle kosztownym to jest rowniez bardzo ryzykowna. Tylko nieliczne
substancje przechodza pozytywnie przez caly proces badawczy. Szacuje sig,
ze Wskaznik sukcesu w opracowaniu nowego leku wynosi $rednio tylko 2 % [183-185].
Ta niekorzystna sytuacja wymusza na koncernach farmaceutycznych znalezienie
tanszych, szybszych 1 bardziej efektywnych metod odkrywania nowych substancji
leczniczych, ajedng z takich metod jest tzw. repozycjonowanie lekéw. W literaturze
naukowej mozna znalez¢ rowniez pojecia zamienne dla repozycjonowania lekow
tj. ,,przekierowywanie lekow” lub ,,znajdowanie nowych zastosowan dla starych lekow”
(drug repurposing, drug reprofiling, drug retasking, drug repositioning).

Repozycjonowanie lekow jest obiecujacg $ciezkg umozliwiajacg znalezienie lekow

Strona | 55



o nowych wskazaniach terapeutycznych, ktéra pozwala na skrocenie czasu
jak i zmniejszenie kosztow zwigzanych z badaniami wstepnymi, optymalizacja
struktury chemicznej, przesiewowg analizg in vitro i in vivo, badaniami

toksykologicznymi czy klinicznymi (Rysunek 6) [186].

Proces odkrywania lekow de nove

A J

.. .
Odkrywanie Badania Fazalillbadan Faza lllbadan
nowych lekow przedkliniczne klinicznych klinicznych

h J

okoto2-3mid S, 13-15 lat

Proces repozycjonowania lekéw
Okreslenie
celu

Rysunek 6. Pordwnanie procesu odkrywania [lekow de novo z koncepcjg
repozycjonowania lekéw wg [180-180].

W

W

okoto 900 min S, 6 lat

Strategia repozycjonowania lek6w ma na celu znalezienie nowej aktywnosci
biologicznej oraz weryfikacj¢ skutecznosci lekow juz zarejestrowanych i bedacych
narynku farmaceutycznym, a takze czasteczek odrzuconych wcze$niej w badaniach
Klinicznych, w nowych wskazaniach, ktore sg catkowicie odmienne od wskazan,
do ktorych zwigzki te zostaly przewidziane. Repozycjonowanie, w pordwnaniu
z tradycyjnym  odkrywaniem lekéw, wymaga zdecydowanie mniej czasu,
poniewaz pozwala oming¢ poczatkowe etapy projektowania i syntezy czasteczki,
okreslania jej wilasciwosci fizykochemicznych, pomija si¢ réwniez badania
toksykologiczne i przedkliniczne. Jest to mozliwe, poniewaz wszystkie te badania
zostaly juz wykonane dla danej czasteczki i wszystkie niezbedne dane i informacje
dotyczace bezpieczenstwa i1 skutecznosci sg dostepne. Ponadto, ustalona zostata juz
skuteczna dawka danego leku oraz droga jego podania, co wplywa na szybsze
rozpoczecie badan klinicznych w celu ustalenia skuteczno$ci danego leku w innych

schorzeniu niz to, do ktoérego zostata pierwotnie zaprojektowana [186].
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Dostepne raporty wskazujg, ze repozycjonowanie lekow moze byé¢ szczegolnie
istotne dla rozwoju terapii chorob rzadkich, tj. takich, na ktore cierpi stosunkowo
niewielki odsetek pacjentow w skali globalnej. Choroby rzadkie bardzo czesto sg
nieuleczalne, poniewaz w wielu przypadkach sg to schorzenia o podtozu genetycznym,
atakze brakuje danych dotyczacych samego przebiegu choroby oraz odpowiednich
lekéw. Firmy farmaceutyczne rzadko podejmuja si¢ rozwoju nowych lekow do leczenia
chorob rzadkich, poniewaz badania wymagaja ogromnych naktadéw finansowych,
a prawdopodobienstwo pomyslnego wprowadzenia farmaceutyku na rynek jest
niewielkie. Stad tez firmy farmaceutyczne zdecydowanie chetniej siggaja po narzedzie,
jakim jest repozycjonowanie lekow, bedace wyraznie tansza i szybsza alternatywa

dla konwencjonalnego procesu rozwoju lekéw [187].

8.2. Strategie repozycjonowania

Repozycjonowanie lekow zapoczatkowaly przypadkowe obserwacje korzystnych
efektow dziatania lekow u ludzi, ktore nie zostaty przewidziane przez badaczy. Ten
sposOb pozyskiwania nowych lekéw wcigz bywa wykorzystywany, szczegllnie w IV
fazie badan klinicznych, gdzie obserwuje si¢ efekty dzialania lekéw
juz zarejestrowanych. Jednak ze wzgledu na szybki rozwdj technik bioinformatycznych
I chemoinformatycznych, przypadkowe odkrycia nowych wskazan lekow stracily
na znaczeniu, a proces repozycjonowania aktualnie opiera si¢ na racjonalnym podej$ciu
wykorzystujacym wiedz¢ nt. lekoéw oraz chorob. Niebagatelng rolg¢ w reprofilingu
lekow odgrywaja takze systemy komputerowe, ktore 13acza dostgpne dane
W poszukiwaniu najbardziej obiecujgcych kandydatow na leki repozycjonowane
[15,188].

Strategie repozycjonowania lekéw mozna podzieli¢ na dwie grupy, tj. metody
doswiadczalne oraz metody obliczeniowe. W obrebie metod doswiadczalnych
wyrdézniamy testy wigzania, ktoére pozwalaja okreslic powinowactwo zwigzkoéw
chemicznych do okreslonych celow molekularnych oraz fenotypowe metody
przesiewowe polegajace na testowaniu w warunkach in vitro duzych bibliotek
zwiazkow w poszukiwaniu tych, ktore najsilniej zmieniaja fenotyp komorek [15,186].
Druga grupa metod, tj. metody obliczeniowe wykorzystuja skomplikowane systemy
komputerowe taczace dane o znanych celach molekularnych, lekach, biomarkerach

chorobowych  czy patogenezie schorzen wcelu identyfikacji tych lekdw,
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ktore z wysokim prawdopodobienstwem okazg si¢ efektywne Klinicznie. Ta grupa
metod, w poréwnaniu do metod do$wiadczalnych, jest zdecydowanie mniej
kosztochtonna oraz stwarza mniej ograniczen. W obrebie metod obliczeniowych mozna

wyréznic:

— metody skoncentrowane na leku, ktore wykorzystuja fakt, ze wiele lekow
oddziatuje nie z jednym, ale z kilkoma réznymi celami molekularnymi,
co sprawia, ze lek dysponuje potencjatem =zastosowania go w innych
jednostkach chorobowych;

— metody oparte na celu, w ktorych przewiduje si¢ oddzialywanie réznych lekow
z izolowanym celem molekularnym (np. receptorem);

— metody oparte na wiedzy, ktére pozwalaja powigza¢ informacje nt. znanych
lekow tak, aby przewidzie¢ ich dotychczas niepoznane dzialanie. Wyniki moga
by¢ oparte np. na identyfikacji nowych celéw molekularnych lub podobienstwie
lek-lek i moga da¢ podstawy do zidentyfikowania nowych wskazan dla znanych
lekow.

— metody wykorzystujace sieci potaczen polegaja na analizie interakcji leku
z celem oraz roznych mechanizmow dziatania lekoéw w celu odkrycia nowych,
specyficznych dla choroby celéw molekularnych;

— metody wykorzystujace geny pozwalajg zidentyfikowa¢ nowe cele molekularne
dlalekow oraz okre§la¢ mechanizmy przebiegu chorob na podstawie

analizowania ekspresji wielu genéw [15,189].

8.3. Przyklady repozycjonowanvych lekow

Wedlug Parvathaneni i wspotautorow [15] usystematyzowana strategia
polegajaca na poszukiwaniu nowych wskazan dla zarejestrowanych lekéw przyczynita
si¢ w ostatnich latach do dopuszczenia przez FDA okoto 30% lekow [15,186]. Jednym
z pierwszych lekéw, dla ktorych ,odkryto” nowe wskazania jest kwas
acetylosalicylowy. Aspiryna poczatkowo sprzedawana byta jako §rodek przeciwbolowy,
jednak zaobserwowano, ze w niskich dawkach dziala roéwniez antyagregacyjnie
naptytki krwi. Kolejnym znajczgéciej podawanych  przyktadow  lekdw
repozycjonowanych jest sildenafil — inhibitor fosfodiesterazy typu 5 (PDES5,
phosphodiesterase 5), opracowany w latach osiemdziesigtych XX wieku, ktory miat by¢

alternatywa dla nitratbw stosowanych w leczeniu dusznicy bolesnej i nadcisnienia.
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W badaniach klinicznych okazato si¢ jednak, ze lek wywotywat erekcje 1 to wihasnie
leczenie zaburzen wzwodu stato si¢ jego pierwszym wskazaniem, w ktérym zostat
zarejestrowany i dopuszczony do obrotu w 1998 roku [190]. Kolejnym przyktadem
repozycjonowania zakonczonego sukcesem jest talidomid. Lek ten zostal opracowany
w latach pigédziesiatych XX wieku jako lek o dziataniu uspokajajacym, natomiast
szersze zastosowanie znalazt w tagodzeniu porannych nudnosci i wymiotéw U kobiet
w cigzy. Kilka lat pdzniej, kiedy wykazano jego dziatanie teratogenne, zostat
on wycofany zrynku farmaceutycznego, a jego ewentualny powrdt wydawat sie
niemozliwy. Jednak pod koniec lat dziewigcdziesiatych talidomid ponownie zostat
zatwierdzony do leczenia, tym razem szpiczaka mnogiego [191]. Dane z ostatnich kilku
lat zaprezentowane przez Polamreddy i wspotautorow [192] wskazujg, ze dla
wiekszosci (okolo 60%) repozycjonowanych lekéw nowe wskazanie znajdowalo si¢
W obrgbie innego obszaru terapeutycznego. Z kolei pozostata czgs¢ lekow znajduje
nowe zastosowania W tym samym obszarze terapeutycznym. Dominujgce dziedziny,
w ktdrych dokonuje si¢ reprofilingu lekow to onkologia i neurologia [192].

Istnieje szereg przyktadow lekéw repozycjonowanych, z ktérych jedne uzyskaty
juz dopuszczenie do obrotu, inne za$ znajduja si¢ w trakcie badan klinicznych. Wybrane

przyktady zostaty przedstawione w Tabeli 9.
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Tabela 9. Przyktady lekow repozycjonowanych [15,192-196].

Amfoterycyna B lek przeciwgrzybiczy

Fosmidomycyna infekcje drog
moczowych

choroba Parkinsona

podczas snu REM;
stwardnienie zanikowe
boczne

8.4. Repozycjonowanie lekéw w leczeniu AD

Lek Oryginalne Nowe wskazanie Etap badan
wskazanie
lek przeciwbolowy czerniak ztosliwy II faza badan
acetylosalicylowy I przeciwgoraczkowy klinicznych
nadcis$nienie porost wlosow dopuszczony
DM2 ostra biataczka szpikowa  badania
przedkliniczne
osteoporoza rak piersi dopuszczony
przerzutowy rak piersi  zaburzenie afektywne dopuszczony
dwubiegunowe
lek przeciwgrzybiczy — rak prostaty I faza badan
klinicznych
DM2 zaawansowany rak II faza badaf
prostaty klinicznych
leiszmanioza ukonczona faza Ill

badan klinicznych

rak jelita grubego rak jajnika wrazliwyna  dopuszczony
platyng

padaczka otytosé dopuszczony

tuszczyca stwardnienie rozsiane dopuszczony

rak watroby i nerki rak tarczycy dopuszczony
malaria ukonczona faza II

badan klinicznych

Auranofina lek giardioza; biataczka i /11 faza badan
- przeciwreumatyczny chioniak; HIV; gruzlica; klinicznych
rak ptuc
synukleinopatie; /11T faza badan
zaburzenia zachowania klinicznych

W zwigzku z coraz wigksza wiedzg dotyczaca patomechanizmu powstawania
AD dominuje poglad, ze droga do skutecznej terapii jest oddziatywanie lekéw na wiecej
niz jeden $cisle okreslony cel molekularny [197,198]. Stad tez duze nadzieje wigze si¢
z lekami, ktore wplywaja na kilka mechanizméw lezacych u podioza choroby,
poniewaz przypuszcza si¢, ze leki takie wykaza wieksza skuteczno$¢ terapeutyczng
oraz nie bedg indukowaty swoistej opornosci na leczenie [197].

Jedng z grup lekow, ktérych podjeto proby repozycjonowania w AD sg leki
przeciwnadci$nieniowe, z grupy blokerow receptora angiotensyny (ARB, angiotensin
receptor blockers) oraz blokery kanatu wapniowego. W badaniach przedklinicznych

wykazano ich aktywnos$¢ neuroprotekcyjng oraz przeciwzapalng. Z grupy ARB zbadano
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m.in. telmisartan, losartan, walsartan, kandesartan oraz olmesartan. Czg¢$¢ z nich,
jak telmisartan czy losartan, zostalty wlaczone do badan klinicznych. Badaniami in vitro
objeto takze szereg pochodnych dihydropirydyny (np. nimodyping, amlodyping,
nitrendypine oraz nilwadyping), a takze diltiazem i werapamil. Sposrod tych zwigzkow
na podstawie uzyskanych wynikow do badan klinicznych zakwalifikowane zostaty
nitrendypina i nilwadypina [197].

Ze wzgledu na molekularne powigzania AD z DMZ2, kolejna grupa lekow
podlegajacych repozycjonowaniu sg leki przeciwcukrzycowe. Faze badan klinicznych
osiggnety zardwno rozne analogi insuliny, jak i leki syntetyczne, wsrod ktorych mozna
wymieni¢ metformineg, pioglitazon, a takze analogi GLP-1 takie jak liraglutyd
czy eksenatyd [197]. Przyktady lekow, ktore badano pod katem repozycjonowania

w AD przedstawiono w Tabeli 10.

Tabela 10. Przykiady Ilekow, nad ktorymi byly badania zmiany zastosowania
ukierunkowane na terapie AD [199,200].
Lek Grupa lekow Oryginalne wskazanie

Blokery kanatu Nadci$nienie
wapniowego

Bloker kanatu wapniowego  Spastycznos$¢ migsni

analog GLP-1 DM2

NLPZ Lek przeciwbdlowy

Analog nukleozydowy Lek przeciwwirusowy

Antybiotyk tetracyklinowy  Lek przeciwbakteryjny

Jak podaje Bauzon i wspotautorzy [201] w 2020 roku w Stanach zjednoczonych
prowadzono 53 badania kliniczne, w ktorych badano 58 lekéw repozycjonowanych.
Wigkszo$¢ z tych lekéw znajduje si¢ w II fazie badan klinicznych. Najwigkszy odsetek
lekbw repozycjonowanych w AD stanowig leki hematologiczno-onkologiczne (20%),
leki stosowane w chorobach uktadu sercowo-naczyniowego (18%), leki stosowane
w psychiatrii  (14%), leki przeciwcukrzycowe (12%) oraz leki stosowane
w schorzeniach neurologicznych (10%). Pozostale leki reprezentuja inne obszary
terapeutyczne (tj. kannabinoidy, witaminy, alkaloidy czy nutraceutyki). Autorzy
dokonali takze podziatu lekéw bedacych w trakcie badan klinicznych ze wzgledu
na mechanizm dziatania, na leki modyfikujace przebieg choroby oraz leki objawowe.

Zdecydowana wigkszo$¢ z nich, bo az 78%, to leki modyfikujace przebieg choroby
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(DMT, disease-modifying therapy), do ktérych zaliczono leki onkologiczne, leki
kardiologiczne oraz przeciwcukrzycowe. Natomiast leki zwalczajace objawy AD
to gltéwnie leki stosowane w zaburzeniach psychiatrycznych [201].

W fazie badan przedklinicznych znajduja si¢ takze leki przeciwdepresyjne.
W modelach zwierzecych, w ktérych stosowano fluoksetyne i wortioksetyne, wykazano
ich wilasciwosci w kierunku pobudzania neurogenezy, a tym samym poprawe
zapamietywania i uczenia si¢ [197]. Szereg badan wskazuje takze na zwigzek dysbiozy
jelitowej z zapadalnoscig na AD. Zainicjowato to poszukiwania potencjalnych lekow
naAD w grupie antybiotykéw. Badania na modelach zwierzecych wykazaly,
ze nieliczne antybiotyki, takie jak ryfampicyna, rapamycyna i minocyklina, posiadaja
dzialanie przeciwzapalne i polepszaja funkcje poznawcze. Jednak ich zastosowanie

u ludzi pozostaje kontrowersyjne [197].
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Zalozenia i cel pracy

AD manifestuje si¢ nie tylko utrata pamigci i pogorszeniem funkcji poznawczych,
ale takze czesto towarzysza jej objawy neuropsychiatryczne - BPSD, obejmujgce
m.in. pobudzenie, agresje czy lek, ktore zwykle leczone sg zapomocsg lekdéw
przeciwpsychotycznych. Udowodniono, ze obecno$¢ BPSD, zwlaszcza objawdw
psychotycznych, pogarsza naturalny przebieg demencji, powodujac szybsze narastanie
deficytow poznawczych, nasilenie funkcjonalnej niepetnosprawnoséci, a w konsekwencji
$mierci. Wszystkie te nastgpstwa zaburzen psychicznych u oséb cierpigcych na AD
wskazuja na kluczowe znaczenie proponowanych interwencji terapeutycznych, w tym
stosowania lekéw psychotropowych. Jednak, jak do tej pory, nie podjeto prob
oszacowania potencjalnego zastosowania neuroleptykdw jako adiuwantow do Kklinicznie
zatwierdzonych AChEIs. Wydaje si¢ to szczegolnie istotne w kontekscie potencjalnych
interakcji, w tym synergizmu badz antagonizmu, zachodzacych pomiedzy
zarejestrowanymi lekami w leczeniu AD a neuroleptykami. Potencjalny efekt
synergistyczny, mogacy skutkowa¢ wyzszym poziomem ACh w mézgu, moze stanowic
dodatkowe uzasadnienie klinicznej korzysci dla pacjenta chorujacego na AD
Z jednocze$nie wystepujacymi BPSD.

Podstawa do rozpoczecia badan podjetych w ramach rozprawy doktorskiej byty
wyniki badan in silico, ktére wskazujg, ze niektore leki przeciwpsychotyczne moga
wykazywa¢ potencjal w leczeniu AD. Badania tego typu prognozuja potencjalng
aktywnos$¢ lekow w odniesieniu do wybranych biochemicznych aspektow i hipotez
rozwoju AD, m.in. hipotezy cholinergicznej, odktadania Af czy teorii oksydacyjnej.
Kumar i wspotautorzy [16] zastosowali metode obliczeniowsg oparta na interakcji
ligand-biatko w celu oceny potencjalnego zastosowania lekow przeciwpsychotycznych
do leczenia AD. Przeprowadzili oni przesiewowe badanie insilico 150 lekow
przeciwpsychotycznych wzglgdem pigciu gtownych celi biatkowych (AChE, BuChE,
BACE 1, MAO i NMDA) za pomocg dokowania molekularnego. Autorzy stwierdzili,
ze niektore leki przeciwpsychotyczne moga wykazywaé dzialanie przeciwko Kilku
celom zwigzanym z AD [16]. Sposréd przebadanych lekéw sulmepryd, chlorowodorek
promazyny, bromperidol, anizopirol, melperon, pimozyd, benperidol, azabuperon
I anisoperydon istotnie oddziatywaty z wybranymi celami biatkowymi AD. W oparciu

o otrzymane wyniki dokowania, pimozyd wykazywal najlepsza interakcje z AChE,
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bromperidol z BuChE, melperon z MAO A, anizopirol z NMDA, anisoperydon
I benperidol zBACE 1 [16]. Niemniej jednak, dane oparte na modelowaniu
komputerowym oraz obliczeniach matematycznych nie dostarczajg informacji na temat
realnych konsekwencji repozycjonowania lekéw. W przypadku zmiany przeznaczenia
insilico moze istnie¢ mozliwo$¢ fatszywie dodatnich wynikdw podczas badan
przesiewowych, a takze aktywno$¢ potencjalnych czasteczek leku moze si¢ réznic¢
w warunkach in vitro oraz in vivo.

W oparciu o dane literaturowe i wyniki badania in silico [16] wytypowano
7 lekéw przeciwpsychotycznych nalezacych do grupy N 05 wg klasyfikacji
anatomiczno-terapeutyczno-chemicznej (ATC), o rdéznej budowie chemicznej
(Tabela 11) w celu weryfikacji hipotezy badawczej dotyczacej nowej, potencjalnej
aktywnosci tych zwigzkéw w leczeniu AD. Umozliwi to takze ustalenie zaleznos$ci
migdzy budowsg, aaktywno$cig biologiczng neuroleptykéw, w tym dzialaniem

hamujacym aktywno$¢ ludzkich esteraz czy agregacje Ap.

Tabela 11. Badane zwiqzki z podziatem na generacje i przynaleznosé do grupy ATC.
Generacja Nazwa Kod ATC Struktura chemiczna

zwiazku

N 05 AA 03

Promazyna Pochodne fenotiazyny z tancuchem

alifatycznym
Haloperidol N 05 AD 01  Pochodne butyrofenonu

Bromperidol N 05 AD 06
Benperidol N 05 AD 07

Pimozyd N 05 AG 02  Pochodne difenylobutylopiperydyny
Penfluridol N 05 AG 03

Kwetiapina N 05 AH 04  Pochodne diazepiny, oksazepiny
i tiazepiny

Szczegdlowe cele badawcze rozprawy doktorskiej obejmuja:

1. ocen¢ stopnia hamowania aktywnos$ci ludzkich AChE i1 BuChE przez badane
zwiazki oraz wyznaczenie wartosci stezenia hamujgcego aktywnos$¢ enzymow
w 50% (ICs, half maximal inhibitory concentration),

2. wyznaczenie parametrow kinetycznych reakcji enzymatycznych i wskazanie

typu inhibicji,
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3. ocen¢ potencjalnego synergizmu wymienionych substancji leczniczych
Z donepezilem/rywastygming w stosunku do AChE i BuChE oraz komputerowa
symulacje synergizmu i antagonizmu badanych lekow przy uzyciu programu
CompuSyn.

4. okreslenie wptywu badanych lekdw na agregacje Ap,

5. ocen¢ potencjalu  antyoksydacyjnego  lekdbw  przeciwpsychotycznych
w warunkach indukowanego stresu oksydacyjnego badanego w erytrocytarnym

oraz komorkowym modelu in vitro.

Podsumowujac, przeprowadzone badania moga przyczyni¢ si¢ do zglgbienia wiedzy
natemat synergizméw/antagonizméw wybranych lekdéw przeciwpsychotycznych
z potwierdzonymi Klinicznie inhibitorami AChE i BUChE, co w przysztosci moze
okaza¢ si¢ istotne w leczeniu pacjentow z AD, u ktérych wstepuja BPSD. Na przyktad,
$rednie stgzenie terapeutyczne kwetiapiny, w badaniach in vitro, obniza aktywno$¢
BuChE o okoto 23% co moze mie¢ znaczenie kliniczne w przypadku pacjentow
Z otepieniem, u ktorych zastosowano skojarzone leczenie donepezilem i1 kwetiaping
[202]. Ponadto, rezultaty niniejszej dysertacji umozliwiaja ocen¢ wynikow
prognozowanych w testach insilico oraz pozwalaja oszacowa¢ nowy potencjal
farmakologiczny badanych lekéw przeciwpsychotycznych, co moze mie¢ istotne
znaczenie dla dalszych kierunkoéw badan tych zwigzkow, a takze w praktyce klinicznej
terapii AD.
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Czes¢ badawcza

9. Materialy i odczynniki

9.1. Badane zwiazki

Zwigzki a — i (Rys. 5), o najwyzszej czystosci (> 98%), zakupiono w Sigma Aldrich

(Sigma Aldrich, USA) i zastosowano bez dalszego oczyszczania.

a)

b)

d)

f)

9)

Haloperidol
4-[4-(4-chlorofenylo)-4-hydroksy-1-piperidylo]-1-(4-fluorofenylo)-butan-1-on,
M = 375,9 g/mol, (Sigma Aldrich, USA, nr kat. H1512-5MG)
Bromperidol
4-[4-(4-bromofenylo)-4-hydroksypiperydyn-1-ylo]-1-(4-fluorofenylo)butan-1-
on,

M = 420,3 g/mol, (Sigma Aldrich, USA, nr kat. B1152000)
Benperidol
1-{1-[4-(4-Fluorofenylo)-4-oksobutylo]-piperydyn-4-ylo}-1,3-
dihydrobenzimidazol-2-on,

M = 381,4 g/mol, (Sigma Aldrich, USA, nr kat. B0470000)
Penfluridol

1-[4,4-bis(4-fluorofenylo)butylo]-4-[4-chloro-3-
(trifluorometylo)fenylo]piperydyn-4-ol,

M =524,0 g/mol, (Sigma Aldrich, USA, nr kat. P3371-50MG)
Pimozyd
1-[1-[4,4-bis(4-fluorofenylo)butylo]-4-piperydynylo]-1,3-dihydro-2H-
benzimidazol-2-on,

M = 461,6 g/mol, (Sigma Aldrich, USA, nr kat. P1793-500MG)
Kwetiapiny fumaran
2-[2-(4-dibenzo[b,f][1,4]tiazepin-11-ylo-1-piperazynylo)etoksy]etanolu
fumaran,

M = 441,5 g/mol, (Sigma Aldrich, USA, nr kat. PHR 1856-1G)
Promazyny chlorowodorek

10-(3-dimetyloaminopropylo)fenotiazyny chlorowodorek,

M = 320,9 g/mol, (Sigma Aldrich, USA, nr kat. P6656-25G)
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h) Donepezilu chlorowodorek
2-[(1-benzylopiperydyn-4-ylo)metylo]-5,6-dimetoksy-2,3-dihydroinden-1-onu
chlorowodorek,

M = 415,9 g/mol, (Sigma Aldrich, USA, nr kat.D6821-10MG)

1) Rywastygminy winian
N-etylo-N-metylokarbaminian (S)-3-[1-(dimetyloamino)etylo]fenylu winian,
M =400,4 g/mol, (Sigma Aldrich, USA, nr kat. SML0881-50MG)

Rysunek 7 przedstawia struktur¢ chemiczng oraz zakres stgzen terapeutycznych
badanych lekow przeciwpsychotycznych.
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Rysunek 7. Budowa chemiczna badanych lekéw przeciwpsychotycznych
oraz zatwierdzonych do stosowania klinicznego inhibitorow AChE: donepezilu
I rywastygminy. Dla kazdego zwigzku podano zakres stezen terapeutycznych w 0S0CzZU

[203-214]. Wzory strukturalne opracowane zostaly z wykorzystaniem programu
ChemSketch.
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9.2. Odczynniki

Reakcje enzymatyczne zostaty wykonane z uzyciem nastepujacych odczynnikdéw:

» 0,1 mol/L bufor fosforanowy o pH = 7,0 i pH = 8,0 (fosforan dwusodowy,
fosforan jednosodowy (J.T. Baker, USA));

» podstawowy roztwor jodku acetylotiocholiny w wodzie (ATC; 21,67 mg/mL)
(Sigma Aldrich, USA);

» podstawowy roztwér jodku butyrylotiocholiny w wodzie (BTC; 20,50 mg/mL)
(Sigma Aldrich, USA);

» roztwér podstawowy kwasu 5,5'-disulfanodiylobis(2-nitrobenzoesowego)
(DTNB; 0,01 mol/L) (Sigma Aldrich, USA) przygotowany w buforze
fosforanowym o pH = 7,0.

Roztwory: ATC, BTC oraz DTNB przechowywano w matych porcjach, w temperaturze
-30 °C. Przed kazdym eksperymentem odczynniki ogrzewano do temperatury 37 °C,
przez 15 minut. Do okreslenia parametréw kinetycznych i typu inhibicji enzymatycznej

wykorzystano odpowiednie rozcienczenia roztworéw podstawowych ATC i BTC
(1:2 - 1:20).

Odczynniki  stosowane do oceny potencjalu  antyoksydacyjnego lekow

przeciwpsychotycznych:

» 0,9% NaCl (0,15 mol/L) (Chempur, Polska);

» 2,0% obj./obj. Triton X-100 (Polskie Odczynniki Chemiczne, Polska);

» 50 g/L heksacyjanozelazian (II) potasu (K4[Fe(CN)g]) (Polskie Odczynniki
Chemiczne, Polska);

» 15,0 mmol/L, 17,5 mmol/L, 50 mmol/L dichlorowodorek 2,2'-azobis(2-
metylopropionamidyny) (AAPH, Sigma Aldrich, USA).

» 10 pg/mL kwas askorbinowy (AA, Sigma Aldrich, USA)

Roztwory przygotowywano ex tempore.

Odczynniki zastosowane do badania agregacji Ap42:

» rekombinowany ludzki Ap 1-42, ultra czysty (Sigma Aldrich, USA).
Przygotowany w 1% NH,OH roztwor podstawowy Ap42 o stezeniu 220 pmol/L
przechowywano w matych porcjach w temperaturze -30 °C i przed kazdym

eksperymentem ogrzewano w temperaturze pokojowej przez 15 min.
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» Roztwor tioflawiny T (Thioflavin T, ThT; Sigma Aldrich, USA), o st¢zeniu
0,03 mol/L, przygotowany zostat w buforze fosforanowym o pH = 7,4 (fosforan
dwusodowy, fosforan jednosodowy (J.T. Baker, USA)).

Hodowla komdérkowa

Ludzkie komorki srodbtonka zyty pepowinowej (HUVEC, Human Umbilical
Vein Endothelial Cells) zakupione zostalty w Lonza (Lonza, Szwajcaria) i hodowane
zgodnie z wytycznymi producenta, stosujgc odpowiednie odczynniki: EGM-2 —
medium wraz z czynnikami  wzrostu (Lonza, Szwajcaria). Komdrki hodowano
w inkubatorze (Heracell VIOS 160i, ThermoFisher Scientific, USA) w obecnosci 5,0%
CO,, wtemperaturze 37 °C. Komérki hodowano w butelkach hodowlanych
o powierzchni dna 75 cm? w objetosci 10,0 mL pozywki (medium EGM-2, Lonza,
Szwajcaria). W celu pasazowania komorek, po stwierdzeniu 80% konfluencji komorek,
butelki hodowlane przeptukano buforem HEPES (Lonza, Szwajcaria), a nast¢pnie
dodano 5,0 mL roztworu akutazy (Sigma Aldrich, USA) w celu oderwania ich
od powierzchni butelki. Po 4 — 5 minutach inkubacji komorek w temperaturze 37 °C,
za pomocg mikroskopu optycznego (Opta-Tech) sprawdzono czy komorki si¢ odkleity
od powierzchni naczynia hodowlanego. Pipeta serologiczng przeniesiono zawiesing
komorek do proboéwki wiréwkowej, a butelke przeptukano buforem HEPES (5,0 mL).
Zawiesing komorek odwirowano (5 min, 220 x @; wirdwka Sorvall ST 8R,
ThermoFisher Scientific, USA). Pobrano roztwor znad osadu komoérek i dodano 5,0 mL
pozywki, po czym dokladnie zmieszano w celu uzyskania jednorodnej zawiesiny.
Liczba komorek zostatla obliczona przy uzyciu komory Neubauera, a roztwor
rozcienczono do odpowiedniej objetosci iwysiano komorki do kolejnych butelek

hodowlanych (75 cm?).

Astrocyty zakupiono w Life Technologies (ThermoFisher Scientific, USA)
jako Gibco Kit, stanowigcy: Gibco Human Astrocytes Kit zawierajagcy prawidtowe
komorki ludzkie oraz Gibco Astrocyte Medium Kit sktadajagcy si¢ z: podioza
podstawowego (DMEM), suplementu N-2 isurowicy ptodowej bydlecej OneShot
(FBS) (ThermoFisher Scientific, USA). Komérki hodowano w inkubatorze (Heracell
VIOS 160i, ThermoFisher Scientific, USA) w obecnosci 5,0% CO,, w temperaturze
37 °C, zgodnie z wytycznymi producenta w butelkach hodowlanych (75 cm?) pokrytych
Geltrex (ThermoFisher Scientific, USA). Roztwdr podstawowy Geltrex, przygotowano
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zgodnie z zaleceniami producenta — rozcienczono go w stosunku 1:1 w pozywce
DMEM i przechowywano w matych porcjach w temperaturze —20 °C. Bezposrednio
przed uzyciem, roztwor rozmrozono irozcienczono 1:100 w DMEM, a nastepnie
pokryto dno naczynia hodowlanego w ilosci 200 ul matrycy Geltrex™ na cm? naczynia
hodowlanego. Butelke hodowlang pokryta Geltrex inkubowano w temperaturze 37 °C
przez 1 godzing. W celu wysiania komorek, butelki hodowlane przeptukano wstepnie
roztworem soli fizjologicznej buforowanej fosforanem (DPBS) firmy Dulbecco
z jonami wapnia i magnezu (ThermoFisher Scientific, USA), a nastepnie wysiano
komorki do naczynia hodowlanego i dodano 10 mL pozywki DMEM. W celu
pasazowania komorek, po stwierdzeniu 80% konfluencji komorek, butelki hodowlane
przeptukano buforem DPBS (ThermoFisher Scientific, USA), nast¢pnie dodano 5,0 mL
roztworu akutazy (Sigma Aldrich, USA) w celu oderwania ich od powierzchni butelki.
Po 4 — 5 minutach inkubacji komorek w temperaturze 37 °C, za pomocg mikroskopu
optycznego (Opta-Tech) sprawdzono czy komorki si¢ odkleity od powierzchni naczynia
hodowlanego. Pipeta serologiczng przeniesiono zawiesing komorek do probowki
wirowkowej, a butelk¢ przeptukano buforem HEPES (5,0 mL). Zawiesing komorek
odwirowano (5 min, 220 x g; wiréwka Sorvall ST 8R, ThermoFisher Scientific, USA).
Pobrano roztwdr znad osadu komérek i dodano 5,0 mL pozywki, po czym doktadnie
zmieszano w celu uzyskania jednorodnej zawiesiny. Liczba komorek zostata obliczona
przy uzyciu komory Neubauera, a roztwor rozcienczono do odpowiedniej objetosci

i wysiano komérki do kolejnych butelek hodowlanych (75 cm?).
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10. Material biologiczny

Materiat biologiczny uzyskano od zdrowych dawcow z Wojew0dzkiego
Specjalistycznego Szpitala im. dr W. Bieganskiego w Lodzi. Krew pobierano
do probowek prozniowych zawierajacych cytrynian sodu w stosunku 1:9. Badania
wykonywane z uzyciem materiatu biologicznego w ramach niniejszego doktoratu
uzyskaly zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w  Lodzi
(RNN/278/19/KE) (zatacznik 2).

10.1. Przygotowanie 0socza

Oddzielenie erytrocytow (RBC, red blood cells) od osocza przeprowadzono
przez odwirowanie (3000 x g, 10 min, 20°C) w wirowce Micro 22 R (Hettich
Zentrifugen, Niemcy). Osocze zamrazano i przechowywano w temperaturze —30 °C
maksymalnie do dwoch miesiecy. Przed eksperymentami osocze rozmrazano

w temperaturze 37 °C przez 15 min i stosowano do oznaczenia aktywno$ci BuChE.

10.2.  Przygotowanie zawiesiny erytrocytow

Krew w probdwkach prézniowych zawierajacych cytrynian sodu odwirowano
(3000 x g, 10 min, 20 °C) w wiréwce Micro 22 R (Hettich Zentrifugen, Niemcy).
Zebrano osocze znad erytrocytoOw 1 przystapiono do procesu ich mycia. Do proboéwek
dodano 0,9% roztwdr NaCl w objetosci dwukrotnie wigkszej niz objetos¢ erytrocytow
| wirowano zachowujac te same warunki wirowania. Proces mycia wykonano
trzykrotnie. Z tak przygotowanych erytrocytow sporzadzono 2% zawiesing w NaCl
(0,9%), ktora wykorzystano do badan oceny morfologii oraz erytrotoksycznos$ci
bezposrednio pojej przygotowaniu. Pozostala mase erytrocytarng zamrazano
w probowkach typu Eppendorf o pojemnosci 2 mL i przechowywano w temperaturze —
30 °C maksymalnie do dwoch miesigcy. Bezposrednio przed eksperymentami masg
erytrocytarng rozmrazano w temp. 37 °C przez 15 min i stosowano do oznaczenia

aktywnos$ci AChE.

10.3. Przygotowanie komorek na plytkach 96-dotkowych

Po uzyskaniu 80% konfluencji komoérki pasazowano i1 wysiano na ptytki 96-

dotkowe. W tym celu butelki hodowlane przeptukano buforem HEPES (Lonza,
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Szwajcaria) i dodano akutaze (Sigma Aldrich, USA) w objetosci 5 mL. Po okoto 4 — 5
minutowej inkubacji komorek w temperaturze 37 °C sprawdzono przy uzyciu
mikroskopu optycznego (OptaTech) czy komoérki odkleity si¢ od powierzchni butelki
i dodano 5 mL roztworu HEPES (Lonza, Szwajcaria) w celu neutralizacji akutazy
(Sigma Aldrich, USA). Roztwér przeniesiono do probéwki wiréwkowej i odwirowano
(5 min, 22 x g; wirdwka Sorvall ST 8R, ThermoFisher Scientific, USA). Roztwdr znad
osadu komorek zostat usunigty i dodano kilka mililitrow pozywki. Po policzeniu liczby
komorek przy uzyciu komory Neubauera, zawiesing komorek rozcienczono
do wtasciwej objetosci iwysiano komorki na 96-dotkowe plytki. Liczba komorek
HUVEC w dotku wynosita 7500, natomiast astrocytéw 5000.

11. Metody

11.1. Ocena stopnia hamowania aktywnos$ci AChE i BuChE przez badane

zwiazKi oraz wyznaczenie wartosci ICsg

11.1.1. Przygotowanie odczynnikow
0,9% NaCl (0,15 mol/L)
Masa czgsteczkowa = 58,44 g/mol
Na wadze Radwag typ AS 2220/C/2 (Radwag, Polska) odwazono 9,0 g NaCl (Chempur,

Polska) i rozpuszczono w 991,0 mL wody destylowanej.

0,2 mol/L NaH,PQO,
Masa czasteczkowa = 119,98 g/mol
Na wadze Radwag typ AS 2220/C/2 (Radwag, Polska) odwazono 24,0 g NaH,PO,

(Chempur, Polska), przeniesiono ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 1000,0 mL
i rozpuszczono w wodzie destylowanej. Uzyskany roztwor w kolbie miarowej

uzupetniono woda destylowana do kreski i doktadnie wymieszano.

0,2 mol/L Na,HPO,
Masa czgsteczkowa = 141,96 g/mol
Na wadze Radwag typ AS 2220/C/2 (Radwag, Polska) odwazono 28,32 g Na,HPO,

(Chempur, Polska), przeniesiono ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 1000,0 mL
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i rozpuszczono w wodzie destylowanej. Uzyskany roztwor w kolbie miarowej

uzupetiono woda destylowang do kreski i doktadnie wymieszano.

Bufor fosforanowy pH = 8,0 (0,1 mol/L)

Do kolby miarowej o pojemnosci 1000,0 mL odmierzono:

- 53,0 mL roztworu 0,2 mol/L NaH,PO,

- 943,0 mL roztworu 0,2 mol/L Na;HPO,

I uzupeliono woda destylowang do kreski. Uzyskany roztwor doktadnie wymieszano
I doprowadzono do pH = 8 przy pomocy pehametru (Scott z elektroda szklang Blue-line
pH = 14,0; Scott) stosujac roztwor NaOH (40,0 g/L) lub/oraz H3PO,4 (86%).

Bufor fosforanowy pH = 7,0 (0,1 mol/L)

Do kolby miarowej o pojemnosci 500,0 mL odmierzono:

- 195,0 mL roztworu 0,2 mol/L NaH,PO,

- 305,0 mL roztworu 0,2 mol/L Na;HPO,

I uzupeliono woda destylowang do kreski. Uzyskany roztwor doktadnie wymieszano
I doprowadzono do pH = 7 przy pomocy pehametru (Scott z elektrodg szklang Blue-line
pH = 14,0; Scott) stosujac roztwor NaOH (40,0 g/L) lub/oraz H3PO,4 (86%).

0.01 mol/L kwas 5.5’-ditiobis-(2-nitrobenzoesowy) (DTNB)

Masa czasteczkowa = 396,35 g/mol
396,0 mg DTNB (Sigma Aldrich, USA) rozpuszczono w 100,0 mL buforu
fosforanowego o pH = 7,0. Uzyskany roztwdr podzielono na mniejsze porcje (500 uL)

i przechowywano w temperaturze — 20 °C.

21,67 ma/mL roztwér jodku acetylotiocholiny — roztwér podstawowy

Masa czasteczkowa = 289,18 g/mol
Odwazono 541,7 mg jodku acetylotiocholiny (Sigma Aldrich, USA) i rozpuszczono
w 25,0 mL wody destylowanej. Uzyskany roztwér podzielono na mniejsze porcje

(500 pL) i przechowywano w temperaturze — 20 °C.

23,77 ma/mL roztwér jodku butyrylotiocholiny — roztwér podstawowy

Masa czgsteczkowa = 317,23 g/mol
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Odwazono 594,2 mg jodku butyrylotiocholiny (Sigma Aldrich, USA) i rozpuszczono
w 25,0 mL wody destylowanej. Uzyskany roztwor podzielono na mniejsze porcje

(500 pL) i przechowywano w temperaturze — 20 °C.

11.1.2. Przygotowanie roztworow badanych zwiazkéw

Haloperidol

Stezenie w probie = 100 pg/L

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM, OHAUS Europe
GmbH, Szwajcaria) odwazono 1 mg zwiazku i rozpuszczono w 1000,0 pL metanolu.
Uzyskany w ten sposob roztwor podstawowy rozcienczono 200 razy, aby otrzymac
roztwor roboczy. Dodanie 10 pL tego roztworu do proby badanej powoduje uzyskanie
stezenia 100 pg/L (objetos¢ proby wynosi 500 pL). Przygotowano rowniez
rozcienczenia zwigzku o st¢zeniach: 0,1 pg/L, 1 pg/L, 10 png/L, 25 pg/L i 50 pg/L

w probie.

Bromperidol

Stezenie w probie =200 pg/L

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM, OHAUS Europe
GmbH, Szwajcaria) odwazono 1 mg zwigzku i rozpuszczono w 1000,0 pL metanolu.
Uzyskany w ten sposob roztwor podstawowy rozcienczono 100 razy, aby otrzymac
roztwor roboczy. Dodanie 10 pL tego roztworu do proby badanej powoduje uzyskanie
stezenia 200 pg/L (objetos¢ proby wynosi 500 pL). Przygotowano rowniez
rozcienczenia zwiazku o stezeniach: 0,1 pg/L, 1 ug/L, 5 pg/L, 10 pg/L, 25 pg/L,
50 pg/L, 75 pg/L i 100 pg/L w prébie.

Benperidol

Stezenie w probie = 100 pg/L

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM, OHAUS Europe
GmbH, Szwajcaria) odwazono 1 mg zwiazku irozpuszczono w 1000,0 pL etanolu.
Uzyskany w ten sposob roztwor podstawowy rozciefczono 200 razy, aby otrzymac

roztwor roboczy. Dodanie 10 pL tego roztworu do préby badanej powoduje uzyskanie
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stezenia 100 pg/L (objetos¢ proby wynosi 500 upL). Przygotowano rowniez
rozcienczenia zwigzku o stezeniach: 1 ug/L, 5 pg/L, 10 pg/L, 25 pg/L, 50 pg/L
i 75 pg/L w probie.

Penfluridol

Stezenie w probie = 50 pg/L

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM, OHAUS Europe
GmbH, Szwajcaria) odwazono 1 mg zwiazku irozpuszczono w 1000,0 pL etanolu.
Uzyskany w ten sposob roztwdr podstawowy rozcienczono 400 razy, aby otrzymac
roztwor roboczy. Dodanie 10 pL tego roztworu do proby badanej powoduje uzyskanie
stezenia 50 pg/L (objetos¢ proby wynosi 500 pL). Przygotowano rdwniez rozcienczenia

zwigzku o stezeniach: 0,01 pug/L, 0,1 pg/L, 1 pg/L, 10 pg/L i 25 pg/L w prébie.

Pimozyd

Stezenie w probie = 100 pg/L

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM, OHAUS Europe
GmbH, Szwajcaria) odwazono 1 mg zwigzku irozpuszczono w 1000,0 pL wody
destylowanej. Uzyskany w ten sposob roztwor podstawowy nalezy rozcienczy¢
200 razy, aby otrzyma¢é roztwor roboczy. Dodanie 10 pL tego roztworu do proby
badanej powoduje uzyskanie stezenia 100 pg/L (objetos¢ proby wynosi 500 pL).
Przygotowano rowniez rozcienczenia zwigzku o stezeniach: 0,1 pg/L, 1 pg/L, 5 pg/L,

10 pg/L, 25 pg/L, 50 pg/L i 75 pg/L w prébie.

Kwetiapiny fumaran

Stezenie w probie = 100 umol/L

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM, OHAUS Europe
GmbH, Szwajcaria) odwazono 2,2 mg zwigzku i rozpuszczono w 1000,0 pL wody
destylowanej. Uzyskano w ten sposob roztwor podstawowy. Dodanie 10 pL tego
roztworu do proby badanej powoduje uzyskanie stgzenia 100 pmol/L (objeto$¢ proby
wynosi 500 pL). Przygotowano réwniez rozcienczenia zwigzku o stezeniach:

0,01 pmol/L, 0,1 pmol/L, 1 pmol/L, 10 pmol/L, 25 pmol/L i 50 pumol/L w prébie.
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Promazyny chlorowodorek

Stezenie w probie = 200 pg/L

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM, OHAUS Europe
GmbH, Szwajcaria) odwazono 1 mg zwigzku irozpuszczono w 1000,0 puL wody
destylowanej. Uzyskany w ten sposob roztwér podstawowy nalezy rozcienczy¢ 100
razy, aby otrzymac roztwor roboczy. Dodanie 10 pL tego roztworu do préby badanej
powoduje uzyskanie stezenia 200 pg/L (objetos¢ proby wynosi 500 pL). Przygotowano
réwniez rozcienczenia zwigzku o st¢zeniach: 2,5 ug/L, 5 pg/L, 7,5 ug/L, 10 po/L,
50 pg/L, 100 pg/L i 150 pg/L w probie.
Donepezilu chlorowodorek

Masa czasteczkowa = 415,9 g/mol

1.  Stezenie w probie = 100 nmol/L (dla oznaczen wykonywanych dla AChE)

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM, OHAUS Europe
GmbH, Szwajcaria) odwazono 1 mg zwiazku irozpuszczono w 1000,0 pL wody
destylowanej. Uzyskany w ten sposéb roztwér podstawowy nalezy rozcienczy¢ 500
razy, aby otrzyma¢ roztwor roboczy. Dodanie 10 pL tego roztworu do préby badanej
powoduje uzyskanie stg¢zenia 100 nmol/L (objgto$¢ proby wynosi 500 pL).
Przygotowano rowniez rozcienczenia zwigzku o stezeniach: 1 nmol/L, 5 nmol/L,

10 nmol/L, 20 nmol/L, 25 nmol/L, 50 nmol/L i 75 nmol/L w prébie.

2. Stgzenie w probie = 100 pmol/L (dla oznaczen wykonywanych
dla BuChE)

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM, OHAUS Europe
GmbH, Szwajcaria) odwazono 2 mg zwigzku irozpuszczono w 1000,0 pL wody
destylowanej. Uzyskano w ten sposob roztwor podstawowy. Dodanie 10 pL tego
roztworu do proby badanej powoduje uzyskanie stezenia 100 pumol/L (objgtos¢ proby
wynosi 500 pL). Przygotowano rdwniez rozcienczenia zwigzku o stezeniach: 2 pmol/L,

5 umol/L, 10 pmol/L, 20 pmol/L i 50 umol/L w probie.
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Rywastygminy winian

1. Stezenie w probie = 100 umol/L (dla oznaczen wykonywanych dla AChE)

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM, OHAUS Europe
GmbH, Szwajcaria) odwazono 2 mg zwigzku irozpuszczono w 1000,0 pL wody
destylowanej. Uzyskano w ten sposob roztwor podstawowy. Dodanie 10 pL tego
roztworu do proby badanej powoduje uzyskanie stezenia 100 umol/L (obj¢to$¢ proby
wynosi 500 uL). Przygotowano réwniez rozcienczenia zwigzku o stezeniach: 5 pmol/L,

10 pumol/L, 15 pumol/L, 25 pmol/L, 40 pmol/L, 50 pumol/L i 75 pmol/L w prébie.

2. Stezenie w probie =5 pmol/L (dla oznaczen wykonywanych dla BuChE)

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM, OHAUS Europe
GmbH, Szwajcaria) odwazono 2 mg zwigzku irozpuszczono w 1000,0 pL wody
destylowanej. Uzyskany w ten sposob roztwor podstawowy nalezy rozcienczy¢ 20 razy,
aby otrzymac¢ roztwor podstawowy. Dodanie 10 pL tego roztworu do proby badanej
powoduje uzyskanie stezenia 5 pmol/L (objetos¢ proby wynosi 500 uL). Przygotowano
réwniez rozcienczenia zwigzku o st¢zeniach: 0,05 pmol/L, 0,1 umol/L, 0,25 pmol/L,

0,5 umol/L, 0,75 pumol/L, 1 pumol/L, i 2,5 umol/L w prébie.

11.1.3. Zmodyfikowana metoda Ellmana

Aktywnos¢ AChE oraz BUChE zostala oceniona spektrofotometrycznie
z zastosowaniem zmodyfikowanej metody Ellman’a [215,216]. Jest to metoda
kolorymetryczna pozwalajagca na oznaczenie aktywnosSci esteraz, opierajaca si¢
na pochtanianiu przez produkt reakcji, jakim jest jon 5-tio-(2-nitrobenzoesowy) [TNBT,
promieniowania $wietlnego o odpowiedniej dlugosci fali. Jon [TNB’] powstaje
na drodze reakcji odczynnika Ellmana ((kwasu 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoesowego),
DTNB)) ztiocholing, ktora jest produktem hydrolizy acetylotiocholiny (ATC)
lub butyrylotiocholiny (BTC) pod wptywem odpowiednich dla nich enzyméw: AChE
lub BUChE (Rysunek 8). Metoda ta wykorzystuje roéwniez zalezno$¢ migdzy stezeniem
jonu [TNB7], a intensywno$cig zo6ttej barwy, ktéra mierzy si¢ przy uzyciu
spektrofotometru UV-Vis.
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enzym AChE
H,0 +(CH,),N"CH,CH,SCOCH, ——— = (CH_);N+CH,CH2S" + CH,COO" + 2H"

acetylotiocholina tiocholina

o O M
[

" o 2 o

(CH,),N"CH,CH,S  + | I

jon 5-tio-(2-nitrobenzoesowy)

Rysunek 8. Szlak zachodzgcych reakcji w metodzie Ellmana. Opracowanie wiasne

na podstawie [215,216], z wykorzystaniem programu ChemSketch.

Oryginalna metoda FEllmana wymagata wprowadzenia modyfikacji ze wzgledu
na pokrywanie si¢ maksimum absorbcji dla wskaznika [TNB'] uzytego w reakcji
z absorbancjg hemoglobiny zawartej w erytrocytach. Z tego wzglgedu zmieniono dlugos¢
fali stosowang pierwotnie w pomiarach (A = 412 nm) na A = 436 nm. Dzigki temu
absorpcja wskaznika pozostala na poziomie 80% przy jednoczesnym obnizeniu do 25%
pasma absorbcji grup hemoglobiny [215,216]. Dzi¢ki temu, mozliwe byto zwigkszenie
czutosci metody poprzez zmniejszenie rozcienczenia prob badanych. Dla AChE
wynosito ono 1:400 zamiast 1:600 Dodatkowo, ze wzgledu na zalezno$¢ aktywnosci
enzymatycznej od temperatury, w celu zwigkszenia precyzji wykonywanych pomiarow
testy prowadzone byly w kuwetach (Medlab Products) termostatowanych
w temperaturze 37 °C. Kolejne modyfikacje i usprawnienia przystosowujgce metode
do badan in vitro dokonane byty na podstawie licznych do§wiadczen przeprowadzonych
w Zaktadzie Chemii Farmaceutycznej, Analizy Lekow 1 Radiofarmacji. Do§wiadczenia
dla AChE nie byly wykonywane z uzyciem Kkrwi lecz na wczeSniej mytych
I zamrozonych erytrocytach, natomiast dla BuChE przeprowadzane byly w osoczu,
dzieki czemu nie bylo konieczno$ci stosowania inhibitora osoczowej AChE/BuChE.
Tuz przed pomiarem, w celu zniwelowania wptywu spontanicznej reakcji DTNB

z grupami sulthydrylowymi biatek zawartych w probie, badany materiat inkubowano
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zDTNB przez 10 minut (cieplarka Falk), a nastgpnic wykonywano kalibracje
przy przyjetej dtugosci fali.

11.1.4. Wykonanie pomiarow

Badania przeprowadzono przy uzyciu spektrofotometru Cecil CE 2021 (CECIL
Instruments Limited, UK) wyposazonego w termostatowany obieg wody (37 °C)
oraz system mieszania. Pomiary wykonywano w kuwetach Semi micro (Medlab
Products, Polska). 200-krotnie rozcienczone buforem fosforanowym (pH = 8,0) osocze
(dla pomiarow aktywnosci BUChE) lub 400-krotnie rozcienczona zawiesina
erytrocytéw (dla pomiarow aktywno$ci AChE) byty inkubowane w 37 °C przez 15
minut z 5 uL DTNB o st¢zeniu 0,01 mol/L oraz z 10 puL badanego zwigzku. Zwigzki
testowano w szerszym zakresie stezen niz zakres terapeutyczny w celu oceny
calkowitego wptywu zwiazku na ludzkie esterazy (AChE oraz BuChE). Przygotowano
kontrolg bez lekéw przeciwpsychotycznych, zawierajaca jedynie DTNB i odpowiedni
rozcienczony materiat biologiczny (osocze lub roztwor zhemolizowanych erytrocytow).
Wykonano réwniez pomiary dla zwigzkéw wzorcowych — donepezilu i rywastygminy.
Reakcje indukowano dodaniem substratu (ATC lub BTC; 0,75 umol/mL) w objetosci
5 uL. Koncowa objetos¢ proby wynosita 500 uLL (Tabela 12,13).

Tabela 12. Sktad proby kontrolnej w ocenie hamowania aktywnosci AChE lub BuChE.
Sklad proby Objetos¢

Materiat biologiczny 490 pL

DTNB SpuL

ATC lub BTC SuL

Calkowita objeto$¢ proby 500 pL

Tabela 13. Skiad proby badanej w ocenie hamowania aktywnosci AChE i BUChE.
Sklad proby Objetos¢
Materiat biologiczny 480 pL

Badany zwigzek 10 pL
DTNB SpuL
ATC lub BTC SuL
Calkowita objetos$¢ proby 500 pL
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Absorbancje mierzono przy dtugosci fali A = 436 nm przez 3 minuty w sposob ciagty,
stosujac zintegrowany ze spektrofotometrem program komputerowy Data Stream CE
3000 5.0 (Cecil Instruments Ltd., UK).

11.1.5. Obliczanie % inhibicji aktywnos$ci enzymatycznej

Pojedyncze do$wiadczenia wykonane zostaty w 2 - 3 powtdrzeniach.
Na podstawie otrzymanych wynikow obliczono szybkos$¢ reakcji enzymatycznej.
Przeprowadzono analiz¢ rdéznic absorbancji w zaleznos$ci od czasu 1 wyznaczono
szybko$¢ maksymalng kazdej pojedynczej reakcji. Poréwnujac szybko$¢ maksymalng
proby kontrolnej oraz proby z badanymi zwigzkami wyznaczono % inhibicji

aktywnosci enzymu, ktory zostat obliczony wg ponizszego réwnania:

Y £ 100%

% inhibicji = ——
gdzie:

X — $rednia arytmetyczna z 2-3 pomiardw absorbancji w probie kontrolnej

y - $rednia arytmetyczna z 2-3 pomiarow absorbancji w probie z badanym zwigzkiem

Dla kazdego zwigzku wykonano co najmniej 0od 3 do 5 niezaleznych eksperymentow
(n = 3-5).

11.1.6. Walidacja metody badawczej

Przeprowadzone zostaty proby kontrolne dla AChE 1 BuChE w celu walidacji
metody badawczej. Otrzymane wyniki (Tabela 14) pozwolity na obliczenie
wspotczynnika zmiennosci (W), ktéry odpowiednio wyniost: Wache = 1,91 %; Wauche
= 1,96 %.

Wartos¢ W dla prob biologicznych nie powinna przekraczaé 10 %.
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Tabela 14. Wartosci pomiarow hamowania AChE i BuChE wykonanych dla kontroli
w celu walidacji metody. Wyniki przedstawiono dla czterech prob AChE oraz BuChE,
przeprowadzonych w dwodch powtdrzeniach; odchylenie standardowe (SD),
wspotczynniki zmiennosci (W) [%].

Srednie wartoSci

Pomiar1 Pomiar2 Pomiar 3

AChE : : : n=3
[A/min] [A/min] — [A/min] Srednia [A/in] : W [%]
1 0,250 0,233 0,261
2 0,246 0,235 0,257
3 0,250 0,249 0,254
4 0,253 0,230 0,258
Srednia 0,250 0,237 0,258 0,248 + 0,011 1,091
SD 0,003 0,008 0,003
W [%] 1,20 3,37
Pomiar1 Pomiar2 Pomiar 3 ST GRS
BUChE  rA/min]  [A/min]  [A/min] : -
Srednia [A/min] W [%]
1 0,222 0,254 0,246
2 0,221 0,252 0,239
3 0,234 0,246 0,249
4 0,226 0,253 0,244
Srednia 0,226 0,251 0,245 0,241 + 0,013 1,96
SD 0,006 0,004 0,004
W [%] 2,65 1,59 1,63

11.1.7. Obliczanie wartosci ICsg

Obliczenia wartosci ICsp wykonane zostaly tylko dla rywastygminy, donepezilu,
promazyny i kwetiapiny, poniewaz dla pozostatych zwigzkow w badanym zakresie
stezen hamowanie ChEs nie przekraczalo 32%.

Wartos$¢ ICsg, zdefiniowang jako stezenie zwigzku powodujace zmniejszenie
aktywnosci enzymu o 50%, wyznaczana byla na podstawie rownan prostych,
otrzymanych po optymalnym dopasowaniu do punktow pomiarowych linii trendu,
czyli graficznej reprezentacji trendu dla serii danych.

Wartos¢ ICsp obliczono na podstawie réwnania y = a x In (x) + b, regresji liniowej

(y =a x x + b) lub réwnania kwadratowego (y =a x x> + b x x + ¢ ).

11.2. Wyznaczenie parametrow Kinetycznych reakcji enzymatycznej

W celu wyznaczenia parametrow kinetycznych przeprowadzone zostaty
doswiadczenia z uzyciem malejgcych 2-, 3-, 5-, 10-, 20-krotnie st¢zen substratu ATC
lub BTC (0,75 umol/mL), ktore wynosity odpowiednio: 0,375 umol/mL, 0,25 umol/mL,
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0,15 pmol/mL, 0,075 pumol/mL i 0,0375 pumol/mL. Parametry kinetyczne donepezilu,
rywastygminy, kwetiapiny i promazyny oszacowano na podstawie trzech
indywidualnych eksperymentéw przeprowadzonych na trzech réznych materiatach
biologicznych. Stezenia zwigzkoéw odpowiadaty ich wartosciom ICsy oraz dodatkowo
dla kwetiapiny i promazyny w stezeniach réwnych %2 ICsp. Absorbancj¢ rejestrowano
przy dlugosci fali A =436 nm stosujac spektrofotometr CECIL 2021 (Cecil Instruments
Ltd., UK) z termostatowanym przeptywem wody (temperatura 37 °C).

Parametry kinetyczne wyznaczono na podstawie rownania Hanesa-Woolfa,
ktore jest graficzng prezentacja kinetyki enzymatycznej, w ktérej stosunek
poczatkowego stezenia substratu [S] do szybkosci reakcji enzymatycznej v jest
wykre§lany wzgledem [S]. Roéwnanie to opiera si¢ na przeksztalceniu roéwnania
Michaelisa-Menten do postaci liniowej oraz uzyciu regresji liniowej do wyznaczenia

parametrow kinetycznych reakcji i przyjmuje nastgpujaca forme:

gdzie:

[S] — poczatkowe stezenie substratu

v — szybkos¢ reakcji

Vmax — potowa szybkosci maksymalnej reakcji
K — stata Michaelisa-Menten

11.3. Wyznaczenie synergizmu dzialania lekow

Potencjalny efekt synergiczny migdzy lekami przeciwpsychotycznymi
a donepezilem/rywastygming  hamujagcy = ChE  przeprowadzono za  pomocg
zmodyfikowanej metody Ellmana [215,216]. Probki (v = 470 upL) 400-krotnie
rozcienczonego roztworu zhemolizowanych erytrocytow (hamowanie AChE) lub 200-
krotnie rozcienczonego osocza (hamowanie BUChE) wstepnie inkubowano z 5 pL
DTNB (0,01 mol/L), donepezilem lub rywastygming (v = 10 pL) oraz wybranym
lekiem przeciwpsychotycznym (v = 10 pL) przez 15 min. Nastepnie dodano substrat
(odpowiednio BTC lub ATC, w koncowym stezeniu 0,75 pmol/mL) otrzymujac sktad
prob podany w Tabelach 16 i 17. Stezenie donepezilu wynosito od 0,01 do 100 nmol/L
dlainhibicji AChE oraz 0,2 do 100 umol/L dla pomiarow BuChE. St¢zenie
rywastygminy bylo w zakresie 5 - 100 umol/L dla hamowania AChE i 0,05 - 5 pmol/L
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dla pomiar6w BuChE. Z kolei stezenia lekow przeciwpsychotycznych byly stale
w kazdym pomiarze iodpowiadaly maksymalnym ich stezeniom terapeutycznym
w osoczu (therapeutic plasma concentration, TPCpna). Ocene potencjalnych
synergizmow dokonywano przy uzyciu programu komputerowego CompuSyn

(ComboSyn, USA; http://www.combosyn.com/).

Tabela 15. Stezenia badanych zwigzkéw W ocenie synergistycznego dziatania lekow.

Substancja Stezenie w badaniu Stezenie w badaniu

AChE BuChE

Haloperidol 25 pg/L 25 pg/L

400 pg/L 400 pg/L
0,01 — 100 nmol/L 0,2 — 100 pmol/L
5— 100 pmol/L 0,05 - 5 pumol/L

Tabela 16. Sktad proby kontrolnej w ocenie synergistycznego dziatania lekow.
Sklad proby Objetos¢
Materiat biologiczny 490 pL

DTNB 5uL
ATC lub BTC 5uL
Calkowita objeto$¢ proby 500 pL
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Tabela 17. Skiad proby badanej w ocenie synergistycznego dziatania lekow.
Sklad préby Objetos¢

Material biologiczny 470 pL
Donepezil lub rywastygmina 10 pL
Badany zwigzek 10 pL
DTNB SpuL
ATC lub BTC SuL
Calkowita objetos¢ proby 500 pL

11.3.1. Ocena interakcji mieszaniny binarnej z uzyciem programu
ComboSyn

Zasada efektu mediany opisana przez Chou et al. [217] pozwala na zbadanie
wplywu lekéw na ChEs. Metoda obejmuje wykreslenie krzywych skutecznej dawki
dlakazdego leku i ich binarnych mieszanin w réznych dawkach. Automatyczna
symulacja synergizmu i antagonizmu przy wszystkich dawkach lub poziomach efektu
jest mozliwa dzigki oprogramowaniu komputerowemu opartemu na odpowiednich
algorytmach. Obliczenie wskaznika kombinacji (CI) 1 analizy izobologramu pozwalaja
na ilosciowe okreslenie interakcji lekow, gdzie CI <1, =1 i >1 wskazuje odpowiednio
na synergizm, efekt addytywny i antagonizm. Do wykonania wszystkich obliczen
wykorzystano oprogramowanie CompuSyn (ComboSyn, USA;
http://www.combosyn.com/). Oprogramowanie umozliwia rowniez wys$wietlanie
krzywej dawka—skutek, wykresu mediany—efektu oraz wykresu wskaznika redukcji
dawki (DRI) [217].

11.4. Agregacja B-amyloidu

11.4.1. Przygotowanie odczynnikow

Rekombinowany ludzki ApS 1-42, ultra czysty (Sigma Aldrich, USA, nr kat. AG968-
1MG)

Masa czgsteczkowa = 4514,2 Da

1 mg peptydu rozpuszczono w 1 mL 1% NH4OH. Roztwér poddano dziataniu
ultradzwiekoéw przez 30-60 sekund w celu doktadnego rozpuszczenia Af. Roztwor

wirowano przy 10000 obr./min przez 5 min w 4 °C w celu odseparowania
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jakiegokolwiek wytraconego materiatu. Roztwér o  stezeniu 220 pmol/L
przechowywano w malych porcjach w temperaturze -30 °C iprzed kazdym
eksperymentem ogrzewano do 37 °C przez 15 minut. Dodanie 9,1 uL tego roztworu

do préby badanej powoduje uzyskanie stezenia 20 pmol/L (v proby wynosi 100 uL).

Tioflawina T (Thioflavin T, ThT), (Sigma-Aldrich, nr kat. 596200-500MG)

Masa czasteczkowa = 318,86 g/mol

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM, OHAUS Europe GmbH,
Szwajcaria) odwazono 9,56 mg tioflawiny T 1 rozpuszczono w 1 mL buforu
fosforanowego pH = 7,4. Otrzymany w ten sposob roztwor podstawowy rozcienczono
1000 razy (10 pL roztworu podstawowego + 10000 uL buforu fosforanowego pH =
7,4), aby dodajac 20 pL ThT do proby badanej uzyska¢ stezenie koncowe 5 pmol/L
(objetos¢ proby wynosi 120 pL).

Kwas taninowy (TA), (Sigma-Aldrich, nr kat. 403040)

Masa czgsteczkowa = 1701,2 g/mol

Stezenie w probie = 100 umol/L

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM, OHAUS Europe GmbH,
Szwajcaria) 1,7 mg zwigzku i rozpuszczono w 1000,0 pL buforu fosforanowego pH =
7,4 aby otrzyma¢ roztwor podstawowy. Dodanie 10 L tego roztworu do proby badanej
powoduje uzyskanie stezenia 100 pg/L (objetos¢ proby wynosi 100 pL).

Przygotowano rowniez rozcienczenie zwigzku o stezeniu 10 ug/L w probie.

Bufor fosforanowy pH = 7.4 (0,1 mol/L)

Do kolby miarowej o pojemnosci 1000,0 mL odmierzono:

- 190,0 mL roztworu 0,2 mol/L NaH,PO,

- 810,0 mL roztworu 0,2 mol/L Na;HPO,4

I uzupetiono woda destylowana do kreski. Uzyskany roztwor doktadnie wymieszano
I doprowadzono do pH = 7,4 przy pomocy pehametru (Scott z elektrodg szklang Blue-
line pH = 14,0; Scott) stosujac roztwor NaOH (40,0 g/L) lub/oraz H3PO, (86%).
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11.4.2. Przygotowanie roztworow badanych zwiazkéw

Haloperidol

Stezenie w probie = 25 pg/L

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM, OHAUS Europe
GmbH, Szwajcaria) odwazono 1 mg zwiazku i rozpuszczono w 1000,0 uL metanolu.
Uzyskany w ten sposob roztwér podstawowy rozcienczono 4000 razy, aby otrzymac
roztwor roboczy. Dodanie 10 pL tego roztworu do proby badanej powoduje uzyskanie
stezenia 25 pg/L (objetos¢ préby wynosi 100 pL). Przygotowano rowniez rozcienczenie
zwigzku o stezeniu 12,5 pg/L w probie.

Bromperidol

Stezenie w probie = 25 pg/L

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM) odwazono 1 mg
zwigzku irozpuszczono w 1000,0 pL metanolu. Uzyskany w ten sposéb roztwér
podstawowy rozcienczono 4000 razy, aby otrzymaé roztwor roboczy. Dodanie 10 pL
tego roztworu do préby badanej powoduje uzyskanie stezenia 25 pg/L (objeto$é proby
wynosi 100 pL). Przygotowano rowniez rozcienczenie zwigzku o stezeniu 12,5 pg/L

w probie.

Benperidol

Stezenie w probie = 10 pg/L

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM) odwazono 1 mg
zwigzku irozpuszczono w 1000,0 pL etanolu. Uzyskany w ten sposob roztwor
podstawowy rozcienczono 10000 razy, aby otrzymac roztwor roboczy. Dodanie 10 pL
tego roztworu do proby badanej powoduje uzyskanie stezenia 10 ug/L (objetos¢ proby
wynosi 100 pL). Przygotowano réwniez rozcienczenie zwigzku o stezeniu 5 pg/L

w probie.
Penfluridol

Stezenie w probie = 25 ng/L
Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM) odwazono 1 mg
zwigzku 1irozpuszczono w 1000,0 pL etanolu. Uzyskany w ten sposob roztwoér

podstawowy rozcienczono 4000 razy, aby otrzymac roztwor roboczy. Dodanie 10 pL
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tego roztworu do préby badanej powoduje uzyskanie stezenia 25 pg/L (objeto$é proby
wynosi 100 pL). Przygotowano rowniez rozcienczenie zwigzku o stezeniu 12,5 pg/L

w probie.

Pimozyd

Stezenie w probie = 15 pg/L

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM) odwazono 1 mg
zwigzku irozpuszczono w 1000,0 pL wody destylowanej. Uzyskany w ten sposob
roztwor podstawowy nalezy rozcienczy¢ 6666,67 razy, aby otrzymac roztwor roboczy.
Dodanie 10 pL tego roztworu do proby badanej powoduje uzyskanie stezenia 15 pug/L
(objetos¢ proby wynosi 100 pL). Przygotowano rowniez rozcienczenie zwigzku

0 stezeniu 7,5 pg/L w probie.

Kwetiapiny fumaran

Stezenie w probie =400 pg/L

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM) odwazono
2,2 mg zwigzku irozpuszczono w 1000,0 uL wody destylowanej. Uzyskano w ten
sposob roztwor podstawowy, ktéry nalezy rozcienczy¢ 250 razy, aby otrzymac roztwor
roboczy. Dodanie 10 pL tego roztworu do proby badanej powoduje uzyskanie stgzenia
400 pg/L (objetos¢ proby wynosi 100 pL). Przygotowano rowniez rozcienczenie
zwiazku o stezeniu 200 pg/L w probie.

Promazyny chlorowodorek

Stezenie w probie = 50 pg/L

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM) odwazono 1 mg
zwigzku i rozpuszczono w 1000,0 pL wody destylowanej. Uzyskany w ten sposob
roztwor podstawowy nalezy rozcienczy¢ 1800 razy, aby otrzymaé roztwor roboczy.
Dodanie 10 pL tego roztworu do proby badanej powoduje uzyskanie stezenia 50 pg/L
(objetos¢ proby wynosi 100 pL). Przygotowano roéwniez rozcienczenie zwigzku

0 stezeniu 25 pg/L w probie.
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11.4.3. Wykonanie pomiarow

Wplyw lekéw przeciwpsychotycznych na agregacje Af zbadano przy uzyciu
wilasciwosci fluorescencyjnych barwnika ThT. Préby badane zawierajace roztwor Ap42
0 koncowym stezeniu 20 pmol/L inkubowano z lekami przeciwpsychotycznymi
w stezeniach réwnych ich maksymalnym terapeutycznym stezeniom w osoczu
(Therapeutic Plasma Concentration, TPCmnax) 1 polowie terapeutycznych stezen
w 0soczU (Y2 TPCnax) (V= 10 pL). Ostateczna objetos¢ prob badanych wynosita 120
uL. Kontrole stanowit roztwor Ap42. Jako wzorcowy inhibitor agregacji Ap42
zastosowano kwas taninowy w dwoch stezeniach: 0,1 pmol/L i10 pmol/L. Reakcje
fibrylacji indukowano przez dodanie 20 pL ThT, ktérego stezenie koncowe w probie
wynosito 5 pmol/L. Intensywno$¢ fluorescencji mierzono w temperaturze pokojowej
przy Ex/Em = 440/484 nm (Synergy H1; BioTek, Winooski, VT, USA). Pomiary
intensywnosci fluorescencji wyrazonej jako jednostki wzglednej fluorescencji (RFU)
wykonywano po 10, 30, 60, 90 min od dodania ThT, a nastepnie po 24, 48 godzinach.
Za 100 % agregacji Af przyjeto intensywnos¢ fluorescencji zmierzong dla proby
kontrolnej, ktora zostala nastepnie wykorzystana do wyznaczenia stopnia inhibicji

agregacji Af pod wptywem badanych lekéw przeciwpsychotycznych.

Tabela 18. Stezenia lekow przeciwpsychotycznych badanych w ocenie wphywu

na agregacje Ap.

zwigzek Y% TPCax TPCrax
Haloperidol 12,5 pg/L 25 pg/L
Bromperidol 12,5 pg/L 25 pg/L
Benperidol 5 ug/L 10 pg/L
Penfluridol 12,5 pg/L 25 pg/L
Pimozyd 7,5 pg/L 15 pg/L
Kwetiapiny fumaran 200 pg/L 400 pg/L
Promazyny HCI 25 pg/L 50 pg/L
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Tabela 19. Skiad préby kontrolnej w ocenie wphwu lekow przeciwpsychotycznych
na agregacje ApS.
Sklad préby Objetos¢

B-amyloid 9,1puL

Calkowita objeto$¢ proby 100 pL

Tabela 20. Skiad proby badanej w ocenie wphwu lekdw przeciwpsychotycznych
na agregacje ApS.
Sklad proby Objetos¢

Bufor fosforanowy pH = 7,4 80,9 uL
B-amyloid 9,1puL

Calkowita objetosS¢ proby 100 pL
Przeglad literatury opisujacej rézne metody i warunki badan prowadzonych z uzyciem

Ap (Tabela 21), byt podstawa do optymalizacji warunkow, w ktorych przeprowadzono

badanie agregacji A w obecnosci lekow przeciwpsychotycznych.
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Tabela 21. Przeglqd literatury dotyczqcy warunkow, w ktorych przeprowadzane byly badania agregacji Ap [218-225].

Ap42
koncowe

stezenie

5 umol/L

25umol/L
5 umol/L

50
umol/L

bd — brak danych

Kontrola Stezenie

pozytywna | badanych

(zwiazek) zwiazkow

kurkumina 5, 10, 20

umol/L
bd 80, 160
pg/mL

kurkumina 20
umol/L

Bufor/warunki

inkubacji

150 mmol/L NaCl
i 20 mmol/L Tris-
HCI (pH 8,0), 37
°C,48h
37°C

ApL-42 rozp. w
heksafluoroizopropa
nolu (HFIP),
kolejne
rozcienczenia w
50 mmol/L buforze
fosforanowym
(pH 7,4), 37 °C,
48 h

ThT
koncow
€
stezenie
10
umol/L

1

mmol/L

bd

Bufor ThT

bd

Roztwor ThT
przygotowany
w buforze
glicyna-
NaOH, pH 8,5
50 mmol/L
bufor glicyna-
NaOH
(pH 8,0)

Czas  inkubacji
zThT

5 min, temp.
pokojowa

10 s z miesza-

niem

Po inkubacji
proby
rozcienczono
do 200 uL
buforem glicyno-
NaOH (50
mmol/L,
pH 8,0)
ZThT

Odstepy
czasu
pomigdzy
pomiarami

bd

0, 24, 48, 72,
96 h

300-sek.
skan intensy-
wnosci

fluorescenciji

dlugosci  fal
wzbudzenia/

emisji

420/485 nm

450/480 nm

450/485 nm

218

219

220



Ap42
koncowe

stezenie

50
umol/L

30
pmol/L

25
umol/L

bd — brak danych

kontrola- Stezenie | Bufor/warunki ThT koncowe

uzyty badanych | inkubacji stezenie

zwiazek zwiazkow

moryna 100, 200, Bufor testowy 0,2 mmol/L
(100 600 (sktadu nie
mmol/L) sl podano)
ABIPBS/ 100 PBS, 10% 25 pmol/L
2% HFIP/ L DMSO,
10%DMsO  H™MO 37°C
Kwas 0, 10, 50 Mieszanina 5 umol/L
taninowy reakcyjna (600 pL):
umol/L 10 pg/ml
(2,3 umol/L) AB

(1-40) lub AB (1-
42), 50 mmol/L
bufor fosforanowy
(PH 7,5),

100 mmol/L NaCl.
Inkubacja: 37 °C
przez 3-6 h,
bez mieszania

Bufor ThT Czas Odstepy
inkubacji z | czasu
ThT pomigdzy
pomiarami
Bufor testowy bd 5-90 min
bufor 25°C,2h 8,24 h
fosforanowy
(0,025 mol/L,
pH 6,0)
Bufor glicyna- 37°C 0-24 h
NaOH (50
mmol/L, pH
8,5)

dlugosci  fal

wzbudzenia/

emisji

440/484 nm

440/485 nm

445/490 nm

221

222

223



Lp Ap42
koncowe
stezenie

7 5 umol/L
20 umol/L

bd — brak danych

kontrola-  Stezenie
uzyty badanych
zwigzek zwigzkow
bd 0,5-20
umol/L
kurkumina 10 umol/L

Bufor/warunki ~ ThT
inkubacji koncowe
stezenie
AB w HFIP 5 umol/L

rozcienczano
do stezenia 10-

20umol/L

w wodzie z

dodatkiem NH;

(0,02%)

Inkubacja w
37 °C przez
48 h

5 pmol/L

Bufor ThT

roztwor
podstawowy AB
rozcienczony w
20 mmol/L
HEPES i NaCl
(100 mmol/L,
pH 7,4)
zawierajacy 3,3
umol/L ThT
Bufor glicyna-
NaOH
(50 mmol/L, pH
8,0)

Czas

Odstepy

inkubacji z pomigdzy

ThT pomiarami
400 pL 0-20 min
préby
inkubowane
w 40 °C
bd bd

dlugosci  fal

wzbudzenia/e

misji
445/480 nm

450/485 nm

Poz. lit.

224

225



11.4.4. Walidacja metody badawczej
Przeprowadzone zostaty proby kontrolne pomiaru fluorescencji w celu walidacji
metody badawczej. Otrzymane wyniki (Tabela 22) pozwolily na obliczenie

wspotczynnika zmiennosci (W), ktory wynidst: W = 4,55 %.

Tabela 22. Wyniki pomiarow intensywnosci fluorescencji wykonane dla czterech
kontroli, w trzech powtorzeniach, wyrazone jako wzgledne jednostki fluorescencji
(RFU) wraz ze srednig, odchyleniem standardowym (SD) oraz wspotczynnikiem
zmiennosci (W), Ex/Em = 440/484 nm.

N POMmia PO a POMIa
Srednia (RFU) W [%]
1 4536 4426 4316
2 4700 4280 4575
3 4809 4690 4397
4 4285 4072 4324 4500,8 +116,8 4,55
Srednia 4582,5 4367 4403
SD 2279 259,7 120,3
W [%] 4,97 5,95 2,73
11.5. Hemoliza erytrocytéw w warunkach stresu oksydacyjnego

11.5.1. Przygotowanie odczynnikéw
2,0% Triton X-100
W celu przygotowania roztworu 2% pobrano do probowki 40 pL Tritonu X-100

(Polskie Odczynniki Chemiczne) i uzupetniono roztworem 0,9% NaCl (0,15 mol/mL)
do objetosci 2 mL.

50 g/L heksacyjanozelazian (II) potasu (K4[Fe(CN)g])

Masa czasteczkowa = 368,34 g/mol
Odwazono 2,5 g K4[Fe(CN)e] (Polskie Odczynniki Chemiczne, Polska) i rozpuszczono
w 50 mL wody destylowane;.

50 mmol/L dichlorowodorek 2.2'-azobis(2-metylopropionamidyny (AAPH)

Masa czgsteczkowa = 271,19 g/mol
Odwazono 203,25 mg AAPH (Sigma-Aldrich) i rozpuszczono w 1,5 mL wody

destylowanej. Roztwor przygotowywano ex tempore przed kazdym badaniem.
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10 pa/mL kwas askorbinowy (AA)

Masa czgsteczkowa = 176,12 g/mol

Odwazono 3 mg AA (Sigma-Aldrich, USA) i rozpuszczono w 2,0 mL 0,9% NaCl
(0,15 mol/mL). Otrzymany roztwor podstawowy o st¢zeniu 150 pg/mL rozcienczono
15-krotnie w celu uzyskania roztworu roboczego AA o stezeniu 10 pg/mL. Roztwor

przygotowywano ex tempore przed kazdym badaniem.

11.5.2. Przygotowanie roztworow badanych zwigzkow

Haloperidol

Stezenie w probie = 125 pg/L

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM, OHAUS Europe
GmbH, Szwajcaria) odwazono 1 mg zwigzku i rozpuszczono w 1000,0 pL metanolu.
Uzyskany w ten sposob roztwor podstawowy rozcienczono 400 razy, aby otrzymac
roztwor roboczy. Dodanie 100 pL tego roztworu do proby badanej powoduje uzyskanie
stezenia 125 pg/L  (objetos¢ proby wynosi 2000 uL). Przygotowano rowniez

rozcienczenie zwigzku o stezeniu 5 pug/L i 25 pg/L w prébie.

Bromperidol

Stezenie w probie = 125 pg/L

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM) odwazono 1 mg
zwigzku irozpuszczono w 1000,0 pL metanolu. Uzyskany w ten sposéb roztwoér
podstawowy rozcienczono 400 razy, aby otrzymac roztwor roboczy. Dodanie 100 pL
tego roztworu do proby badanej powoduje uzyskanie stgzenia 125 pg/L (objgtos¢ proby
wynosi 2000 pL). Przygotowano réwniez rozcienczenie zwigzku o stezeniu 5 pg/L

I 25 pg/L w probie.

Benperidol

Stezenie w probie = 50 ug/L

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM) odwazono 1 mg
zwigzku 1irozpuszczono w 1000,0 pL etanolu. Uzyskany w ten sposob roztwor
podstawowy rozcienczono 1000 razy, aby otrzymaé roztwor roboczy. Dodanie 100 pL

tego roztworu do préby badanej powoduje uzyskanie stezenia 50 pg/L (objetos¢ proby
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wynosi 2000 pL).Przygotowano rowniez rozcienczenie zwigzku o stezeniu 2 Ug/L

i 10 pg/L w probie.

Penfluridol

Stezenie w probie = 125 pg/L

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM) odwazono 1 mg
zwigzku irozpuszczono w 1000,0 pL etanolu. Uzyskany w ten sposob roztwor
podstawowy rozcienczono 400 razy, aby otrzymaé roztwor roboczy. Dodanie 100 pL
tego roztworu do proby badanej powoduje uzyskanie stgzenia 125 pg/L (objgtos¢ proby
wynosi 2000 pL). Przygotowano réwniez rozcienczenie zwigzku o stezeniu 5 pg/L

i 25 pg/L w probie.

Pimozyd

Stezenie w probie = 75 pg/L

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM) odwazono 1 mg
zwigzku irozpuszczono w 1000,0 pL wody destylowanej. Uzyskany w ten sposéb
roztwor podstawowy nalezy rozcienczy¢ 666,67 razy, aby otrzymaé roztwor roboczy.
Dodanie 100 pL tego roztworu do préby badanej powoduje uzyskanie stezenia 75 ug/L
(objetos¢ proby wynosi 2000 pL). Przygotowano roéwniez rozcienczenie zwigzku

0 stezeniu 3 pg/L i 15 pg/L w prdbie.

Kwetiapiny fumaran

Stezenie w probie = 2000 ug/L

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM) odwazono
2,2 mg zwigzku irozpuszczono w 1000,0 uL wody destylowanej. Uzyskano w ten
sposob roztwor podstawowy, ktory nalezy rozcienczy¢ 25 razy, aby otrzymac roztwor
roboczy. Dodanie 100 pL tego roztworu do préby badanej powoduje uzyskanie st¢zenia
2000 pg/L ( objetos¢ préby wynosi 2000 uL). Przygotowano réwniez rozcienczenie
zwigzku o stezeniu 80 pg/L i 400 pg/L w probie.
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Promazyny chlorowodorek

Stezenie w probie = 250 pg/L

Na wadze analitycznej (waga OHAUS typ Pioneer PX125DM) odwazono 1 mg
zwigzku irozpuszczono w 1000,0 pL wody destylowanej. Uzyskany w ten sposob
roztwor podstawowy nalezy rozcienczy¢ 200 razy, aby otrzymaé roztwor roboczy.
Dodanie 100 pL tego roztworu do préby badanej powoduje uzyskanie stezenia
250 pug/L (objetos¢ proby wynosi 2000 puL). Przygotowano rdéwniez rozcienczenie
zwigzku o stezeniu 10 pg/L i 50 pg/L w prébie.

W badaniu aktywnosci hemolitycznej podstawowe]j oraz indukowanej stresem
oksydacyjnym uzyto leki przeciwpsychotyczne w stezeniach réwnych ich
maksymalnym stezeniom z zakresu terapeutycznego w o0soczu (TPCmax), a takze 5-
krotnie wyzszym (5 X TPCpax) i 5-krotnie nizszym niz TPCpax (1/5 X TPCpax)
(Tabela 23).

Tabela 23. Stezenia lekow przeciwpsychotycznych badanych W ocenie aktywnosci
hemolitycznej podstawowej oraz indukowanej stresem oksydacyjnym.
zwigzek 1/5 TPCpax TPCax 5 X TPCinax

Haloperidol 5 ug/L 25 pg/L 125 pg/L
Bromperidol 5 ug/L 25 pg/L 125 pg/L
Benperidol 2 ug/L 10 pg/L 50 pg/L

Penfluridol 5 ug/L 25 pg/L 125 pg/L
Pimozyd 3 ug/L 15 pg/L 75 pg/L

Kwetiapiny fumaran 80 po/L 400 pg/L 2000 pg/L
Promazyny HCI 10 pg/L 50 pg/L 250/L
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11.6. Ocena erytrotoksycznosci badanych zwiazkow

11.6.1. Wykonanie pomiarow

Dwuprocentowg zawiesing RBC w 0,9% NaCl inkubowano w 37 °C przez 24 h
z badanymi zwigzkami w odpowiednich stezeniach. Kontrol¢ spontanicznej hemolizy
stanowity erytrocyty inkubowane w 0,9% NaCl. Za 100% hemoliz¢ przyjeto
absorbancje proby, w ktorej erytrocyty inkubowano z 2,0% obj./obj. Triton X-100.
Inkubacja erytrocytow z Triton X-100 i K4[Fe(CN)s] (w stezeniu 50 g/L) odpowiadata
100 % zawarto$ci methemoglobiny (MetHb). Leki przeciwpsychotyczne w stezeniach
réwnych ich maksymalnym stezeniom z zakresu terapeutycznego w 0soczu (TPCpax),
a takze 5-krotnie wyzszym (5 X TPCnax) 1 5-krotnie nizszym niz TPCpax (1/5 X TPCpax)
dodano do 2 % zawiesiny RBC. Préby kontrolne i badane inkubowano w temperaturze
37 °C. Pomiary absorbancji przeprowadzono po 5 i 24 godzinach inkubacji przy A=540
nm w celu okreslenia uwalniania hemoglobiny z uszkodzonych erytrocytéw oraz A=630
nm w celu okres$lenia utleniania hemoglobiny do methemoglobiny. Do kazdego pomiaru
pobierano 0,5 mL zawiesiny erytrocytéw z inkubowanych probowek typu Eppendorf
i wirowano (3000 rpm, 10 min). Absorbancj¢ supernatantdow mierzono przy uzyciu
spektrofotometru CECIL 2021 (CECIL Instruments Limited, UK). Procent hemolizy

obliczono wedlug ponizszego wzoru:
Hemoliza (%) = (A proby/A caikowita hemoliza) X 100 %

gdzie: A pepy — absorbancja badanej probki, A cukowita hemoliza — absorbancja probki
referencyjnej z 2% roztworem Triton X-100, odpowiadajaca peilnej hemolizie
lub absorbancja prébki referencyjnej z 2% roztworem Triton X-100 i roztworem
K4[Fe(CN)s] (W stezeniu 50 g/L) odpowiadajaca 100 % zawartosci MetHb.

Tabela 24. Skiad proby kontrolnej w pomiarze erytrotoksycznosci.
Sklad proby Objetos¢
2% zawiesina erytrocytow w 0,9% NaCl (0,15 mol/L) 1800 pL

0,9% NaCl (0,15 mol/L) 200 pL
Calkowita objeto$¢ proby 2000 pL
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Tabela 25. Sktad proby odniesienia w pomiarze erytrotoksycznosci - hemoliza.

2% zawiesina erytrocytow w 0,9% NaCl (0,15 mol/L) 1800 pL

Tabela 26. Sktad proby odniesienia w pomiarze methemoglobinotworczosci.
Sklad proby Objetos¢
2% zawiesina erytrocytow w 0,9% NaCl (0,15 mol/L) 1800 pL
0,9% NaCl (0,15 mol/L) 155 pL
2% roztwor Tritonu X-100 20 pL
K4[Fe(CN)g] 25 pL
Calkowita objeto$¢ proby 2000 pL

Tabela 27. Sklad préby badanej w  pomiarze  erytrotoksycznosci
oraz methemoglobinotwdrczosci.
Sklad proby Objetos¢

2% zawiesina erytrocytow w 0,9% NaCl (0,15 mol/L) 1800 pL

0,9% NaCl (0,15 mol/L) 100 pL

Calkowita objetos¢ proby 2000 pL

11.6.2. Walidacja metody badawczej

Przeprowadzone zostaty proby kontrolne pomiaru absorbancji w celu walidacji
metody badawczej. Otrzymane wyniki (Tabela 28) pozwolity na obliczenie
wspotczynnika zmiennosci (W), ktéory wynidst: W = 2,04 % dla pomiaréw

erytrotoksycznosci oraz W = 1,06 % dla pomiaréw methemoglobinotworczos$ci.
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Tabela 28. Wartosci absorbancji pomiarow erytrotoksycznosci
oraz methemoglobinotworczosci wykonanych dla kontroli w celu walidacji metody.
Wyniki przedstawiono  dla  czterech prob  erytrotoksycznosci  oraz
methemoglobinotwérczosci, przeprowadzonych w dwoch powtorzeniach; odchylenie
standardowe (SD), wspotczynniki zmiennosci (W) [%].

Srednie wartosci

Pomiar 1 Pomiar 2

Erytrotoksyczno$é [A/min] [A/min] (n=3)
1 3,740 3,720
2 3,786 3,741
3 3,765 3,628
4 3,636 3,560
Srednia 3,732 3,662 3,697 + 0,049 2,04
SD 0,067 0,084
W [%0]
. . .. Pomiarl  Pomiar 2 Srednie wartosci
Methemoglobinotworczos¢ . .
[A/min] [A/min] . .
Srednia
1 0,528 0,518
2 0,510 0,519
3 0,517 0,513
4 0,525 0,519
Srednia 0,520 0,517 0,519 + 0,002 1,06
SD 0,008 0,003
W [%0] 154 0,58
11.7. Ocena dzialania ochronnego badanych zwiazkoéw na erytrocyty

w warunkach stresu oksydacyjnego

Ocene potencjalnego dziatania ochronnego badanych lekow
przeciwpsychotycznych przeciwko aktywnosci hemolitycznej indukowanej stresem
oksydacyjnym przeprowadzono na ludzkich erytrocytach zgodnie z metoda opisang
przez Baldivia et al. [226]. Dwuprocentowg zawiesing RBC w 0,9% NaCl inkubowano
w 37 °C przez 24 h z badanymi zwigzkami w odpowiednich stezeniach. Kontrolg
ze spontaniczng hemolizg stanowity erytrocyty inkubowane w 0,9% NaCl. Za 100 %
hemolize przyjeto absorbancje proby, w ktorej erytrocyty inkubowano z 2,0% obj./obj.
Triton X-100. Inkubacja erytrocytow z Triton X-100 i K4[Fe(CN)g] (w stezeniu 50 g/L)
odpowiadata 100 % zawartosci methemoglobiny (MetHDb). Przygotowano takze

kontrole z wzorcowym antyoksydantem zawierajaca kwas askorbinowy (AA)
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w stezeniu 10 pg/mL. Czynnikiem indukujacym stres oksydacyjny byt AAPH
w stezeniu 50 mmol/L. Leki przeciwpsychotyczne w stgzeniach réwnych ich
maksymalnym st¢zeniom z zakresu terapeutycznego w osoczu (TPCnax), a takze 5-
krotnie wyzszym (5 X TPCpa) i5-krotnie nizszym niz TPCpax (1/5 X TPCax)
wraz z induktorem stresu oksydacyjnego AAPH w stezeniu 50 mmol/L dodano do 2%
zawiesiny RBC. Proby kontrolne i badane inkubowano w temperaturze 37 °C. Pomiary
absorbancji przeprowadzono po 5 i 24 godzinach przy A=540 nm w celu okre$lenia
uwalniania hemoglobiny z uszkodzonych erytrocytéw oraz A=630 nm w celu okreslenia
utleniania hemoglobiny do methemoglobiny. Do kazdego pomiaru pobierano 0,5 mL
zawiesiny erytrocytow z inkubowanych probéwek typu Eppendorf iwirowano
(3000 rpm, 10 min).  Absorbancj¢  supernatantow  mierzono  przy  uzyciu
spektrofotometru CECIL 2021 (CECIL Instruments Limited, UK). Procent hemolizy

obliczono wedtug ponizszego wzoru:

Hemoliza (%) = (A préby/A catkowita hemoliza) x 100 %

gdzie: A pepy — absorbancja badanej probki, A cukowita hemoliza — absorbancja probki
referencyjnej z 2% roztworem Triton X-100, odpowiadajaca peilnej hemolizie
lub absorbancja prébki referencyjnej z 2% roztworem Triton X-100 i roztworem
Ka[Fe(CN)g] (W stezeniu 50 g/L) odpowiadajaca 100 % zawartosci MetHb.

Tabela 29. Skiad proby odniesienia z czynnikiem indukujgcym stres oksydacyjny
dla spontanicznej hemolizy w ocenie dziafania ochronnego badanych zwigzkéw
na erytrocyty w warunkach stresu oksydacyjnego.

Sklad proby Objetos¢

2% zawiesina erytrocytow w 0,9% NaCl (0,15 mol/L) 1800 pL

0,9% NaCl (0,15 mol/L) 100 pL
AAPH (50 mmol/L) 100 pL

Calkowita objetos$¢ proby 2000 pL
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Tabela 30. Skfad proby kontrolnej z antyoksydantem (AA) w ocenie dziatania
ochronnego badanych zwigzkow na erytrocyty w warunkach stresu oksydacyjnego.
Sklad proby Objetos¢

2% zawiesina erytrocytow w 0,9% NaCl (0,15 mol/L) 1800 pL
AAPH (50 mmol/L) 100 pL
AA (10 pg/mL) 100 pL
Calkowita objeto$¢ proby 2000 pL

Tabela 31. Sktad prdby odniesienia dla pomiaru methemoglobinotwérczosci w ocenie
dzialania ochronnego badanych zwigzkow na erytrocyty w warunkach stresu
oksydacyjnego.

Sklad proby Objetos¢

2% zawiesina erytrocytow w 0,9% NaCl (0,15 mol/L) 1800 pL
0,9% NaCl (0,15 mol/L) 155 pL
2% roztwor Tritonu X-100 20 pL
EE 25 pL

Tabela 32. Skiad proby badanej w ocenie dziafania ochronnego badanych zwigzkow
na erytrocyty oraz na methemoglobinotwérczosé w warunkach stresu oksydacyjnego.
Sklad proby Objetos¢

2% zawiesina erytrocytow w 0,9% NaCl (0,15 mol/L) 1800 pL
AAPH (50 mmol/L) 100 pL
Badany zwiazek 100 pL

Calkowita objetos¢ proby 2000 pL

11.7.1. Walidacja metody badawczej

Przeprowadzone zostaty proby kontrolne pomiaru absorbancji w celu walidacji
metody badawczej. Otrzymane wyniki (Tabela 33) pozwolity na obliczenie
wspotczynnika zmiennosci (W), ktéory wynidst: W = 293 % dla pomiaréw
erytrotoksycznosci w warunkach stresu oksydacyjnego oraz W = 5,04 % dla pomiaréw

methemoglobinotworczo$ci w warunkach stresu oksydacyjnego.
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Tabela 33. Wartosci absorbancji pomiarow erytrotoksycznosci
oraz methemoglobinotworczosci wykonanych dla kontroli w celu walidacji metody.
Wyniki przedstawiono dla czterech prob erytrotoksycznosci
oraz methemoglobinotworczosci w warunkach stresu oksydacyjnego, przeprowadzonych
W dwoch powtorzeniach, odchylenie standardowe (SD), wspotczynniki zmiennosci (W)
[%].

Erytrotoksycznosé w

Srednie wartosci

Pomiar 1 Pomiar 2 _
warunkach_ stresu [A/min] [A/min] ’ (n=3) _
oksydacyjnego Srednia W [%]
1 1,042 1,152
2 1,068 1,074
3 1,114 1,102
4 1,060 1,092
Srednia 1,071 1,105 1,088 + 0,024 2,93

SD 0,031 0,033

|

Methemoglobinotworczos¢ . . Srednie wartosci

Pomiar 1 Pomiar 2
w Warunkac_h stresu [A/min] [A/min] :
oksydacyjnego Srednia
1 0,598 0,538
2 0,528 0,517
3 0,510 0,502
4 0,530 0,520
Srednia 0,542 0,519 0,530 + 0,016 5,04
SD 0,039 0,015
W [%] 7,19 2,89
11.8. Potencjal antyoksydacyjny lekow przeciwpsychotycznych w modelu

hodowli komoérkowej

11.8.1. Ocena zywotnosci komorek HUVEC oraz astrocytow

Do oceny zywotnosci komorek HUVEC i astrocytéw zastosowano test WST-1
(Takara, Takara Bio Europe, Francja). Zasada testu opiera si¢ na redukcji soli
tetrazoliowej WST-1 do formazanu przez dehydrogenazy komorkowe (Rysunek 9).
Wytwarzanie ciemnozoéttego formazanu mierzone jest przy dhugosci fali A = 450 nm

| bezposrednio koreluje z liczbg zywych komorek.
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Rysunek 9. Redukcja soli tetrazoliowej WST-1 do formazanu przez dehydrogenazy

komorkowe. Opracowanie wlasne na podstawie [227].

11.8.2. Ocena wplywu badanych zwiazkéw na zywotno$¢ komorek

Komérki HUVEC i astrocyty wysiano na 96-dotkowych ptytkach i hodowano
przez 24 h. Nastepnie komorki inkubowano z badanymi zwigzkami o stezeniach
rownych %2 TPCpax | TPChax lub czysta pozywka, stanowiacg kontrole (v = 100 pL),
przez kolejne 24 godziny (37 °C, 5% CO,). Komorki przemyto pozywka hodowlang
(100 pL) i dodano odczynnik WST-1 rozcienczony w pozywce (10 uL odczynnika + 90
uL medium). Phytki inkubowano w 37 °C w 5% CO, przez kolejne 90 min w przypadku
HUVEC i 60 min w prébach z astrocytami. Absorbancj¢ odczytano przy A=450 nm
przy uzyciu czytnika mikroptytek (iMARK, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Zywotno$¢
komorek wyrazono jako procent $redniej absorbancji z prob kontrolnych, ktora

przyjmowano za 100% zywotnosci.

11.8.3. Walidacja metody badawczej

Przeprowadzone zostaty proby kontrolne pomiaru absorbancji przeprowadzonej
W badaniu zywotnosci komorek HUVEC oraz astrocytow w celu walidacji metody
badawczej. Otrzymane wyniki (Tabela 34) pozwolily na obliczenie wspotczynnika
zmiennosci (W), ktory wyniost: W= 255 % dla HUVEC oraz W = 1,17 %

dla astrocytow.
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Tabela 34. Wartosci absorbancji pomiarow dla Zywotnosci komorek HUVEC
oraz astrocytow wykonanych dla kontroli w celu walidacji metody. Wyniki
przedstawiono dla szesciu prob dla HUVEC oraz astrocytow, przeprowadzonych
w dwoch powtdrzeniach; odchylenie standardowe (SD), wspotczynniki zmiennosci (W)
[%0].

Srednie wartosci

Pomiar 1 Pomiar 2 (n=3)
[A/min] [A/min]
1 1,009 0,971
2 1,052 0,996
3 0,997 1,015
4 1,037 0,937
5 1,007 0,987
6 0,985 0,973
Srednia 1,015 0,980 0,991 + 0,015 2,55
SD 0,025 0,026
W [%]
. . Srednie wartoSci
Pomiar 1 Pomiar 2
Astrocyty : : (n=3)
[A/min] [A/min] Srednia
1 1,536 1,534
2 1,477 1,504
3 1,528 1,503
4 1,521 1,513
5 1,509 1,512 1,512 + 0,004 0,17
6 1,519 1,490
Srednia 1,515 1,509
SD 0,021 0,015
W [%] 1,36 0,99

11.8.4. Ocena dzialania badanych zwiazkow w warunkach stresu
oksydacyjnego

Do oceny potencjalnego ochronnego dziatania lekéw przeciwpsychotycznych
nawzrost komorek HUVEC i astrocytow w warunkach stresu oksydacyjnego
indukowanego przez AAPH zastosowano test WST-1 (Takara, Takara Bio Europe,
Francja). Warunki eksperymentalne byly takie same jak w badaniach Zzywotnosci.
Jako kontrole antyoksydacyjng zastosowano AA w koncowym stezeniu 10 pg/mL.
Po osiaggnigciu konfluencji dodano leki przeciwpsychotyczne w stezeniach réwnych
Y TPCpmax 1| TPCrmax. Po 1 godzinie inkubacji w standardowych warunkach do dotkow
zawierajacych badane zwigzki lub AA dodano AAPH w objgtosci 50 puL. Stezenie
AAPH zostalo wybrane na podstawie wstepnych eksperymentow (wptyw AAPH
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na zywotnos¢ komorek) i wynosito 17,5 mmol/L w eksperymentach HUVEC
i 15,0 mmol/L w przypadku astrocytow.

11.8.5. Walidacja metody badawczej

Wykonane zostaly proby kontrolne pomiaru absorbancji przeprowadzonej
w badaniu zywotno$ci komorek HUVEC oraz astrocytéw w warunkach stresu
oksydacyjnego w celu walidacji metody badawczej. Otrzymane wyniki (Tabela 35)
pozwolity na obliczenie wspotczynnika zmiennosci (W), ktory wynidst: W = 7,67 %

dla HUVEC oraz W = 4,71 % dla astrocytow.

Tabela 35. Wartosci absorbancji pomiarow dla zywotnosci komorek HUVEC
oraz astrocytow w warunkach stresu oksydacyjnego wykonanych dla kontroli w celu
walidacji metody. Wyniki przedstawiono dla pieciu prob dla HUVEC oraz astrocytow,
przeprowadzonych w dwdch powtoérzeniach; odchylenie standardowe (SD),
wspolczynniki zmiennosci (W) [%].

Pomiar 1

Pomiar 2 Srednie warto$ci (n=3)

[A/min] [A/min] Srednia [A/min] W [%]
1 1,423 1,279
2 1,355 1,181
3 1,319 1,472
4 1,341 1,285
5 1,559 1,202
Srednia 1,399 1,284 1,342 + 0,082 7,67
SD 0,097 0,115
W [%] 6,39 8,95
A PO a PO a ednie wartag
’ A A Srednia [A/min] W [%]
1 2,167 1,977
2 2,027 1,850
3 2,173 1,790
4 2,122 1,705
5 1,990 1,807
Srednia 2,096 1,826 1,961 £ 0,191 471
SD 0,083 0,100
W [%] 3,95 5,47

Strona | 105



11.8.6. Ocena mikroskopowa morfologii komorek

Oceny morfologii komérek HUVEC 1 astrocytow dokonano przy uzyciu
mikroskopu z kontrastem fazowym (powigkszenie 100-krotne) zsynchronizowanym z
komputerem, Kktory jest wyposazony W program do analizy obrazu (Opta-Tech,

oprogramowanie OptaView 7).
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12. Wyniki

12.1. Ocena stopnia hamowania aktywnos$ci AChE i BuChE przez badane

zwiazKi oraz wyznaczenie wartosci ICsg

Pierwszy etap badan polegal na okresleniu stopnia hamowania ludzkich esteraz
(AChE, BUChE) przez wybrane leki przy zastosowaniu zmodyfikowanej metody
Ellmana. Wykonane zostaly pomiary dla lekow przeciwpsychotycznych: haloperidolu,
bromperidolu, benperidolu (pochodne butyrofenonu), pimozydu, penfluridolu
(pochodne difenylobutylopiperydyny), kwetiapiny (pochodna tiazepiny) i promazyny
(pochodna fenotiazyny) oraz dla zwigzkow wzorcowych, ktorymi byly substancje
odwracalnie hamujace cholinoesterazy (ChE) - donepezil i rywastygmina.

Wpltyw lekow przeciwpsychotycznych na szybkos¢ reakcji AChE 1 BuChE
przedstawiono na Wykresach 1-7, natomiast dla zwigzkéw odniesienia na Wykresach 8-
9. Zprzeprowadzonych badan wynika, ze haloperidol w najwyzszym stezeniu
terapeutycznym (25 pg/L) hamuje aktywnos¢ AChE o 4,85% (szybkos$¢ reakcji
wynosita 0,223 + 0,024 A/min, w porownaniu do kontroli 0,235 + 0,018 A/min,
p <0,05). W przypadku BuChE mozna zauwazy¢ zalezno$¢ hamowania enzymu
od stezenia haloperidolu w zakresie najwyzszych jego stezen (50 — 100 ug/L), ktore
obnizajg aktywno$¢ BuChE o odpowiednio: 4,63% (szybkos$¢ reakcji po inkubacji
ze zwigzkiem wyniosta 0,240 + 0,023 A/min, dla kontroli 0,252 + 0,022 A/min,
p <0,05) 1 9,59% (szybkos$¢ reakcji po inkubacji ze zwigzkiem wyniosta 0,228 + 0,021
A/min, p <0,001).
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Wykres 1. Wphyw haloperidolu na aktywnos¢ AChE (4) i BuChE (B). Wyniki

przedstawione jako srednia £ SD, n = 6 - 9. Wartosci statystycznie istotne na poziomie
*p < 0,05, ***p < 0,001 w odniesieniu do kontroli (K).
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W przypadku bromperidolu nie mozna zaobserwowaé zaleznosci migdzy
dziataniem anty-AChE, a stezeniem substancji. Rdznice statystycznie istotne wynikaja
ze zmiennych odchylen standardowych. Dla stezen: 1 pg/L i 5 pg/L aktywno$é
zmniejszyta si¢ o 2,54% (szybko$¢ reakcji spadta z 0,236 A/min do 0,230 £ 0,031
A/min, p < 0,05), natomiast dla stgzen wyzszych od TPC (2,2 — 23,5 pg/L): 50 pg/L
1 200 pg/L aktywnos¢ enzymu zmniejszyta si¢ w obu przypadkach o 3,46% (szybkos$¢
reakcji 0,228 = 0,029 A/min, p <0,01). Dziatanie anty-BuChE wystepuje jedynie
przy najwickszym badanym stezeniu bromperidolu: 200 ug/L, szybko$¢ reakcji
zmniejszyta si¢ 0 0,120 £ 0,023 A/min, p < 0.001, hamujac enzym az 0 34,24%.
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Wykres 2. Wplyw bromperidolu na aktywnos¢ AChE (A) i BuChE (B). Punkty
pomiarowe przedstawione jako srednia £ SD, n = 6 - 9. Wartosci statystycznie istotne
na poziomie *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 w odniesieniu do kontroli (K).

Ostatnia badana pochodna butyrofenonu - benperidol wykazuje zalezno$¢ sity
inhibicji obu ChE od stezenia substancji. Istotne statystycznie dziatanie wystepuje
jednak tylko w zakresach stezen wigkszych od TPC: 75 pg/L zmniejszyto aktywnos¢
AChE 0 4,42% (0,246 + 0,019 A/min, w poréwnaniu do kontroli 0,258 + 0,016 A/min,
p < 0,05), natomiast 100 Hg/L o 7,14% (szybko$¢ reakcji zmniejszyta si¢ do 0,239 +
0,014 A/min, p < 0,001). W przypadku BuChE, wystapito zahamowanie aktywnosci
enzymu o0 6,08% i 6,46% odpowiednio dla benperidolu w stezeniach: 50 pg/L
oraz 75 pg/L (0,283 = 0,029 A/min oraz 0,282 = 0,034 A/min, w odniesieniu
do kontroli 0,302 + 0,030, p < 0,05), natomiast benperidol w stezeniu 100 pg/L
zahamowal szybkos$¢ reakcji o 7,55% (spadek szybkosci reakceji 0 0,023 + 0,041 A/min,
p <0,01).
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Wykres 3. Wplyw benperidolu na aktywnos¢ AChE (A) i BuChE (B). Punkty pomiarowe
przedstawione jako srednia £ SD, n = 6 - 9. Wartosci statystycznie istotne na poziomie
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 w odniesieniu do kontroli (K).

Pochodne difenylobutylopiperydyny — penfluridol i pimozyd wykazaty zalezng
od stgzenia inhibicj¢ AChE. Penfluridol dziata w zakresie szerszym niz TPC (4 - 25
Mg/L) iobejmuje stezenia 1 - 50 pg/L, dla ktérych inhibicja enzymu miesci si¢
w zakresie 3,53 - 5,89% (szybko$¢ reakcji wynosita 0,232 + 0,018 A/min - 0,226
+ 0,012 A/min, w odniesieniu do kontroli 0,241 + 0,017 A/min, p < 0,05, p < 0.001).
Pimozyd w stezeniach wyzszych od TPC (1 - 15 pg/L) mieszczacych si¢ w zakresie:
25 - 100 pg/L zmniejszyt szybkos$¢ reakcji o 4,11 — 5,70% (szybkos¢ reakcji: 0,253
+ 0,012 A/min - 0,248 + 0,009 A/min w odniesieniu do kontroli 0,263 + 0,011 A/min,
p <0.01, p < 0.001). Aktywno§¢ BuChE zahamowana zostata jedynie przez pimozyd
w stezeniu 100 pg/L, ktory zmniejszyt szybko$¢ reakcji 00,023 + 0,062 A/min
(spadek o0 7,62 %, p < 0.001).
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Wykres 4. Wplyw penfluridolu na aktywnos¢ AChE (A) i BuChE (B). Punkty pomiarowe
przedstawione jako srednia = SD, n = 6 - 9. Wartosci statystycznie istotne na poziomie
*p < 0.05, ***p < 0.001 w odniesieniu do kontroli (K).
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Wykres 5. Wplyw pimozydu na aktywnos¢ AChE (4) i BuChE (B). Punkty pomiarowe
przedstawione jako srednia = SD, n = 6 - 9. Wartosci statystycznie istotne na poziomie
**p < 0.01, ***p < 0.001 w odniesieniu do kontroli (K).

Kwetiapina 1 promazyna zmniejszaly aktywno$§¢ AChE w zakresie stezen
powyzej TPC i jest to hamowanie enzymu zalezne od stezenia substancji. Kwetiapina
dziatata w zakresie 4415 - 44154 pg/L zmniejszajac szybkos¢ reakcji o 2,71 — 8,84%
(szybko$¢ reakcji mieScita si¢ w zakresie 0,257 + 0,016 - 0,241 + 0,013 A/min,
w odniesieniu do kontroli: 0,264 = 0,014 A/min, p < 0,05, p < 0.01, p < 0.001).
Promazyna natomiast w stezeniach 100 — 200 pg/L przyczynita si¢ do inhibicji AChE
w zakresie 5,28 — 10,42 % (szybko$¢ reakcji zmniejszyta si¢ o 0,014 = 0,015 A/min —
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0,027 + 0,016 A/min, p < 0,05, p<0.01, p < 0.001). Ponadto, zwiazki te wykazaty
najwigksza zdolno$§¢ do hamowania aktywno$ci BuChE spos$rod badanych lekow
przeciwpsychotycznych. W przypadku kwetiapiny istotna statystycznie inhibicja
wystgpita powyzej TPC, obejmujac st¢zenia 441 — 44154 pg/L, ktéra zmniejszyta
aktywno$¢ BuChE o 36,79 — 77,11% (szybko$¢ reakcji spadta o 0,072 £+ 0,020 A/min —
0,151 + 0,001 A/min w odniesieniu do kontroli: 0,196 + 0,029 A/min, p < 0.001).
Promazyna wykazata dzialanie hamujace aktywno$§¢ BuChE w zakresie znacznie
szerszym niz TPC, obejmowato ono bowiem st¢zenia 7,5 - 200 pg/L, dla ktorych
inhibicja wynosita 19,08 — 85,75 % (szybko$¢ reakcji z tymi stgzeniami byta w zakresie
odpowiednio: 0,267 + 0,022 A/min - 0,047 + 0,007 A/min, w poréwnaniu do kontroli:
0,330 £ 0,025 A/min, p < 0,05, p <0.001).
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Wykres 6. Wplyw kwetiapiny na aktywnos¢ AChE (A) i BuChE (B). Punkty pomiarowe
przedstawione jako srednia £ SD, n = 6 — 9. Wartosci statystycznie istotne na poziomie
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 w odniesieniu do kontroli (K).
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Wykres 7. Wplyw promazyny na aktywnosé¢ AChE (A) i BuChE (B). Punkty pomiarowe
przedstawione jako srednia £ SD, n = 6 - 9. Wartosci statystycznie istotne na poziomie
*p <0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 w odniesieniu do kontroli (K).

Wykonano rowniez badanie oceniajace wplyw donepezilu oraz rywastygminy -
zwigzkow odniesienia, na szybko$¢ reakcji AChE 1 BuChE. Z przedstawionych ponizej
wykresow (Wykres 8 i 9) wynika, ze donepezil hamuje AChE w zakresie stezen 0,005 -
0,1 umol/L odpowiednio 0 16,63 — 84,37 % (szybko$¢ reakcji zmniejszyta si¢ o 0,036
+ 0,013 A/min — 0,183 £ 0,005 A/min w poréwnaniu do kontroli 0,217 + 0,032 A/min,
p< 0.01, p<0.001). Donepezil hamowal BuChE w zakresie 2 — 100 pmol/L,
zmniejszajac szybkos$¢ reakcji o 36,79 - 77,11% (szybko$¢ reakcji wynosila
odpowiednio 0,274 + 0,023 A/min — 0,043 0,004 A/min, w odniesieniu do kontroli:
0,319 £ 0,020 A/min, p <0.01, p<0.001). Rywastygmina hamowata AChE w zakresie
stezen 15 — 100 umol/L 0 6,59 — 65,32% (szybkos¢ reakcji zmniejszyta si¢ o 0,016
+ 0,014 A/min — 0,159 + 0,004 A/min w poréwnaniu do kontroli 0,243 + 0,017 A/min,
p< 0.01, p< 0.001). Aktywnos¢ BuChE spadia o 36,93 — 90,73% (szybko$¢ reakcji
zmniejszyta si¢ o 0,122 + 0,053 A/min — 0,300 + 0,015 A/min w poréwnaniu
do kontroli 0,331 £ 0,066 A/min, p < 0.01, p< 0.001) dla rywastygminy w zakresie
stezen 0,5 — 5 pmol/L.
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Wykres 8. Wplyw donepezilu na aktywnos¢ AChE (A) i BuChE (B). Punkty pomiarowe
przedstawione jako srednia £ SD, n = 6 - 9. Wartosci statystycznie istotne na poziomie
**p < 0.01, ***p < 0.001 w odniesieniu do kontroli (K). Zakres stezen terapeutycznych
30-75 ug/L (0,072-0,180 umol/L).
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Wykres 9. Wplhyw rywastygminy na aktywnos¢ AChE (4) i BuChE (B). Punkty
pomiarowe przedstawione jako srednia £ SD, n = 6 - 9. Wartosci statystycznie istotne
na poziomie **p < 0.01, ***p < 0.001 w odniesieniu do kontroli (K). Zakres stezen
terapeutycznych 5-22 ug/L (0,012-0,055 umol/L).

Wyznaczona szybko$¢ reakcji enzymatycznych postuzyla do obliczenia
procentéw inhibicji aktywnosci AChE oraz BuChE, ktore nie przekroczyly 11%
dla badanych lekow przeciwpsychotycznych, co przedstawia Tabela 36. Wyjatek
stanowil bromperidol, ktéry zahamowat BuChE o 34,24% w najwyzszym badanym
stezeniu, ktore byto prawie 10-krotnie wyzsze od TPC oraz kwetiapina i promazyna,
ktore wykazaty ponad 50% stopien inhibicji BuChE, co pozwolito na obliczenie

wartosci  ICsp dla tych dwoch zwigzkow (Tabela 37). Obliczenia wskaznika
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selektywnosci (SI) potwierdzity, ze zardbwno kwetiapina jak i promazyna wykazuja

wicksza selektywno$¢ wzgledem BuChE niz AChE.

Tabela 36. Maksymalne wartosci inhibicji [%] AChE oraz BuChE dla lekow
przeciwpsychotycznych w badanych zakresach stezen. WartoSci statystycznie istotne
na poziomie *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 w odniesieniu do kontroli (K),
ktorq stanowily proby nie traktowane lekiami przeciwpsychotycznymi.

Zwigzek max. % inhibicji enzymu
L AChE BUChE
485%* 9,59 9+
3,46 % ** 34.24 9
7149 7,55 % **
5,89 9 *+* 3,60 %
5,70 9+~ 7,62%
8,849+~ 77,119
10,42 % *=* 85,75 % ***

Na podstawie danych do$wiadczalnych otrzymanych dla donepezilu
i rywastygminy  obliczono  1Csp  rowniez  dla  zwigzkow ~ wzorcowych.
W przeprowadzonych badaniach, wykazano doswiadczalnie, Zze donepezil hamowat
50% aktywnos$ci AChE i BuChE, odpowiednio w stezeniach 0,025+ 0,004 pumol/L
112,81 £1,52 umol/L. Odnoszac si¢ do danych literaturowych [213,228,229]
opisujacych TPC dla donepezilu: 30 — 75 pg/L (0,072 — 0,180 umol/L), jedynie dwa
najwyzsze badane stezenia donepezilu dla AChE (0,075 — 0,1 pmol/L) mieszcza si¢
w zakresie TPC, natomiast dla BuChE zakres TPC jest ponizej badanych stezen.
Rywastygmina z kolei powodowata 50% inhibicji aktywnosci AChE w stgzeniu
64,29 + 2,97 pmol/L oraz BuChE w stezeniu 0,95 = 0,09 pumol/L. Zakres TPC
dla rywastygminy wg literatury [229] miesci si¢ w zakresie 5 — 22 pg/L (0,012 - 0,055
pmol/L), czyli dla AChE jest on ponizej badanych st¢zen rywastygminy, natomiast
dla BuChE obejmuje najnizsze jej stezenie (0,05 umol/L). Otrzymane wartosci 1Cso
pokrywaja si¢ z referencyjnymi wartosciami ICsy dla donepezilu i rywastygminy

opisywanymi w literaturze, co przedstawia Tabela 37.
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Tabela 37. Zestawienie wartosci ICsy dla donepezilu, rywastygminy, promazyny
I kwetiapiny uzyskanych w badaniach wtasnych i danych literaturowych [230-235].

Zwinzek 1Cs (Umol/L) SI Literatura
AChE BuChE AChE BuChE

Donepezil — 0,025+0,004 12,81+1,52 512,40 0,002 Dane
eksperymentalne

Donepezil — 0,323 +0,126 12,80+ 0,70 39,60 0,025 [230]*

literaturowe 0,020+0,001 460+0,28 230,00 0,004 [231]°

wartosci 0,035+0,003 2,32+0,10 66,30 0,015 [232]°

referencyjne

Rywastygmina 64,29 £ 2,97 0,95+ 0,09 0,015 67,67 Dane

— badania eksperymentalne

wlasne

Rywastygmina - BEEEN0R 0,24 £ 0,02 0,05 19,83 [230]*

literaturowe 3,12 + 0,46 0,38 £ 0,02 0,12 8,21 [233]*

wartosci 8,10 + 0,33 3,60 £ 0,15 0,44 2,25 [234]"

referencyjne 56,10 + 1,40 66,30 + 5,30 1,18 0,85 [235]

Promazyna — >2* 0,19 £0,02 0,05* 19* Dane

badania wlasne eksperymentalne

Promazyna - bd* bd* - -

literaturowe

wartosci

referencyjne

Kwetiapina — > 100* 6,08 + 1,63 0,01* 113* Dane

badania wlasne eksperymentalne

Kwetiapina - bd* bd* - -

literaturowe

wartosci
referencyjne
*wartosci teoretyczne obliczone na podstawie wykresow ekstrapolowanych dla promazyny

i kwetiapiny w kierunku AChE i BuChE. SI (wskaznik selektywnosci, Selectivity Index) —
dla AChE okresla si¢ jako stosunek powinowactwa ICsy BUChE/ICs, AChE, dla BuChE
jako I1Csqg AChE/ICs, BUChE.

bd* - brak danych

! badania przeprowadzone na ludzkich AChE i BUChE

*badania przeprowadzone na AChE pozyskanym z wegorza elektrycznego i BuChE pozyskanym

z surowicy konskiej

Poréwnanie wyznaczonych wartosci ICso dla promazyny i kwetiapiny
z wartosciami 1Csp otrzymanymi dla wzorcowych inhibitoréw tych enzyméw wykazato,
ze promazyna ma az 5-krotnie wyzsza aktywno$¢ anty-BuChE w pordwnaniu
Z rywastygming (wzorcowy, nieselektywny inhibitor ChE). Donepezil, ktory jest
wysokokoselektywnym inhibitorem o stosunkowo stabej aktywno$ci anty-BuChE
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I silnej anty-AChE, zahamowat ponad 67-krotnie stabiej w stosunku do promazyny
aktywno$¢ BuChE. Inaczej sprawa wyglada w przypadku kwetiapiny, ktora wykazata
si¢ nieco stabsza aktywnoscig anty-BuChE niz rywastygmina (warto$¢ ICsg
dla kwetiapiny byla ok. 6-krotnie wyzsza w poréwnaniu do ICso rywastygminy),
natomiast dwa razy silniej hamowata aktywno$¢ BuChE w poréwnaniu z donepezilem.
Wyniki przedstawiajace silng inhibicjc BuChE przez promazyng¢ i kwetiaping sa
korzystne w swietle badan przeprowadzonych przez Grossberga i wspotautoréw [236],
ktorzy doniesli, ze aktywnos¢ BuChE w neuroprzekaznictwie cholinergicznym wzrasta
w AD 0 40 - 90%, chociaz BuChE stanowi tylko 10% catkowitej aktywnosci ChE
w korze zdrowego ludzkiego mozgu. Otrzymana aktywno$¢ promazyny i kwetiapiny
moze by¢é zwigzana =z obecnoscig w Strukturze uktadu trojpierScieniowego
zawierajacego azot i siarke. Potwierdzatoby to doniesienia Tasso i wspotautorow [237],
ktorzy opisali wysoce selektywne hamowanie BuChE przez niektére pochodne
fenotiazyny, takie jak np. etopropazyna, a takze przez niektdre pochodne i analogi
fizostygminy (np. fenetylocymseryna). Dla etopropazyny warto$¢ ICsy wynosita
260 umol/L w odniesieniu do AChE, podczas gdy dla BuChE wynosita 0,3 pmol/L
[238].

12.2. Wyznaczenie parametrow Kinetycznych reakcji enzymatycznej

Parametry kinetyczne reakcji enzymatycznych wyznaczono na podstawie trzech
indywidualnych eksperymentdw przeprowadzonych z wykorzystaniem materiatu
biologicznego uzyskanego od réznych dawcow. W celu oceny kinetyki enzymatycznej
przeprowadzono doswiadczenia z uzyciem zmiennych stezen substratow ATC (0,0375
—0,75 umol/mL), BTC (0,0375 — 0,75 pmol/mL). Typ hamowania i parametry
Kinetyczne reakcji wyliczono w oparciu o rownanie Hanesa-Wolfa, stosujac metode
regresji liniowej najlepszego dopasowania do zebranych danych pomiarowych.
W otrzymanym réwnaniu prostej y = ax + b, warto$¢ y = [S]/v, a = L/Vmax, X = [S] i b =
Kmn/Vimax. Wykresem rownania jest prosta przecinajaca o§ 0Y w punkcie Kn/Vmax, a 08
0X w punkcie -Kn. Wartosci Km, Vmax Otrzymane dla czystego enzymu i Ky, Vmaxg
dla badanych zwigzkow przy stezeniach ICsy zastosowano do okreslenia typu inhibicji
(Wykresy 10-15). Zestawienie otrzymanych wynikéw K., i Vmax przedstawiono
w Tabeli 38. Ponadto, w celu potwierdzenia, ze typ inhibicji nie zmienia sig

przy nizszych stezeniach inhibitora, dla kwetiapiny i promazyny wyznaczono takze
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warto$ci Kmgy 1 Vmaxi) dla stgzen odpowiadajacych ok. 25% inhibicji (%2 ICso )
(Wykresy 14-15, Tabela 38).

Uzyskane dane wskazuja, ze donepezil hamuje zaréwno AChE, jak i BuChE
w sposob mieszany. Doniesienia literaturowe [238-241] opisujg donepezil jako
selektywny, niekonkurencyjny i odwracalny inhibitor AChE. Hamowanie enzymu moze
nastgpowac poprzez wigzanie w centrum aktywnym lub tez peryferyjnym. W inhibicji
typu mieszanego oba parametry kinetyczne opisujace reakcje enzymatyczng ulegaja
zmianie (K jest wigksza niz Ky, @ Vimax) zmniejsza si¢ w poréwnaniu do Vmax ),
natomiast miejsce przecigcia z osia OY odpowiada wartosci rownej Kmeiy/Vmax),

podczas gdy przecigcie z osia OX odpowiada -Ky [242].

AChE - donepezil * czysty enzym * donepezil

8 y =8,2014x+1,4317
R?=0,9905

[s)/v

y=4,0625x + 0,345
R? =0,9981

0,4 0,6 0,8 1

Wykres 10. Wykres Hanesa-Wolfa, przedstawiajqcy stosunek poczgtkowego stezenia
substratu [S] do predkosci reakcji v wykreslonej wzgledem [S]. Donepezil w stezeniu
rownym wartosci ICsq (0,025 umol/L). Wyniki przedstawiono jako srednig £ SD, n = 3.
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BuChE - donepezil e czysty enzym = donepexil

14
12

10 y=10,733x+1,5948 {
R2=0,9909 }

6 L
1

[s)/v

y =4,2465x+0,3582
R? =0,9979

0,6 0.8 1

Wykres 11. Wykres Hanesa-Wolfa, przedstawiajgcy stosunek poczqtkowego stezenia
substratu [S] do predkosci reakcji v wykreslonej wzgledem [S]. Donepezil w stezeniu
rownym wartosci ICsq (12,81 umol/L). Wyniki przedstawiono jako srednig + SD, n = 3.

Inhibicje typu mieszanego wykazano rowniez dla rywastygminy w stosunku
do AChE oraz dla kwetiapiny i promazyny w odniesieniu do BuChE. Odmienny
mechanizm inhibicji aktywnos$ci BuChE zaobserwowano w przypadku rywastygminy,
dla ktorej podczas hamowania aktywnosci BuChE warto$¢ Kmg) pozostaje bez zmian
(krzywe dla czystego enzymu 1 enzymu z inhibitorem przecinajg o$ 0X w tym samym
punkcie warto$ci ujemnych), podczas gdy Vmaxi) ulega zmniejszeniu (krzywa
dla enzymu z inhibitorem przecina o$ 0Y przy wyzszych wartosciach na osi rzednych

niz krzywa dla czystego enzymu) [242].

AChE - rywastygmina o czysty enzym e rywastygmina
14

12

10

y=8,5107x+1,6371
R? = 0,9957

[Sl/v

y =3,6174x+0,3482
R* =0,9997

0,6 0.8 1

4

[s]

Wykres 12. Wykres Hanesa-Wolfa, przedstawiajqcy stosunek poczqtkowego stezenia
substratu [S] do predkosci reakcji v wykreslonej wzgledem [S]. Rywastygmina
W stezeniu rownym wartosci 1Csy (64,29 umol/L). Wyniki przedstawiono jako srednig
+SD,n=3.
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BuChE - rywastygmina e czysty enzym e rywastygmina
14

12
10

y =8,2097x+0,5098
R? =0,9973

[s)/v

y =4,2509x+0,2758
R? =0,9981

0,4 0,6 0,8 1

Wykres 13. Wykres Hanesa-Wolfa, przedstawiajgcy stosunek poczqtkowego stezenia
substratu [S] do predkosci reakcji v wykreslonej wzgledem [S]. Rywastygmina
W stezeniu rownym wartosci 1Csy (0,95 umol/L). Wyniki przedstawiono jako Srednig
+SD,n=3.

® czysty enzym

BuChE - kwetiapina  kwetiapina [6,08 umol/L]

" kwetiapina [3,04 umol/L]

12

10

8 y=7,9477%+0,7134
R? =0,9973

[s)/v

Z6|8383x+0,6282
2-0,9974

Yy =6,1512x+0,4759
R*=0,9921

0,2 0,4 0,6 0,8 1

Wykres 14. Wykres Hanesa-Wolfa, przedstawiajqcy stosunek poczqtkowego stezenia
substratu [S] do predkosci reakcji v wykreslonej wzgledem [S]. Kwetiapina w stezeniu
rownym wartosci 1Csq (6,08 umol/L) oraz % ICsq (3,04 umol/L). Wyniki przedstawiono
Jjako srednig = SD, n = 3.
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 czysty enzym
BuChE - promazyna * promazyna [0,186 pmol/L]
promazyna [0,093 umol/L]
14

12

y=7,2844x+4,1299
R?=0,9939

10

[S)iv

Yy =5,6049x+2,3852
R* =0,9909

y = 4,2846x +0,4719
R? =0,9949

0,4 0,6 0,8 1

Wykres 15. Wykres Hanesa-Wolfa, przedstawiajgcy stosunek poczgtkowego steZenia
substratu [S] do predkosci reakcji v wykreslonej wzgledem [S]. Promazyna w stezeniu
rownym wartosci ICsy (0,186 umol/L) oraz % ICsy (0,093 wpmol/L). Wyniki
przedstawiono jako srednig = SD, n = 3.
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Tabela 38. Wyznaczone parametry kinetyczne reakcji enzymatycznych dla
AChE i BuChE: stata Michaelisa (Ky), pozorna stata Michaelisa (Km)) oraz szybkosc¢
maksymalna reakcji (Vmax) 1szybkos¢ maksymalna po inhibicji donepezilem,
rywastygming w  stezeniach rownych ICsy (Vmaxq) Oraz kwetiaping, promazyng
W stezeniach rownych ¥ 1Cso oraz 1Csq (Vimaxi)). Wyniki przedstawiono jako wartosci
Srednie = SD, n = 3.
s | Dt
kinetycznych AChE kinetycznych BuChE

Donepezil (w stezeniu odpowiadajacym ICsp)

Kn  [umol/mL] 0,084 + 0,018 0,0853 + 0,007

Kmiy [Hmol/mL] 0,180 + 0,054 (1) 0,1497 + 0,009 (1)

Vimax  [A/min] 0,247 + 0,019 0,2452 + 0,069

Vmax@y [A/min] 0,125+ 0,027 (}) 0,0985 + 0,033 (})
Rywastygmina (w stezeniu odpowiadajacym ICsg)

Kn  [umol/mL] 0,099 + 0,060 0,066 £ 0,015

Kmg [umol/mL] 0,200 £ 0,084 (1) 0,062 + 0,030 (b.z.)

Vimax  [A/min] 0,277 £ 0,022 0,236 £ 0,023

Vmax@) [A/min] 0,120 £ 0,023 (}) 0,122 + 0,003 (})

Promazyna (w st¢zeniu odpowiadajacym ICsp)

Km  [umol/mL] n.d. 0,110 + 0,013

Km@ [umol/mL] n.d. 0,600 £ 0,224 (1)

Vimax  [A/min] n.d. 0,234 + 0,012

Vmax@) [A/min] n.d. 0,144 + 0,036 (])
Promazyna (w stezeniu odpowiadajacym Y2 1Csp)

Km  [umol/mL] n.d. 0,106 + 0,031

Kma [umol/mL] n.d. 0,465%0,170 (1)

Vimax  [A/min] n.d. 0,251 + 0,021

Vmax@y [A/min] n.d. 0,192 +0,059 (])

Kwetiapina (w st¢zeniu odpowiadajacym ICsp)

Km  [umol/mL] n.d. 0,077 £ 0,004

Kma@ [Mmol/mL] n.d. 0,097 £ 0,033 (1)

Vimax  [A/min] n.d. 0,169 £ 0,046

Vmax@) [A/min] n.d. 0,138 £ 0,058 (})
Kwetiapina (w stezeniu odpowiadajacym Y2 1Csp)

Km  [umol/mL] n.d. 0,106 + 0,031

Kmg [tmol/mL] n.d. 0,100 £ 0,017 b.z.

Vimax  [A/min] n.d. 0,251 + 0,021

Vmaxi) [A/min] n.d. 0,239 +0,026 b.z.

n.d. (not determined) — nie okreslono (niewystarczajgce hamowanie AChE

do okreslenia wartosci ICsp).
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12.3 Wyznaczenie synergizmu dzialania lekow

W kolejnych etapach badan, oceniono potencjalny synergizm dziatania lekoéw
przeciwpsychotycznych oraz wzorcowych inhibitorow cholinoesteraz (ChEIl) -
donepezilu irywastygminy. W tym celu wykonano pomiary aktywnosci enzymow
W obecnosci wzorcowego inhibitora oraz z uzyciem mieszanin binarnych, a nastepnie
wyznaczano wartosci ICsg dla inhibitora AChE lub BuChE oraz mieszaniny zwigzkow.
Mieszaning binarng stanowilo polaczenie inhibitora (donepezilu lub rywastygminy)
uzytego w  zmiennych  stgzeniach  ze stalym  stgzeniem  danego  leku
przeciwpsychotycznego, ktore odpowiadato wartoSci TPCra, uStalonej w oparciu
0 dane literaturowe. Stezenia inhibitoréw uzytych do badan byly takie same zaréwno
W testach dla mieszaniny zwigzkow jak i dla prob z samym inhibitorem - dla donepezilu
stosowano stezenia z zakresu 0,1 — 100 nmol/L do oceny aktywno$ci AChE i 0,2 — 100
umol/L w przypadku BuChE, natomiast dla rywastygminy odpowiednio: 5 — 100
umol/L (AChE) oraz 0,05 — 5 umol/L (BuChE). Jak przedstawiono w Tabeli 39, badane
leki przeciwpsychotyczne w wigkszoséci przypadkow zwigkszaja potencjal hamujacy
donepezilu wzgledem BuChE. Wyijatek stanowig haloperidol i penfluridol, ktére nie
wykazaty istotnego statystycznie wplywu na BuChE. Najsilniejszy synergizm
z donepezilem wykazata promazyna (Wykres 16), obnizajac ICso dla BUChE 0 64,8%
(ICsp mieszaniny: 4,51 + 0,19 umol/L) w odniesieniu do samego donepezilu (ICso:
12,81 £ 1,52 umol/L), p < 0,05. Bromperidol (Wykres 17), benperidol (Wykres 18),
pimozyd (Wykres 19) i kwetiapina (Wykres 20) zmniejszyty ICso mieszaniny binarnej
wzgledem warto$ci ICsg dla czystego donepezilu 0 43,8 — 57,9% (p < 0,05). Badane leki
przeciwpsychotyczne nie wptynety statystycznie istotnie na zmiang ICsy mieszaniny

binarnej w poréwnaniu z czystym donepezilem dla AChE.
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Tabela 39. Wphw lekow przeciwpsychotycznych na site hamowania aktywnosci AChE
I BUChE przez donepezil.

Donepezil

25,58 + 4,56 [nmol/L] 12,81 + 1,52 [pmol/L]

ICso binarnej Efekt ICso binarnej Efekt
mieszaniny mieszaniny
[nmol/L] [pmol/L]

25,08 + 2,44 - 7,85+ 0,53 138,7%

2433+143 | 49% 5,88 +0,49 * 154,1%

28,66 +0,17  112,1% 5,39+ 0,41 * 157.9%

25,37 + 0,47 - 11,56 + 0,86 1 9.8%

20,74+226 | 189% 7,19+0,19 * 143,8%

3432+1,78  1342% 6,18 0,12 * 151,8%
Promazyna (0,15 umol/L) 29,90 + 2,24 116,9% 451+0,19* | 64,8%
Leki przeciwpsychotyczne zastosowano w stezeniach odpowiadajgcych TPCnay: haloperidol (50
ug/L), bromperidol (25 ug/L), benperidol (10 ug/L), penfluridol (25 ug/L), pimozyd (25 ug/L),
kwetiapina (400 ug/L), promazyna (450 ug/L). Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie £
SD, n =6 — 9. Istnieje roznica statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsg
wyznaczonej dla samego donepezilu.

* Promazyna + Donepezil * Donepezil

100

y =12,764In(x) + 30,792
90 R2=0,9703 “'n'."'.““‘w__-,‘.;urunr

80
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w70 At R?=0,9902
=] . Ry
2 6o 4_,}
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20 {
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stezenie donepezilu [umol/L]

Wykres 16. Wplyw promazyny w stezeniu TPCpax (0,15 umol/L; 450 ug/L) na site
hamowania aktywnosci BuChE przez donepezil w zakresie stezen 1,96 — 98 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie = SD, n = 6 — 9. Istnieje roznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsy Wyznaczonej dla samego
donepezilu.
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* Bromperidol + Donepezil * Donepezil

100
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Wykres 17. Wplyw bromperidolu w stezeniu TPCrax (0,06 umol/L; 25 ug/L) na site
hamowania aktywnosci BuChE przez donepezil w zakresie stezen 1,96 — 98 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie = SD, n = 6 — 9. Istnieje roznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsy Wyznaczonej dla samego
donepezilu.

* Benperidol + Donepezil * Donepezil

100
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Wykres 18. Wplyw benperidolu w stezeniu TPCpax (0,03 umol/L; 10 ug/L) na site
hamowania aktywnosci BuChE przez donepezil w zakresie stezen 1,96 — 98 umol/L.

Wyniki przedstawiono jako wartosci Srednie + SD, n = 6 — 9. Istnieje rozZnica

statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsy Wyznaczonej dla samego
donepezilu.
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¢ Pimozyd + Donepezil * Donepezil
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Wykres 19. Wphyw pimozydu w stezeniu TPCpax (0,03 wmol/L; 25 ug/L) na site
hamowania aktywnosci BuChE przez donepezil w zakresie stezen 1,96 — 98 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie = SD, n = 6 — 9. Istnieje roznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsy Wyznaczonej dla samego
donepezilu.

» Kwetiapina + Donepezil * Donepezil
100
y =19,195In(x) +2,0392
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Wykres 20. Wphw kwetiapiny w stezeniu TPCrax (0,91 umol/L; 400 ug/L) na site
hamowania aktywnosci BuChE przez donepezil w zakresie stezen 1,96 — 98 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci Srednie = SD, n = 6 — 9. Istnieje roznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsy Wyznaczonej dla samego
donepezilu.
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W przypadku mieszanin binarnych z rywastygming, dla ktorych wyniki
przedstawione sa W Tabeli 40, najwickszy wplyw na inhibicje AChE stwierdzono
dla potaczenia z pimozydem (Wykres 21) w poroéwnaniu do samej rywastygminy
(zmniejszenie 1Cs0 0 51,0%, z 64,29 £ 2,97 umol/L do 32,81 £ 2,99 umol/L, p < 0,05).
Kolejnymi zwigzkami, ktore statystycznie istotnie obnizyly warto$¢ 1Csy rywastygminy
wyznaczonej dla AChE sg bromperidol (Wykres 22) ikwetiapina (Wykres 23),
dla ktorych warto$ci ICsp mieszanin binarnych wynosity odpowiednio 33,26 = 1,39
umol/L (spadek o 48,3%, p<0,05) oraz 34,75+ 2,16 pumol/L (spadek o 45,9%,
p <0,05). Benperidol (Wykres 24) oraz promazyna (Wykres 25) zmniejszylty wartosé¢
ICso mieszanin binarnych w stosunku do czystej rywastygminy wyznaczonej dla AChE
(64,29 umol/L) o odpowiednio 38,2% (ICso mieszaniny 39,70 £ 0,24 pmol/L, p < 0,05),
31,2% (ICsp mieszaniny 44,20 £ 3,46 pumol/L, p <0,05). W mieszaninie binarnej
dodatek haloperidolu stosunkowo najstabiej obnizat wartos¢ ICso W stosunku do czystej
rywastygminy (Wykres 26), powodujgc zmniejszenie tej wartosci 0 22,6% (ICso
mieszaniny 49,79 + 2,37 umol/L w odniesieniu do samej rywastygminy 64,29 + 2,97
umol/L, p < 0,05). Jedynym zwigzkiem, ktory nie wptynat na zmiang wartosci 1Cs
W potaczeniu z rywastygming byl penfluridol. Dla hamowania aktywnosci BUuChE
statystycznie istotne dziatanie wykazaty mieszaniny binarne penfluridolu (Wykres 27)
oraz promazyny (Wykres 28). Substancje te, w mieszaninie binarnej wykazaly,
w zalezno$ci od uzytego stezenia inhibitora wzorcowego (rywastygminy), dzialanie
addytywne (dla niskich stezen rywastygminy) lub w wyzszych zakresach st¢zen -
dziatanie antagonistyczne. W obu jednak przypadkach zaobserwowano statystycznie
istotne zwigkszenie wartosci 1Csp Wyznaczonych w mieszaninach binarnych tych
zwigzkow w poroéwnaniu do ICsy czystej rywastygminy (ICso 0.95 + 0,09 pmol/L)
odpowiednio o 23,7% (1,18 £ 0,07 umol/L, p < 0,05) i 30,0% (1,24 + 0,04 umol/L,
p <0,05).
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Tabela 40. Wphw lekow przeciwpsychotycznych na site hamowania aktywnosci AChE
| BuChE przez rywastygmine.

Rywastygmina
|C50 AChE |C5o BuChE

Rywastygmina 64,29 = 2,97 [pmol/L] 0,95 £ 0,09 [pmol/L]

ICso binarnej Efekt ICsobinarnej  Efekt

mieszaniny mieszaniny

[umol/L] [pmol/L]
Haloperidol (0,07 pmol/L) |

Haloperidol (0,07 umol/L) 49,79 +237* | 22,6% 1,08 + 0,08 113,6%

Bromperidol (0,06 pmol/L) 33,26 +1,39* | 48,3% 0,91 +0,03 -

Penfluridol (0,05 pmol/L) 64,51+ 2,74 - 1,18+0,07* 123,7%
32,81+£299* | 51,0% 0,76 £0,06 | 20,3%
3475+216* | 459% 1,00£0,07 1 6,4%
4420+3,46* | 31,2% 1,24 £0,04*  130,0%

Leki przeciwpsychotyczne zastosowano w stezeniach odpowiadajgcych TPCnqy: haloperidol (50
ug/L), bromperidol (25 ug/L), benperidol (10 ug/L), penfluridol (25 ug/L), pimozyd (25 ug/L),
kwetiapina (400 ug/L), promazyna (450 ug/L). Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie
+ SD, n = 6 — 9; Istnieje roznica statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsy
wyznaczonej dla samej rywastygminy.

Benperidol (0,03 umol/L) 39,70+£0,24* | 38,2% 1,01 £ 0,09 T 5,6%
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Wykres 21. Wplyw pimozydu w stezeniu TPCrax (0,03 wumol/L; 25 ug/L) na site
hamowania aktywnosci AChE przez rywastygmine w zakresie stezen 5 — 100 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci Srednie = SD, n = 6 — 9; Istnieje roznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci 1Csy wyznaczonej dla samej
rywastygminy.
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Wykres 22. Wplyw bromperidolu w stezeniu TPCrax (0,06 umol/L; 25 ug/L) na site
hamowania aktywnosci AChE przez rywastygming w zakresie stezen 5 — 100 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie = SD, n = 6 — 9; Istnieje roznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsy Wyznaczonej dla samej
rywastygminy.
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Wykres 23. Wplyw kwetiapiny w stezeniu TPCrax (0,91 umol/L; 400 ug/L) na site
hamowania aktywnosci AChE przez rywastygming w zakresie stezen 5 — 100 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie + SD, n = 6 — 9; Istnieje roznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci 1Csy wyznaczonej dla samej
rywastygminy.
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Wykres 24. Wplyw benperidolu w stezeniu TPCpax (0,03 umol/L; 10 ug/L) na site
hamowania aktywnosci AChE przez rywastygming w zakresie stezen 5 — 100 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie = SD, n = 6 — 9; Istnieje roznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsy Wyznaczonej dla samej
rywastygminy.

* Promazyna + Rywastygmina ¢ Rywastygmina
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Wykres 25. Wplyw promazyny w stezeniu TPCpax (0,15 umol/L; 450 ug/L) na site
hamowania aktywnosci AChE przez rywastygming w zakresie stezen 5 — 100 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci Srednie = SD, n = 6 — 9; Istnieje roznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci 1Csy wyznaczonej dla samej
rywastygminy.
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Wykres 26. Wphyw haloperidolu w stezeniu TPCrax (0,07 wmol/L; 50 ug/L) na site
hamowania aktywnosci AChE przez rywastygming w zakresie stezen 5 — 100 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie £ SD, n = 6 — 9; Istnieje roznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsy Wyznaczonej dla samej
rywastygminy.
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Wykres 27. Wplyw penfluridolu w stezeniu TPCrax (0,05 umol/L; 25 ug/L) na site
hamowania aktywnosci BuChE przez rywastygmine w zakresie stezen 0,05 — 5 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci Srednie = SD, n = 6 — 9; Istnieje roznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsp Wyznaczonej dla samej
rywastygminy.
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Wykres 28. Wplyw promazyny w stezeniu TPCmax (0,15 umol/L; 450 ug/L) na site
hamowania aktywnosci BuChE przez rywastygming w zakresie stezen 0,05 — 5 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci Srednie = SD, n = 6 — 9; Istnieje roznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsp wyznaczonej dla samej
rywastygminy.

12.4 Ocena interakcji mieszaniny binarnej z uzyciem programu ComboSyn

Otrzymane w badaniu doswiadczalnym wyniki inhibicji aktywnosci ChEs poprzez
zastosowanie binarnej mieszaniny lekow zostaty rowniez zweryfikowane przy uzyciu
oprogramowania ComboSyn. Program ten pozwala na analize interakcji zwigzkow
zarowno w warunkach in vitro jak i in vivo [217]. W 1983 roku, Chou i Talalay,
na podstawie swoich badan i przeprowadzonych analiz matematycznych, wprowadzili
termin  ,wskaznik kombinacji” (Cl) do ilosciowego okreslenia synergizmu
lub antagonizmu dziatania lekdw stosowanych tacznie. Zgodnie z zaproponowang przez
autorow interpretacjg, warto$¢ wskaznika Cl <1, =1 i >1 wskazuje odpowiednio
na synergizm, efekt addytywny iantagonizm. Istnieje mozliwos¢ zastosowania
kombinacji dwoch substancji w statych stosunkach stezen lubtez mozna badaé¢
mieszaniny lekoéw, gdzie stezenie jednego zwigzku jest state, natomiast stezenie drugiej
substancji jest zmienne [217]. Dane otrzymane z eksperymentalnego badania

potencjalnego  synergizmu lekbw  przeciwpsychotycznych z donepezilem
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I rywastygming postuzyly do wykonania analizy matematycznej w programie
ComboSyn. Stezenia lekow przeciwpsychotycznych byty state i odpowiadaty ich
TPCmax, Natomiast zastosowane st¢zenia donepezilu byty w zakresie 0,1 — 100 nmol/L
do oceny aktywnosci AChE i 2 — 100 pumol/L w przypadku BuChE, zakres stezen
rywastygminy wynosit odpowiednio: 5 — 100 umol/L (AChE) oraz 0,05 — 5 pumol/L
(BUChE), co zaprezentowane jest w Tabelach 41-43 wraz z obliczonymi przez program

wartosciami CI. Graficzng prezentacja otrzymanych wynikow sg Wykresy 29-32.

Wyniki analizy przeprowadzone dla mieszanin lekéw przeciwpsychotycznych
z donepezilem (0,1 — 100 nmol/L) wzgledem AChE (Tabela 41, Wykres 29)
potwierdzity synergistyczne dzialanie bromperidolu i pimozydu, poniewaz wartosci CI
byly < 1, zaréwno dla mieszanin donepezilu z bromperidolem oraz pimozydem.
W badaniach eksperymentalnych 1Csy mieszaniny obnizylo si¢ o odpowiednio 4,9%
oraz 18,9%. Jednak w obu przypadkach mozna mowi¢ jedynie o tendencji w dziataniu,
poniewaz wyniki te nie byly istotne statystycznie. W przypadku zastosowania
mieszaniny binarnej z kwetiaping wykazano antagonistyczne dziatanie mieszaniny
zwigzkow, poniewaz wartosci Cl ze wszystkimi badanymi st¢zeniami donepezilu byty
powyzej 1. Potwierdzeniem tego jest obserwowany w badaniach eksperymentalnych
34,2% wzrost wartosci 1Cso dla mieszaniny kwetiapiny z donepezilem w poréwnaniu
z czystym donepezilem.
Ponadto, analiza Chou-Talalay wykazata, ze rodzaj interakcji pomiedzy zwigzkami
moze mie¢ dzialanie zmienne i zalezne od st¢zenia inhibitora wzorcowego. Przyktadem
jest mieszanina donepezilu z promazyna, dla ktorej przy nizszych stezeniach donepezilu
w mieszaninie (0,005 — 0,025 pumol/L) obserwuje si¢ efekt antagonistyczny (Cl > 1)
w przypadku inhibicji AChE, podczas gdy w wyzszym zakresie stezen donepezilu (0,05
— 0,1 umol/L) efekt ten jest zmniejszony, a nawet przy najwyzszych stezeniach mozna

zaobserwowac¢ synergizm (CI < 1).
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Tabela 41. Analiza potencjalnych interakcji miedzy donepezilem i badanymi lekami
przeciwpsychotycznymi wzgledem AChE wykonana przy uzyciu metody Chou-Talalay.
Interakcja lekow obliczona na podstawie wskaznika kombinacji (CI), gdzie CI <I, =1
i >1 wskazujq odpowiednio na synergizm, efekt addytywny i antagonizm.

AChE Wartosci CI dla badanych lekéw przeciwpsychotycznych

Stezenie HAL BRMP BNP PNF PIM[0,03 KWET PROM
donepezilu [0,07 [0,06 [0,03 [0,05 pumol/L] [0,91 [0,15
[wmol/L] umol/L] umol/L]  umol/L]  umol/L] umol/L] umol/L]

0,005 > 2,50 0,07 0,83 0,79 0,50 1,83 1,34

> 2,50 0,78 1,09 0,80 0,63 1,50 1,04
> 2,50 0,81 1,04 0,93 0,62 1,23 1,12
0,025 > 2,50 0,73 1,03 0,90 0,65 1,24 1,06

0,37 0,81 1,02 0,89 0,65 1,25 0,97

0,075 0,16 0,70 1,17 1,05 0,66 1,22 0,88

0,09 0,80 1,24 0,90 0,68 1,24 0,80

HAL-haloperidol; BRMP-bromperidol; BNP-benperidol; PNF-penfluridol; PIM-pimozyd;
KWET-kwetiapina; PROM-promazyna

AChE - donepezil
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®
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@
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- e
0,50 ®
®
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HAL BRMP BNP PNF PIM KWET PROM

Wykres 29. Analiza graficzna potencjalnych interakcji miedzy donepezilem i badanymi
lekami przeciwpsychotycznymi, wzgledem AChE wykonana przy uzyciu metody Chou-
Talalay. Interakcja lekow obliczona na podstawie wskaznika kombinacji (CI), gdzie CI
<1, =1i>1 wskazujq odpowiednio na synergizm, efekt addytywny i antagonizm. \WyniKi
przedstawiono jako wartosci Cl wyznaczone za pomocq oprogramowania ComboSyn
dla mieszanin binarnych o zmiennym stezeniu donepezilu (5 — 100 pumol/L) oraz statym
TPCpax-
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Wyniki analizy przeprowadzone dla mieszanin lekdw przeciwpsychotycznych
z rywastygming wzgledem AChE (Tabela 42, Wykres 30) potwierdzity synergistyczne
dziatanie wszystkich lekéw przeciwpsychotycznych, ktore w eksperymentalnym
badaniu wykazaly istotne statystycznie (p < 0.05) obnizenie ICso rywastygminy:
haloperidolu, bromperidolu, benperidolu, pimozydu, kwetiapiny oraz promazyny.
Wszystkie wartosci CI dlatych zwigzkow sa < 1, natomiast wyniki badan
eksperymentalnych wykazaty obnizenie ICsp dla mieszanin binarnych wzgledem same;j
rywastygminy o odpowiednio: 22,6%, 48,3%, 38,2%, 51,0%, 45,9% oraz 31,2%
(p <0.05).

Tabela 42. Analiza potencjalnych interakcji miedzy rywastygming i badanymi lekami
przeciwpsychotycznymi wzgledem AChE wykonana przy uzyciu metody Chou-Talalay.
Interakcja lekéw obliczona na podstawie wskaznika kombinacji (Cl), gdzie Cl <1, =1
I >1 wskazujq odpowiednio na synergizm, efekt addytywny i antagonizm.

AChE Wartosci CI dla badanych lekéw przeciwpsychotycznych

Stezenie HAL BRMP BNP  PNF[0,05 PIM[0,03 KWET PROM
rywa- [0,07 [0,06 [0,03 pumol/L] umol/L] [0,91 [0,15
Sl mol/L] umol/L] umol/L] pmol/L] pmol/L]
[wmol/L]

0,39 0,32 0,31 > 2,50 0,26 0,25 0,52
0,55 0,38 0,44 0,75 0,37 0,37 0,66
0,60 0,46 0,48 0,73 0,38 0,39 0,62
0,70 0,50 0,57 0,92 0,47 0,49 0,68
0,71 0,53 0,62 0,97 0,56 0,40 0,66
0,79 0,49 0,63 0,97 0,57 0,57 0,72
0,86 0,55 0,66 1,06 0,62 0,61 0,72
0,82 0,60 0,65 1,06 0,65 0,59 0,81

HAL-haloperidol; BRMP-bromperidol; BNP-benperidol; PNF-penfluridol; PIM-pimozyd;
KWET-kwetiapina; PROM-promazyna
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Wykres 30. Analiza graficzna potencjalnych interakcji miedzy rywastygming
| badanymi lekami przeciwpsychotycznymi, wzgledem AChE wykonana przy uzyciu
metody Chou-Talalay. Interakcja lekow obliczona na podstawie wskaznika kombinacji
(Cl), gdzie CI <l, =1 i >1 wskazujq odpowiednio na synergizm, efekt addytywny
I antagonizm. Wyniki przedstawiono jako wartosci Cl wyznaczone za pomocgq
oprogramowania ComboSyn dla mieszanin binarnych 0 zmiennym stezeniu
rywastygminy (5 — 100 umol/L) oraz statym TPCpax.

Wyniki analizy przeprowadzone dla mieszanin lekdw przeciwpsychotycznych
Z donepezilem wzgledem BuChE (Tabela 43, Wykres 31) potwierdzily synergistyczne
dzialanie = bromperidolu,  benperidolu, pimozydu, kwetiapiny, promazyny,
ktore w eksperymentalnym badaniu wykazaty istotne statystycznie (p < 0.05) obnizenie
ICso donepezilu odpowiednio o: 54,1%, 57,9%, 43,8%, 51,8% ,64,8% (p < 0.05).
Dodatkowo na synergistyczne dziatanie w analizie Chou-Talalay wykazal rowniez
haloperidol, ktory w badaniu eksperymentalnym wykazat obnizenie ICso donepezilu

0 38,7%, jednak wynik ten nie jest statystycznie istotny.
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Tabela 43. Analiza potencjalnych interakcji miedzy donepezilem i badanymi lekami
przeciwpsychotycznymi wzgledem BuChE wykonana przy uzyciu metody Chou-Talalay.
Interakcja lekow obliczona na podstawie wskaznika kombinacji (CI), gdzie CI <1, =1
| >1 wskazujq odpowiednio na synergizm, efekt addytywny i antagonizm.

BuChE Wartosci CI dla badanych lekéw przeciwpsychotycznych

Stezenie HAL BRMP BNP PNF [0,05 PIM[0,03 KWET PROM
donepezilu [0,07 [0,06 [0,03 pumol/L] umol/L] [0,91 [0,15
[wmol/L] umol/L]  umol/L] umol/L] umol/L] umol/L]

SN o1 0,43 0,40 1,21 0,57 0,64 0,61
- 0,67 0,52 0,50 0,98 0,55 0,64 0,56
S o 0,57 0,57 1,04 0,78 0,71 0,56
NIOERN 077 0,70 0,60 1,03 0,76 0,75 0,64
O 084 0,79 0,69 1,14 0,91 0,85 0,78
IS8R 087 0,89 0,84 1,21 0,79 0,95 0,81

HAL-haloperidol; BRMP-bromperidol; BNP-benperidol; PNF-penfluridol; PIM-pimozyd;
KWET-kwetiapina; PROM-promazyna

BuChE - donepezil
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Wykres 31. Analiza graficzna potencjalnych interakcji migdzy donepezilem i badanymi
lekami przeciwpsychotycznymi, wzgledem BuChE wykonana przy uzyciu metody Chou-
Talalay. Interakcja lekow obliczona na podstawie wskaznika kombinacji (Cl), gdzie CI
<1, =1i>1 wskazujq odpowiednio na synergizm, efekt addytywny i antagonizm. Wyniki
przedstawiono jako wartosci Cl wyznaczone za pomocq oprogramowania ComboSyn
dla mieszanin binarnych o zmiennym stezeniu donepezilu (2 — 100 umol/L) oraz statym
TPChax-
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Tabela 44 oraz Wykres 32 przedstawiaja wyniki analizy przeprowadzone
dla mieszanin lekéw przeciwpsychotycznych z rywastygming wzglgdem BuChE.
Analiza Chou-Talalay wskazuje w przypadku niektérych substancji, np. bromperidolu,
potencjat synergistyczny (wartosci CI sg < 1), jednak wartosci ICsp mieszanin binarnych
tych zwigzkéw wyznaczone w badaniach empirycznych nie roznily si¢ statystycznie
istotnie w poréwnaniu z ICsy rywastygminy (Tabela 40). W przypadku penfluridolu
i promazyny - zwigzkéw dla ktorych statystycznie istotnie wzrosta wartos¢ ICsg
dla mieszanin z rywastygming, zaobserwowano warto$ci CI > 1 co potwierdza istnienie
potencjatlu antagonistycznego mieszanin binarnych tych substancji.

Wedlug przeprowadzonej analizy w programie ComboSyn, zréznicowany
wplyw na hamowanie BUChE ma mieszanina rywastygminy z haloperidolem (CI < 1
dla mieszaniny z rywastygming w st¢zeniach 0,05- 0,5 umol/L, natomiast dla 0,75 — 5
pmol/L CI > 1), benperidolem (CI < 1 dla mieszaniny z rywastygming w st¢zeniach
0,05- 0,75 pmol/L, natomiast dla 1 — 5 umol/L CI > 1), penfluridolem i promazyna
(w obu przypadkach CI < 1 dla mieszaniny z rywastygming w st¢zeniach 0,05- 0,25
umol/L, natomiast dla 0,5 — 5 umol/L CI > 1), dla ktorych wraz ze wzrostem st¢zenia
rywastygminy zmienia si¢ zaleznos$¢ z synergistycznej (CI < 1) na antagonistyczng
(CI> 1). W badaniach eksperymentalnych, uzyskane wyniki nie byly istotne
statystycznie 1 wskazywaly na zwigkszenie ICsp tych mieszanin z rywastygming
0 odpowiednio: 13,6%, 5,6%, 23,7%, 30,0%. Natomiast dla mieszaniny rywastygminy
z pimozydem wzgledem aktywno$ci BuChE, wskaZznik kombinacji osiggnat wartosci
powyzej 2,50, co $wiadczy 0 potencjale antagonistycznym tych dwoch substancii.
Jednak w badaniu eksperymentalnym nie wykazano statystycznie istotnej zmiany

wartosci ICsp.
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Tabela 44. Analiza potencjalnych interakcji miedzy rywastygming i badanymi lekami
przeciwpsychotycznymi wzgledem BuChE wykonana przy uzyciu metody Chou-Talalay.
Interakcja lekow obliczona na podstawie wskaznika kombinacji (CI), gdzie CI <I, =1

| >1 wskazujq odpowiednio na synergizm, efekt addytywny i antagonizm.

stezenie HAL BRMP BNP PNF PIM KWET  PROM
rywa- [0,07 [0,06 [0,03 [0,05 [0,03 [0,91 [0,15
stygminy pmol/L] umol/L] pmol/L]  pumol/L] pumol/L] pumol/L]  pmol/L]

0,61 0,18 0,27 0,64 > 2,50 2,24 0,66
0,44 0,30 0,32 0,68 > 2,50 1,42 0,67
0,67 0,57 0,56 0,79 > 2,50 1,02 0,85
0,87 0,74 0,91 1,01 >2,50 1,03 1,04
1,06 0,86 0,95 1,08 > 2,50 1,04 1,14
1,03 0,92 1,00 1,13 > 2,50 1,00 1,30
1,19 0,96 1,08 1,28 > 2,50 1,01 1,78
1,22 0,96 1,00 1,17 >2,50 1,10 2,27

HAL-haloperidol; BRMP-bromperidol; BNP-benperidol; PNF-penfluridol; PIM-pimozyd;
KWET-kwetiapina; PROM-promazyna
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Wykres 32. Analiza graficzna potencjalnych interakcji miedzy rywastygming
i badanymi lekami przeciwpsychotycznymi, wzgledem BuChE wykonana przy uZyciu
metody Chou-Talalay. Interakcja lekow obliczona na podstawie wskaznika kombinacji
(CI), gdzie CI <I, =1 i >1 wskazujg odpowiednio na synergizm, efekt addytywny
I antagonizm. Wyniki przedstawiono jako wartosci Cl wyznaczone za pomocgq
oprogramowania ComboSyn dla mieszanin  binarnych 0 zmiennym  stezeniu
rywastygminy (0,05 — 5 umol/L) oraz statym TPCpax.
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12.5. Agregacja Ap

Wptyw lekow przeciwpsychotycznych na proces agregacji ApS, ktory stanowi
podstawe kolejnej weryfikowanej hipotezy badawczej dotyczacej patogenezy AD,
oceniono metodg fluorymetryczng wykorzystujagc wlasciwosci  fluorescencyjne
barwnika tioflawiny (ThT). W warunkach in vitro ThT wigze si¢ specyficznie
Z powstajacymi fibrylami amyloidu co powoduje wzrost intensywno$ci mierzonego
sygnatu (dtugos¢ fal ex/em 440/484 nm). W pierwszym etapie badan, w oparciu o dane
literaturowe dobrano optymalne warunki przeprowadzenia analizy (pH, typ buforu, czas
i temperatura inkubacji — Tabela 21. rozdziat Materialty i Metody, strony 90-92),
ktore w trakcie walidacji metody pozwolity uzyska¢ zadawalajgce parametry
wspotczynnika zmiennosci. Pomiary fluorescencji, po inkubacji Ap z lekami
przeciwpsychotycznymi zastosowanymi w st¢zeniach odpowiadajacych ich %2 TPCpax
oraz TPCnax, przeprowadzono w 6 punktach czasowych. Pierwsze cztery pomiary
przeprowadzono w zakresie 10-90 min, ten etap wczesnej fazy agregacji jest efektem
powstawania niewielkich  form  oligopeptydowych. Dwa kolejne  pomiary
przeprowadzono po 24 i 48 godzinach, co odzwierciedla po6zng fazg agregacji AS
zwigzang z powstawaniem znacznie Wwigkszych, uporzadkowanych  struktur
fibrylarnych. Jako wzorcowa substancje hamujaca agregacje Ap zastosowano TA
w dwoch stezeniach (0,1 i 10 umol/L). Wyniki przedstawiono jako procent agregacji
AfS (Wykresy 33-34), przyjmujac za 100%, w danym punkcie czasowym, S$rednig
warto$¢ fluorescencji zmierzong dla prob kontrolnych, jak réwniez wyznaczono
% inhibicji tworzenia agregatow ApS przez badane zwigzki w odniesieniu do kontroli
(Tabela 45).
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Tabela 45. Wyznaczony procent inhibicji tworzenia agregatéw Af przez badane leki przeciwpsychotyczne w stezeniach % TPCpax 1 TPChax.
Jako wzorcowy inhibitor agregacji AP zastosowano TA w stezeniu 0,1 umol/L i 10 umol/L (odpowiednio 170,12 ug/L i 17012 ug/L). Punkty
pomiarowe przedstawione jako srednia + SD, n = 9. Wartosci statystycznie istotne na poziomie *p <0.05, **p < 0.0/, ***p < 0.001
w odniesieniu do kontroli (K), ktérg stanowit roztwér Af42.

Sredni % inhibicji wyznaczony w kolejnych punktach czasowych [%6]

TA 0,1 [pmol/L] 17,17 £ 3,91 *** 26,06 + 3,51 *** 51,25 + 3,89 *** 26,69 + 4,07 *** 9,50+ 6,70 39,81 + 7,26 ***
TA 10 [pmol/L] 81,95 + 3,48 *** 83,74 + 3,23 *** 84,63 + 3,37 *** 84,20 + 3,49 *** 90,02 + 5,72 *** 92,54 + 6,00 ***
HAL [12,5 pg/L] 20,30 + 5,12 ** 22,58 £ 4,01 *** 16,23 +4,92 * 11,31 +4,23 -2,18 + 7,52 16,80 + 8,48
HAL [25 pg/L] 15,87+ 4,78 * 15,43 £ 4,43 * 9,18 +4,36 10,39 + 4,42 14,17 £ 7,53 23,03 + 7,82 **
BRMP [12,5 pg/L] 15,63 +4,78 * 26,88 + 4,43 *** 55,63 + 4,60 *** 19,00 + 4,97 ** 14,31+ 7,06 51,18 + 9,49 ***
BRMP [25 pg/L] 22,02 £ 4,78 *** 23,57 £ 4,43 *** 22,06 + 4,60 *** 20,89 + 4,65 *** 23,80+8,17* 27,83+ 8,48
BNP [5 pg/L] 17,78 + 4,78 ** 39,90 + 3,86 *** 53,21 + 4,61 *** 20,14 + 497 ** 6,80 £ 7,52 -11,86 + 9,49
BNP [10 pg/L] 47,55 * 4,33 *** 42,07 + 4,44 *** 42,76 + 4,61 *** 43,98 + 4,65 *** 53,33 £ 7,63 *** 2,37 £ 8,49
PNF [12,5 pg/L] 25,59 £ 4,78 *** 17,67 + 4,43 ** 39,79 £ 4,60 *** 8,13 +4,97 16,12 + 8,17 * 8,71+ 8,48
PNF |25 pg/L] 6,84 +£ 4,53 8,09 4,20 8,37 + 4,36 7,84 +4,42 10,86 *+ 6,20 29,29+ 9,49 *
PIM [7,5 pg/L] 24,13 + 4,33 *** 34,88 + 4,01 *** 28,71 + 5,36 *** 22,26 + 4,42 *** 22,92 +9,16 37,92 + 6,99 ***
PIM [15 pg/L] 16,97 + 4,33 ** 23,42 £ 475 *** 22,74 + 4,92 *** 23,06 + 4,97 *** 13,56 £ 6,70 34,16 + 7,35 ***
QUET [200 pg/L] 39,42 + 5,12 *** 26,91 £ 4,75 *** 39,92 + 4,36 *** 27,12 + 4,66 *** 3,23+7,06 32,97 £ 9,49 **
QUET [400 pg/L] 20,56 + 4,78 *** 22,62 + 4,44 *** 19,18 + 4,60 ** 18,87 £ 4,65 ** 2539+752* 27,79 + 8,48
PROM |25 pg/L] 23,41 £5,12 *** 53,72 £5,18 *** 59,17 + 5,36 *** 44,21 + 5,41 *** 15,33 £ 7,06 34,60 + 9,49 **
PROM [50 pg/L] 22,22 + 4,33 *** 21,56 * 3,86 *** 23,66 + 4,17 *** 23,96 *+ 4,23 *** 27,40 + 7,52 ** 44,31 + 7,82 ***

HAL-haloperidol; BRMP-bromperidol; BNP-benperidol; PNF-penfluridol; PIM-pimozyd; KWET-kwetiapina; PROM-promazyna;



Analizujac otrzymane we wczesnej fazie agregacji (10-60 minut) dane (Tabela
45, Wykresy 33 i 34) mozna zauwazy¢ statystycznie istotne spowolnienie tworzenia si¢
agregatow ApS pod wpltywem inkubacji z badanymi zwigzkami. Wigkszos¢ zwigzkow
w sposob umiarkowany, na poziomie ok. 16-39% (Tabela 45) hamowata agregacj¢ tego
biatka. Nieco silniejszg inhibicj¢ zaobserwowano w przypadku obu stezen benperidolu
(ok. 40-53%), bromperidolu (56%) oraz st¢zenia 25 pg/L promazyny (53-59%).
Natomiast, wtej fazie tworzenia agregatow oligomerowych, nie zaobserwowano

statystycznie istotnego dziatania penfluridolu w stezeniu TPCmax.
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Wykres 33. Wplyw badanych lekéw przeciwpsychotycznych w stezeniach % TPCpax
| TPCrmax na agregacje AB. Pomiary wykonane po 10i 30 min inkubacji odpowiednio
z HAL-haloperidol; BRMP-bromperidol; BNP-benperidol; PNF-penfluridol; PIM-
pimozyd; KWET-kwetiapina; PROM-promazyna. Jako wzorcowy inhibitor agregacji
Ap zastosowano TA w stezeniu 0,1 umol/L i 10 umol/L (odpowiednio 170,12 ug/L
117012 ug/L). Wyniki przedstawiono jako Srednie+SD, n = 9. Istnieje roznica
Statystycznie znamienna na poziomie *p < 0,05, **»<0,01, ***p < 0,001
w odniesieniu do kontroli (K).
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Na Wykresie 34 przedstawiono wyniki otrzymane po 60 i 90 minutach inkubacji
Af  zbadanymi lekami przeciwpsychotycznymi. W tym przypadku, takze
dla wigkszosci zwigzkéw obserwowane bylo statystycznie istotne obnizenie % agregacji
w stosunku do kontroli. W tym punkcie czasowym najsilniejsze dzialanie hamujgce
wykazala promazyna (25 nug/L) oraz benperidol (10 pg/L), ktore zahamowaty agregacje
AL 044,21% i 43,98% (p < 0,001). Natomiast haloperidol i penfluridol, w tym punkcie

czasowym, nie wykazaly istotnego statystycznie wptywu na agregacj¢ AS.
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Wykres 34. Wplhyw badanych lekow przeciwpsychotycznych w stezeniach % TPCax
| TPCrmax na agregacje AP. Pomiary wykonane po 60i 90 min inkubacji odpowiednio
z HAL-haloperidol; BRMP-bromperidol; BNP-benperidol; PNF-penfluridol; PIM-
pimozyd; KWET-kwetiapina; PROM-promazyna. Jako wzorcowy inhibitor agregacji
Ap zastosowano TA W stezeniu 0,1 umol/L i 10 umol/L (odpowiednio 170,12 ug/L
1 17012 ug/L). Wyniki przedstawiono jako srednie+SD, n = 9. Istnieje roznica
statystycznie znamienna na poziomie *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001
w odniesieniu do kontroli (K).

W péznej fazie agregacji AB, ocenianej po 24 i 48 godzinach (Tabela 22,
Wykres 35), tworzone sg przede wszystkim duze fibryle, a dynamika tego procesu moze

si¢ znaczaco roézni¢ w czasie. Potwierdzaja to wyniki pomiaru fluorescencji uzyskane
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w badaniu dla prob kontrolnych. Analiza wykonywana byla w trzech niezaleznych
eksperymentach, w ktorych kazdy punkt pomiarowy wykonywany byt w tryplikatach.
Analiza szybkosci tworzenia si¢ agregatOw na poéznym etapie wykazuje pewne roznice,
jak w przypadku kwetiapiny po 24 godzinach dla %2 x TPCpax inhibicja wynosita 3,23%
(p > 0,05), adla TPCyax 25,39% (p < 0,05), natomiast po 48 godzinach poziom ten si¢
wyrownat i wynosit odpowiednio 32,97% (p < 0,01) i 27,79% (p < 0,01) dla 2 x
TPCax | TPChax. Dlatego zasadnym wydaje si¢ ocenia¢ wyniki fazy pdznej taczac te
dwa przedzialy czasowe. W poznej fazie agregacji Af nadal czes$¢ zwigzkow
wykazywata statystycznie istotne obnizenie % agregacji. Najwicksza aktywnos$cig
po 24 godzinach inkubacji wykazat si¢ benperidol w stezeniu TPCpax (10 pg/L) -
tworzenie fibryli zostalo zahamowane o 53,33% (p < 0,001), jednak po 48 godzinach
zwigzek ten wykazywal najstabsza zdolno$¢ hamowania tworzenia agregatow Ap.
Dla ostatniego punktu czasowego, w ktérym wykonywano pomiar fluorescencji (48
godzin) najwyzszg procentowg warto§¢ hamowania, wynoszaca 51,18% (p < 0,001)
odnotowano dla bromperidolu (12,5 ug/L). Silng inhibicj¢ po 48 godzinach wykazata
rowniez promazyna w st¢zeniu TPCrax (50 pg/L), zmniejszajac agregacje AfS 0 44,31%
(p <0,001). W tacznej analizie ostatniej fazy tworzenia duzych fibryli Af najstabsza
inhibicje, nieprzekraczajaca 30% wykazaty haloperidol i penfluridol.
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Wykres 35. Wplyw badanych lekéw przeciwpsychotycznych w stezeniach % TPCpax
| TPCrnax na agregacje Af. Pomiary wykonane po 241 48 h inkubacji odpowiednio
z HAL-haloperidol; BRMP- bromperidol; BNP-benperidol; PNF-penfluridol; PIM-
pimozyd; KWET-kwetiapina; PROM-promazyna. Jako wzorcowy inhibitor agregacji Aff
zastosowano TA w stezeniu 0,1 umol/L i 10 umol/L (odpowiednio 170,12 ug/L i 17012
ug/L). Wyniki przedstawiono jako srednie+SD, n = 9. Istnieje rozZnica statystycznie
znamienna na poziomie *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 w odniesieniu do kontroli

(K).

12.6. Potencjal antvoksydacyjny badanvch zwiazkéw w modelu

erytrocytarnym

Potencjalne wlasciwosci antyoksydacyjne lekow przeciwpsychotycznych zostaty
zbadane na podstawie dwoch testow z uzyciem ludzkich krwinek czerwonych.
Po pierwsze, oceniono zdolno$¢ badanych zwigzkéw do ochrony btony biatkowo-
lipidowej erytrocytow przed uszkodzeniem oksydacyjnym indukowanym przez AAPH,
co bylo wyrazone jako % hemolizy komoérek w danej probie. W kolejnym tescie,
oceniono odsetek powstajacej methemoglobiny, ktéra stanowi marker stresu
oksydacyjnego, bedacy efektem dziatania ROS na glowne biatko erytrocytow,

czyli hemoglobing. W badaniu zostaty zastosowane zwigzki w szerszym, niz dotychczas
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zakresie stgzen, tj. 1/5 X TPCpax, TPCmax 0raz 5 X TPCpax co pozwolito wstepnie ocenié
wplyw, zaréwno niskich, jak i bardzo wysokich stezen, na integralno$¢ btony biatkowo-
lipidowej oraz zawarto§¢ MetHb. Dzialanie zwigzkow oceniono W warunkach
podstawowych (préby inkubowane tylko z badanymi lekami) oraz indukowanego stresu
oksydacyjnego (proby inkubowane zaréwno z AAPH , jak i z badanymi lekami).
Zastosowane w modelu erytrocytarnym invitro, odpowiednie stezenie AAPH
do generacji ROS, wynosi 50 mmol/L i zostalo ustalone na podstawie wst¢pnych

eksperymentdow.

Wyniki przeprowadzonych badan, ktore oceniaty wptyw badanych zwigzkow
nastopien hemolizy erytrocytbw i ich wlasciwosci methemoglobinotwdrcze
przedstawiaja Wykresy 36 i 37. Wptyw lekdw przeciwpsychotycznych na % hemolizy
erytrocytdw nie przekraczat 5%, co $wiadczy o biokompatybilnosci tych zwigzkow
(same w sobie nie powoduja uszkodzen btony biatkowo-lipidowej). Wyjatek wsrod
badanych zwigzkoéw stanowi promazyna, ktdra w najwyzszym stezeniu (250 pg/L)
zwigkszyta rozpad blony erytrocytoéw odpowiednio 0 46% i 61% po 5 i 24 godzinach
inkubacji, co byto porownywalne do hemolizy obserwowanej w probach inkubowanych
z AAPH. W przypadku tego leku, zaobserwowano réwniez zwigkszone tworzenie
methemoglobiny, ktére dla najwyzszego stezenia (250 pg/L), po 5 godzinach inkubacji
wynosito 39%, a po 24 godzinach 67%, rowniez dla stgzenia 50 pg/L zaobserwowano
istotny wzrost odsetka MetHb, odpowiednio do 10% i 23%. Dla por6éwnania,
w warunkach indukcji ROS w prébie z AAPH, zawarto$¢ MetHb wzrastata do ponad
70%. Pozostate badane zwigzki nie wykazaty si¢ dziataniem
methemoglobinotworczym, czyli w badanym ukladzie nie wykazuja dzialania

prooksydacyjnego.
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Wykres 36. Wphyw badanych lekéw przeciwpsychotycznych w stezeniach 1/5 TPCray,
TPCrax 1 5 X TPCax na hemolize erytrocytow mierzong po 5 i 24 h inkubacji. AAPH
zastosowano W stezeniu 50 mmol/L, a AA w stezeniu 10 ug/mL. Wyniki przedstawiono
Jjako Srednie +=SD, n = 6 - 12, ***p < 0,001 w odniesieniu do kontroli (K).
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Wykres 37. Wptyw badanych lekow przeciwpsychotycznych w stezeniach 1/5 TPCiax,
TPCrnax 1 5 X TPCrax na tworzenie methemoglobiny mierzony po 5 i 24 h inkubacji.
AAPH zastosowano w stezeniu 50 mmol/L, a AA w stezeniu 10 ug/mL. Wyniki
przedstawiono jako srednie =SD, n = 6 - 12, p < 0,001 w odniesieniu do kontroli (K).
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Wyniki badania hemolizy erytrocytow mierzonej po 5- i 24-godzinnej inkubacji

Z mieszaning badanych lekdw przeciwpsychotycznych z AAPH wyrazong w procentach
przedstawia Wykres 38. Badane zwigzki wykazaly si¢ znikomym dzialaniem
protekcyjnym przed szkodliwym dziataniem ROS na btong¢ erytrocytarng — minimalne
dziatanie obserwowano jedynie po krotkim (5h) narazeniu erytrocytOw na stres
oksydacyjny. Sposrod badanych zwigzkow, po 5 godzinach inkubacji jedynie
kwetiapina w stezeniu 80 pg/L spowodowata statystycznie istotny spadek hemolizy
erytrocytow do 23,92% w poroéwnaniu z kontrola z AAPH, ktéra wynosita 53,40%
(p <0.001).
Po 24-godzinnej inkubacji erytrocytow z kwetiaping w st¢zeniu 80 pg/L rdéznica nie
byla juz statystycznie istotna (p > 0,05) w poréwnaniu do kontroli stanowiacej probg
z AAPH. W przypadku najwyzszych stezen (125 pg/L) bromperidolu i penfluridolu,
po 24 godzinach inkubacji zaobserwowano istotny statystycznie wzrost hemolizy
(odpowiednio 0 13% i 10%) w poréwnaniu do proby kontrolnej z AAPH. Warto
zwréoci¢ uwage na fakt, ze promazyna, ktéra w poprzednim eksperymencie, sama
W najwyzszym badanym st¢zeniu, powodowata uszkodzenia blony erytrocytarnej,
w warunkach indukowanego stresu oksydacyjnego, nie nasilala szkodliwego wplywu
ROS na btong, co moze wskazywa¢ na odmienny mechanizm dzialania powstawania
tego uszkodzenia.

Co cickawe, protekcyjne dziatanie wzorcowego antyoksydantu — kwasu
askorbinowego (AA), rdwniez obserwowano jedynie po 5 godzinach inkubacji krwinek
czerwonych z ROS. Sredni stopien hemolizy po 5 godzinach inkubacji z AA w réznych
probach wynosit 37,05 * 6,03% 1 byl znaczaco nizszy nich stopien hemolizy
erytrocytow wystepujacy w obecnosci  wolnych rodnikow (49,11 £ 5,77%).
Prawdopodobnie moze to wynika¢ z wyczerpania si¢ wlasciwosci antyoksydacyjnych

AA oraz badanych substancji.
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Wykres 38. Wphyw badanych lekéw przeciwpsychotycznych w stezeniach 1/5 TPCrax,
TPChax 1 5 X TPCrax na hemolize erytrocytOw mierzony po 5 i 24 godzinach inkubacji.
Wyniki przedstawiono jako srednig = SD, n = 4 - 12. *p<0,05, ***p < 0,001
w odniesieniu do kontroli (K), ktorg stanowily proby z AAPH.
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W przypadku tworzenia methemoglobiny pod wplywem mieszaniny lekow
przeciwpsychotycznych z AAPH, statystycznie istotny wpltyw odnotowano jedynie
w przypadku Kkwetiapiny oraz promazyny (Wykres 39). 5-godzinna inkubacja
Z kwetiaping w stezeniu 80 1 400 pg/L spowodowala istotne zmniejszenie tworzenia
methemoglobiny w poréwnaniu z kontrola z AAPH (odpowiednio 17,14% i 18,85%
wobec 61,93% dla kontroli AAPH). W przypadku promazyny w stezeniu 10 i 50 pug/L

po 24 godzinach

inkubacji  zaobserwowano hemu

w erytrocytach (odpowiednio 60,73% i 54,54% wobec 78,15% dla kontroli AAPH).

zmniejszenie  utleniania

Podobnie, jak w tescie hemolizy, takze w tym do$wiadczeniu, dziatanie
protekcyjne AA przed tworzeniem MetHb wystepuje jedynie po 5 godzinach inkubacji.
Procent powstatej MetHb w obecno$ci AA i AAPH po 5 godzinach inkubacji wynosit
$rednio 63 + 14,1 % za$ po 24 godzinach 79 + 9,1 %. Dla poréwnania ilo$¢ powstatej
MetHb po inkubacji z samym AAPH po 5 godzinach wynosit 68,38 + 6,36 %,
za$ po 24 godzinach 73,66 + 5,68 %.
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Wykres 39. Wphyw kwetiapiny i promazyny w stezeniach 1/5 x TPCpmax, TPChax
I 5X TPCrax Z AAPH na tworzenie methemoglobiny mierzony po 5 i 24 godzinach
inkubacji. AAPH zastosowano w stezeniu 50 mmol/L, a AA w stezeniu 10 ug/mL. Wyniki
przedstawiono jako srednie+SD, n = 6 - 12, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001
w odniesieniu do kontroli (K).
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12.7. Potencjal antyoksydacviny lekow przeciwpsychotycznych w modelu

hodowli komdrkowej

12.7.1. Ocena wplywu badanych zwiazkéw na Zzywotno$¢ i morfologie
komorek

Potencjalne wtasciwosci antyoksydacyjne lekow przeciwpsychotycznych zbadano
réwniez na dwoch liniach komorkowych na podstawie oceny zywotnosci komorek
HUVEC i astrocytow w warunkach standardowych oraz w warunkach indukowanego
stresu oksydacyjnego wywotanego przez AAPH. W tym celu wykonany zostal
kolorymetryczny test WST-1, ktory pozwala na okre$lenie zywotno$ci komorek
W sposob ilosciowy. Dehydrogenazy komodrkowe redukuja sél tetrazoliowa WST-1
do ciemnozottego formazanu, co umozliwia pomiar absorpcji $wiatta przy diugosci fali
A =450 nm i bezposrednio koreluje z liczbg zywych komorek. Komorki stymulowane
byly testowanymi zwigzkami w stezeniach odpowiadajacych 2 TPCpax 0raz TPCphax
przez 24 godziny. Jak przedstawia Wykres 40, badane zwigzki w obu zastosowanych
stezeniach nie wptyne¢ly znaczaco na zywotnos¢ w przypadku obu linii komorkowych
(p > 0.05).

Strona | 151



150+ Haloperidol 150— Bromperidol
2 HUVEC ®EAa HUVEC
E = Astrocyly ;-? B Astrocyty
. 1004 ';' 100
» @
g 5
= 504 = 50
Sy ~_
0- -
+ & o + o o v oo
&
% b‘*% ﬂ:ﬁ’a“‘& PAS e:@ P
¥ & o &0
150+ Benperidol 1504 Penfluridol
Z2 HUVEC HUVEC
Astrocyt — /
g = cyty = 1 Astrocyty
W 1004 . 1004
“un oy
=] =1
g E
g sod g so0-
'S &
0- o
: Pimozyd _ Kwetiapina
180 i B HUVEC 150 P A HUVEC
g B Astrocyly E m Astrocyty
& 100 .o 1004
' W
(=]
g g
B °
s 50 = 50
& ~
0- n-
L S VIRV o o Lol oo
S S ¢ SRS
J\f’Q vx"Q ‘PQQ r\"Q 'l-@ h@ q’@ _@0
150 Promazyna
P2 HUVEC
= Astrocyty

=

=

=]
1

Zywotnosé [%]
i)

+ g + S
& ﬁ &
o5 AN

Wykres 40. Wphw badanych lekow przeciwpsychotycznych na Zywotnos¢ komorek
HUVEC i astrocytow. Zwigzki testowano w dwoch stezeniach odpowiadajgcych
Y TPCpax Oraz TPChax. Wyniki przedstawiono jako Srednig = SD, n = 8 — 9. Zaden
Z badanych zwigzkow nie przyczynit sie do istotnego spadku zywotnosci komorek

(p > 0,05).

Strona | 152



Wraz z oceng wptywu badanych zwigzkow na zywotno$¢ komoérek wykonana
zostata mikroskopowa ocena morfologii komérek HUVEC oraz astrocytéw za pomocag
mikroskopu z kontrastem fazowym. Reprezentatywne zdj¢cia komorek HUVEC
stymulowane testowanymi zwigzkami w stezeniach odpowiadajacych 2 TPCpax
oraz TPCmax przez 24 godziny przedstawia Rysunek 10. W przypadku komorek
HUVEC stymulowanie badanymi lekami skutkowato utworzeniem jedynie, nielicznych
zmienionych morfologicznie, zaokragglonych komoérek, natomiast w przypadku
astrocytow testowane zwigzki nie wptynety na ich morfologie, co zaprezentowane

zostato na Rysunku 11.

N AR
'y

-

KONTROLA HAL [12,5 pg/L] BRMP [12,5 pg/L] BNP [5 pg/L]

E z A I\ &

v

TN
KONTROLA HAL [25 pg/L] BRMP [25 pg/L] ‘ BNP [10 pg/L]
PNF [12,5 pg/L] PIM [7,5 pg/L] KWET [200 pg/L] PROM [25 pg/L]
\ .»‘:l’f/.
Mv;

PNF [25 pg/L] PIM [15 pg/L] KWET [400 ug/L] PROM [50 pg/L]

Rysunek 10. Zmiany morfologii komérek HUVEC pod wplywem lekOw
przeciwpsychotycznych w stezeniach odpowiadajgcych Y2 TPCpax 0raz TPCpax po 24-
godzinnej inkubacji. Kontrole stanowiq  komorki  niestymulowane  lekami
przeciwpsychotycznymi. Zdjecia wykonano przy uzyciu mikroskopu z kontrastem
fazowym (powiekszenie 100-Krotne) zsynchronizowanym z komputerem, wyposazonym
w program do analizy obrazu (Opta-Tech, oprogramowanie OptaView 7).
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KONTROLA — HAL[25pg/l]

WES
PROM [25 pg/L]

~ PNF[25pg/l] . ~ PIM[15 pg/L] = KWET [400 pg/L] “PROM [50 pg/L]

Rysunek 11. Zmiany  morfologii  astrocytow  pod  wplywem  lekow
przeciwpsychotycznych w stezeniach odpowiadajgcym Y2 TPCpax 0raz TPCpax po 24-
godzinnej  inkubacji.  Kontrole  stanowiq — komorki  niestymulowane  lekami
przeciwpsychotycznymi. Zdjecia wykonano przy uzyciu mikroskopu z kontrastem
fazowym (powigkszenie 100-krotne) zsynchronizowanym z komputerem, wyposazonym
w program do analizy obrazu (Opta-Tech, oprogramowanie OptaView 7).

12.7.2. Ocena wplywu badanych zwiazkow na Zywotnos¢ i morfologie
komorek w warunkach stresu oksydacyjnego

Kolejnym etapem badan bylo zbadanie potencjalu antyoksydacyjnego lekow
przeciwpsychotycznych. W tym celu komorki inkubowano przez 1 godzine z badanymi
zwigzkami, a nastgpnie dodano AAPH, ktéry byl induktorem stresu oksydacyjnego.
Komorki inkubowano z AAPH w 37 °C w 5% CO, przez kolejne 90 min w przypadku
HUVEC i 60 min w probach z astrocytami. Eksperymentalnie ustalono odpowiednie
stezenia AAPH, ktére dla komérek HUVEC wynosito 17,5 mmol/L, natomiast
dla astrocytéw 15 mmol/L. Jako wzorzec o dziataniu antyoksydacyjnym zastosowano
AA w stezeniu 10 pg/mL. Zaréwno w badaniach z HUVEC, jak i z astrocytami,
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punktem odniesienia stanowigcym 100% zywotnosci byly komoérki traktowane samym
medium, bez stymulowania zadnym zwigzkiem.

W przypadku komérek HUVEC (Wykres 41), w warunkach indukowanego
stresu oksydacyjnego, zywotno$¢ w probach stymulowanych samym AAPH spadata
do 39,13%. Natomiast w komorkach preinkubowanych z AA (10 pg/mL) zywotno$é
wynosita 81,04%. Preinkubacja komodrek z badanymi lekami przeciwpsychotycznymi
wykazata efekt ochronny przed stresem oksydacyjnym na poziomie porownywalnym
do dziatania AA. Badane zwiazki istotnie zwigkszyly zywotnos¢ HUVEC w zakresie
64,20% — 82,91% (odpowiednio: najstabsze dziatanie protekcyjne zaobserwowano
dla’s TPCmax pimozydu, a najsilniejsze dla %2 TPCyax benperidolu) w poréwnaniu
z prébg kontrolng z AAPH (w stezeniu 17,5 mmol/L). W przypadku bromperidolu
i kwetiapiny zauwazalny jest potencjalny zwigzek pomiedzy stezeniem substancji,
a efektem antyoksydacyjnym. W przypadku bromperidolu zywotno$¢ HUVEC byta
na poziomie 66,76% i 82,53% (odpowiednio dla stezen 12,5 ug/L i 25 ug/L), natomiast
dla kwetiapiny na poziomie 66,84% i 74,97% (odpowiednio 200 ug/L i 400 pg/L).
Analizujac wyniki protekcyjnego dziatania zwigzkow W obu stezeniach (Y2 X TPCpax
I TPCmax) najsilniejszy ochronny wptyw, zwiekszajacy statystycznie istotnie zywotnosé¢
HUVEC zaobserwowano w przypadku penfluridolu (odpowiednio 80,50% i 82,89%),
natomiast nieco stabszym dziataniem protekcyjnym wykazat si¢ pimozyd (64,20%
i 65,25%).

Strona | 155



-
(=
o
*
*
*
-
1=
Q

Thk  hkk  kkk

I

(=]
Q
©
(=]

(=1
o
(=]
(=]

-
o

Zywotnosé [%]
s

Zywotnosé [%]

L
o
N
(=]

o
I

)
Q QQ QBQ K
W > e‘s \\Q\ & Q

Wykres  41.  Potencjalne  dzialanie  antyoksydacyjne  wybranych  lekéw
przeciwpsychotycznych na komérki HUVEC. Komorki inkubowane by?y przez 1 godzing
Z badanymi zwiqgzkami, a nastgpnie dodano AAPH, ktory byt induktorem stresu
oksydacyjnego. Wyniki przedstawiono w odniesieniu do kontroli traktowanej samym
medium (100% zywotnosci). Obliczenia statystyczne wykonano w odniesieniu
do kontroli (K), ktorg stanowiq komorki traktowane AAPH w stezeniu 17,5 mmol/L;
p < 0,001.

W przypadku preinkubacji hodowli astrocytéw z badanymi zwigzkami (Wykres
42) stwierdzono, ze tylko niektdre z nich chronig komorki przed stresem oksydacyjnym
na poziomie poréwnywalnym do AA (10 pg/mL) (zywotno$¢ wynosita 72,91 %
vs. 65,92 % dla kontroli inkubowanej tylko z AAPH (15 mmol/L)). Cztery substancje:
benperidol (w stezeniach 5 i 10 ug/L), penfluridol (12,5 pg/L), pimozyd (15 pg/L)
i promazyna (25 1 50 pg/L) wykazaty statystycznie istotny, korzystny wplyw
na zywotno$¢ astrocytow. Najsilniejszy efekt protekcyjny (Srednia zywotnosé 81,86 %)
wykazat benperidol w stezeniu 5 pg/L, umiarkowane dziatanie wykazaty: penfluridol
(12,5 ug/L) 78,09 %, promazyna (50 pg/L) 77,60%, benperidol (10 pg/L) 76,52 %,
promazyna (25 pg/L) 76,28 % oraz pimozyd (15 pg/L) 75,74%. Pozostate badane
zwigzki nie wykazaly statystycznie istotnego zwigkszenia zywotno$ci astrocytow

w poréwnaniu z kontrolg.
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Wykres  42.  Potencjalne  dzialanie  antyoksydacyjne  wybranych  lekow
przeciwpsychotycznych na astrocyty. Komorki inkubowane byly przez 1 godzine
Z badanymi zwigzkami, a nastepnie dodano AAPH, ktory byl induktorem stresu
oksydacyjnego. Wyniki przedstawiono w odniesieniu do kontroli traktowanej samym
medium (100% Zywotnosci). Obliczenia statystyczne wykonano w odniesieniu
do kontroli (K), ktorq stanowiq komorki traktowane AAPH w stezeniu 15 mmol/L;
*p <0,5, **p <0,01.

Przy uzyciu mikroskopu z kontrastem fazowym oceniono takze wplyw
preinkubacji hodowli komdrkowych z badanymi lekami przeciwpsychotycznymi
na morfologie komoérek hodowanych w warunkach stresu oksydacyjnego indukowanego
AAPH. Rysunki 11 i 12 przedstawiajg zdjecia odpowiednio HUVEC oraz astrocytow,
ktore przed indukcjg stresu oksydacyjnego stymulowane byly przez 24 godziny
badanymi lekami przeciwpsychotycznymi w stezeniach ‘2 TPCpax 0raz TPCpax.
Jako substancje wzorcowg o dziataniu antyoksydacyjnym zastosowano AA (10 pg/mL).
Zaréwno w przypadku HUVEC jak i astrocytow, zaobserwowano zmniejszong liczbe
komodrek oraz zmiany w morfologii komorek stymulowanych samym AAPH.
W probach z  AAPH i AA, poza pojedynczymi obkurczonymi komdrkami,
nie obserwowano istotnych zmian morfologicznych komérek.

W  przypadku inkubacji komoérek $rodblonka z AAPH 1 lekami
przeciwpsychotycznymi  mozna  zaobserwowa¢ utworzenie si¢  nielicznych
zaokraglonych lub obkurczonych komorek (Rysunek 12). Rowniez w przypadku
hodowli astrocytow w warunkach stresu oksydacyjnego, badane zwigzki okazaty si¢
mie¢ dziatanie protekcyjne i obserwowane zmiany w morfologii komorek, byty

nieliczne i ograniczaty si¢ do powstania pojedynczych okragtych komoérek (Rysunek
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13). W obu liniach komoérkowych, Zaden z badanych zwigzkow przeciwpsychotycznych
niec wyroznial si¢ natle pozostalych w zakresie wplywu na powstanie zmian

morfologicznych komdrek.

Rysunek 12. Zmiany morfologii komorek HUVEC pod wptywem AAPH (17,5 mmol/L)
i AA (10 ug/mL) oraz AAPH (17,5 mmol/L) i lekdw przeciwpsychotycznych w stezeniach
odpowiadajgcych ich Y2 TPCpax 0raz TPChax. Kontrole stanowig komaorki stymulowane
AAPH (17,5 mmol/L). Strzatkami oznaczono przyktady morfologicznie zmienionych
komorek. Zdjecia wykonano przy uZyciu mikroskopu z kontrastem fazowym
(powigkszenie ~ 100-krotne)  zsynchronizowanym z komputerem, wyposazonym
w program do analizy obrazu (Opta-Tech, oprogramowanie OptaView 7).
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Rysunek 13. Zmiany morfologii astrocytéw pod wptywem AAPH (15 mmol/L) i AA
(10 ug/mL) oraz AAPH (15 mmol/L) i lekéw przeciwpsychotycznych w stezeniach
odpowiadajgcych ich Y2 TPCpax 0raz TPCyax. Kontrole stanowig komorki stymulowane
AAPH (15 mmol/L). Strzatkami oznaczono przyktady morfologicznie zmienionych
komorek. Zdjecia wykonano przy uZyciu mikroskopu z kontrastem fazowym
(powigkszenie  100-krotne) zsynchronizowanym z komputerem, wyposazonym
w program do analizy obrazu (Opta-Tech, oprogramowanie OptaView 7).
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Podsumowanie wynikow i proba oceny zaleznosci aktywnosci
badanych lekow przeciwpsychotycznych od ich struktury
chemicznej

Doswiadczalnie zostaly wyznaczone wartoéci ICsq_dla zwiazkéw wzorcowych

donepezilu i rywastygminy. Donepezil hamowat 50% aktywnosci AChE
i BuChE, odpowiednio w stezeniach: 0,025+0,004 pumol/L i 12,81 +1,52

pmol/L — jest to wysokokoselektywny inhibitor o silnej aktywnosci anty-AChE
(Slache = 512,40) oraz stabej aktywno$ci anty-BUChE (Slgyche = 0,002).
Dla rywastygminy wartos$ci ICso wyniosty odpowiednio dla AChE i BUChE:
64,29 + 2,97 umol/L oraz 0,95 = 0,09 pumol/L — nieselektywny inhibitor ChE
(Slache = 0,015, Slgyche = 67,67).

Sposréd  badanych  lekdow  przeciwpsychotycznych najwieksza inhibicje

aktywno$ci ChE wykazaly promazyna i kwetiapina. Promazyna hamowata
aktywnos$¢ BuChE w zakresie stezen szerszym niz TPC (10 - 50 pg/L): 7,5 - 200
ug/L, dla ktérych inhibicja wynosita 19,08 — 85,75 %. Zwiazek ten wykazal 5-
krotnie wyzsza aktywnos$¢ anty-BuChE w porOownaniu z rywastygming i 67-
krotnie wyzszg niz donepezil. Kwetiapina hamowata BuChE w stezeniach
wyzszych niz TPC (20 — 400 pg/L): 441 — 44154 ng/L, dla ktorych aktywnosc¢
BuChE zmniejszyta si¢ 0 36,79 — 77,11%. Aktywno$¢ tego zwigzku byla 6-
krotnie wyzsza w odniesieniu do rywastygminy i dwukrotnie do donepezilu.

Wyznaczone parametry Kinetyczne reakcji enzymatycznych —wskazuja

ze donepezil hamuje zaréwno AChE, jak i BuChE w sposob mieszany,
w ktorym oba parametry kinetyczne opisujace reakcje enzymatyczng ulegajg
zmianie (Kmi wzrasta w stosunku do Ky, enzymu, Ve mMaleje w poréwnaniu
Z Vmax). Ten sam typ inhibicji wykazano rowniez dla rywastygminy w stosunku
do AChE oraz dla kwetiapiny i promazyny w odniesieniu do BuChE.
W przypadku rywastygminy, inhibicja aktywnos$ci BuChE okazata si¢ mieé
charakter niekompetycyjny, poniewaz warto$¢ Kmj nie r6ézni si¢ od wartosci Kp,
enzymy, podczas gdy Vmaxi jest mniejsza niz Vyax.

Sposréd badanych lekow przeciwpsychotycznych najsilniejszy Synergizm
z donepezilem wykazala promazyna obnizajac ICsy dla BUChE o 64,8%.

Dla mieszaniny binarnej 1Csy wyniosto 4,51 + 0,19 umol/L, w odniesieniu
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do samego donepezilu, w przypadku ktorego ICso wyniosto 12,81 £+ 1,52 umol/L
(p < 0,05). Lekami, ktore rowniez wykazaty synergizm dziatania z donepezilem
byly bromperidol, benperidol, pimozyd i kwetiapina zmniejszajac ICs
donepezilu o 43,8 — 57,9% (p < 0,05). Badane leki przeciwpsychotyczne nie
wplynety statystycznie istotnie na zmiang 1Cso donepezilu dla AChE.

Badanie mieszanin binarnych lekdéw przeciwpsychotycznych z rywastygming

wykazalo, ze najwiekszy wplyw na inhibicje AChE ma polaczenie
z pimozydem. W pordéwnaniu do samej rywastygminy, nastgpito zmniejszenie
ICsp 0 51,0% (z 64,29 = 2,97 umol/L do 32,81 £ 2,99 pumol/L, p < 0,05).
Bromperidol i kwetiapina zmniejszylty ICsy rywastygminy o odpowiednio:
48,3% i1 45,9% (p < 0,05), natomiast benperidol oraz promazyna o odpowiednio:
38,2% 131,2% (p < 0,05). W przypadku BuChE istotne statystycznie dzialanie
wykazat penfluridol oraz promazyna, ktore zwigkszyly ICsy rywastygminy
0 odpowiednio 23,7% i 30,0% (p < 0,05).

Analiza wykonana w _programie komputerowym ComboSyn, stuzacym

do ilosciowej oceny synergizmu lub antagonizmu dwoch lekow, potwierdzita
synergistyczne dziatanie bromperidolu, benperidolu, pimozydu, kwetiapiny
oraz promazyny, ktére w eksperymentalnym badaniu wykazaly obnizenie I1Csy
donepezilu wzgledem BuChE, w stopniu istotnym statystycznie (p < 0,05).
Wyniki analizy przeprowadzone dla mieszanin lekéw przeciwpsychotycznych
z rywastygming wzgledem AChE potwierdzity wyniki otrzymane w badaniu
eksperymentalnym dla haloperidolu, bromperidolu, benperidolu, pimozydu,
kwetiapiny oraz promazyny, ktore istotnie statystycznie (p < 0,05) obnizyly
ICso rywastygminy.

W badaniu wptywu lekdw przeciwpsychotycznych na proces agregacji AfS

na etapie wczesnej fazy agregacji mierzonej w przedziale czasowym 10-60 min,

najsilniejszg inhibicj¢ zaobserwowano w przypadku obu stezen benperidolu
(5 ng/L, 10 pg/L): 39,90 - 53,33%, bromperidolu (12,5 pg/L): 55,63%
oraz promazyny (25 pg/L): 53,72 - 59,17%. W fazie powstawania niewielkich

form oligopeptydowych mierzonym po 90 minutach inkubacji najsilniejsze
dziatanie hamujace agregacji Af wykazata promazyna (25 pg/L): 44,21%
(p <0,001) oraz benperidol (10 ug/L): 43,98% (p <0,001). Na etapie pdznej
fazy agregacji Af, mierzonym po 24 godzinach, najintensywniejsze hamowanie

tworzenia fibryli odnotowano dla benperidolu (10 pg/L) i bylo
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na poziomie 53,33% (p < 0,001). Natomiast po 48 godzinach inkubacji,
najsilniejszg inhibicje agregacji Ap, wynoszaca 51,18% (p < 0,001),
odnotowano dla bromperidolu (12,5 ug/L) oraz promazyny (50 ug/L): 44,31%
(p <0,001).

Badanie oceniajagce potencjalne  wlasciwosci antyoksydacyjne lekow

przeciwpsychotycznych, w modelu in vitro z uzyciem ludzkich erytrocytow
jako komérek modelowych, wykazalo, ze po 5 godzinach inkubacji
w warunkach indukowanego AAPH stresu oksydacyjnego, jedynie kwetiapina
w stezeniu 80 pg/LL wykazala dziatanie protekcyjne w stosunku do bton
biatkowo-lipidowych erytrocytow i spowodowata statystycznie istotny spadek
hemolizy do 23,92% w poréwnaniu z kontrolg z AAPH, ktora wynosita 53,40%
(p <0,001).

Tworzenie methemoglobiny  pod  wplywem  mieszaniny  lekow

przeciwpsychotycznych z AAPH, zostato zmniejszone po 5 godzinach inkubacji
z kwetiaping w stezeniu 80i400 pg/L. o odpowiednio: 17,14% i 18,85%
w odniesieniu do 61,93% dla kontroli AAPH. Natomiast po 24 godzinach
inkubacji zmniejszenie utleniania hemoglobiny zaobserwowano dla promazyny
w stezeniu 10 i 50 pg/L odpowiednio o 60,73% i 54,54% wobec 78,15%
dla kontroli AAPH, co $wiadczy o potencjale ochronnym badanych zwigzkow
przed niekorzystnym dziataniem stresu oksydacyjnego na struktury bialtka
hemoglobiny.

Ocena wplywu badanych zwigzkow na zywotno$¢ i morfologie komdrek

w warunkach indukowanego stresu oksydacyjnego, w przypadku HUVEC,

wykazala, Zze zywotno$¢ w probach stymulowanych samym AAPH spadata
do 39,13%, natomiast w komoérkach preinkubowanych z AA (10 pg/mL)
wynosila 81,04%. Preinkubacja komorek z badanymi lekami
przeciwpsychotycznymi wykazata efekt ochronny przed stresem oksydacyjnym
na poziomie porownywalnym do dziatania AA. Najsilniejszy ochronny wpltyw,
zwigkszajacy zywotno§¢ HUVEC zaobserwowano w przypadku penfluridolu
w stezeniach 12,5125 pg/L, dla ktorego zywotno$¢ wyniosta odpowiednio
80,50% i 82,89%. Badane zwigzki nie wptynety znaczaco na morfologi¢

komorek srodbtonka.
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e Badanie zywotno$ci i morfologii komoérek w warunkach indukowanego stresu

oksydacyjnego, w przypadku hodowli astrocytow, wykazato ochronny wplyw

na zywotnos¢ komorek tylko dla czterech badanych substancji: benperidolu
(w stgzeniach 5 1 10 pg/L), penfluridolu (12,5 pg/L), pimozydu (15 pg/L)
| promazyny (25 i 50 pg/L). Z czego najsilniejsze wlasciwosci protekcyjne
odnotowano dla benperidolu (5 pg/L), dla ktorego zywotno$¢ komorek
wynosita 81,86%, w poréwnaniu do komorek inkubowanych z samym AA:
72,91% oraz 65,92% dla kontroli inkubowanej tylko z AAPH. Badane zwiazki

nie wptynety na morfologie astrocytow.

W tabeleli 46 i 47 dokonano skréconego zestawienia wszystkich otrzymanych
wynikéw eksperymentéw z zaznaczeniem réznic 1 podobienstw w  strukturach
chemicznych badanych lekéw przeciwpsychotycznych. Wyr6zniajacg aktywnoscia
charakteryzowaty si¢ pochodne pochodne tiazepiny/fenotiazyny z atomem S i N
(kwetiapina i promazyna), za§ wsrod pochodnych butyrofenonu najaktywniejszy okazat

si¢ zwigzek z ugrupowaniem Br-fenylowym, czyli bromperidol.
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Tabela 46. Ocena sify dzialania badanych lekéw przeciwpsychotycznych w przeprowadzonych badaniach eksperymentalnych. Wartosci
statystycznie istotne na poziomie *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 w odniesieniu do kontroli (K).

Nazwa zwigzku

Struktura chemiczna

Haloperidol

Bromperidg

Benperidol

Penfluridol

Pimozyd

Kwetiapina

Promazyna

#
[ZZ';’/f_Terape”tyCZ"y 5-25 2,2-235 1-10 4-25 1-15 20-400 10-50
Inhibicja AChE
(max. OJA) inhibicji ** bz (+4,9%) bz (+3,5%) bz (+7,1%) bz (+5,9%) bz (+5,7%) bz (+8,8%) T (+10,19%)
Inhibicja BuChk ok, _ ok
(max. (,J/o inhibicji *#) bz (+9,6%) ™M1 (+32,2% ™) bz (+7,5%) bz (+3,6%) bz (+7,6%) M 771%™ | T (+85,7% )
IC5,BUChE [umol/L] nw nw nw nw nw 6,1+1,63 0,2 £0,02
Inhibicja agregacji AS . . . . o . m
wezesnej (10-60 min) ™M (+22,58%) | ™M1 (+55,63% ) | T (+53,21% ) | T (+39,79%) | M (+34,88%) | T1(+39,92% ) | ™1 (+59,17% )
(max. % inhibicji **)
Inhibicja agregacji AS . ; i, ; .
(90 min) T (+11,31%) ™ (+20,89%) | T (+43,98% ) bz (+8,13%) ™M (+23,06%) | 1T (+27.12% ) | T (+44,21% )
(max. % inhibicji **)
Inhibicja agregacja Aj . . . . . - i,
poznej (24 i 48 h) ™ (23,03%7) MP+51,18% ) | T (+53,33% ) | T (+29,29%) ™M (#37,92%) | ™ (+3297%7) | ™1 (+44,31% ™)

(max. % inhibicji **)

nw — nie wyznaczono; bz — brak zmian; T stabe dziatanie; TTumiarkowane dziatanie; 711 silne dziatanie;
* Dla kazdego zwigzku podano zakres stezen terapeutycznych w osoczu [203-214].
*#Maksymalny % inhibicji w badanym zakresie stezen dla danego zwiazku. Istnieje roznica statystycznie istotna *p < 0,05; **p = 0,01 - 0,001, ***p < 0,001.

(O pochodne butyrofenonu

pochodne piperydyny/piperazyny

ugrupowania Br/F/Cl-fenylowe

O

pochodne tiazepiny/fenotiazyny z atomem S i N




Tabela 47. Ocena potencjafu antyoksydacyjnego badanych lekdw przeciwpsychotycznych w warunkach indukowanego stresu oksydacyjnego.
Wartosci statystycznie istotne na poziomie *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 w odniesieniu do kontroli (K).
Nazwa zwiazku Haloperidol Bromperidgl. = Benperidol Penfluridol Pimozyd Kwetiapina Promazyna

Struktura chemiczna N/ AN -"\' v Q
#
[ZS;/’S’ terapeutyczny 5-25 22-235 1-10 4-25 1-15 20-400 10-50
W modelu RBC
< (% inhibicji **) T (+11,83%) T (+11,45%) bz (+1,75%) T (+10,0290%**) bz (-0,20%) T (+29,50%***) | bz (+5,03%)
€3 (5h)
?_E W modelu RBC
53 | (inhibicji **) bz (-10,43%) bz (-9,92%) bz (-3,99%) bz (-6,45%) bz (-3,68%) bz (-5,90%) bz (+3,27%)
. (24h)
Eﬁ%‘ | [MetHb] A
Ss | @oinhibicji **) | T (+13,41%%) ™ (+30,20%**) T (+12,18%) bz (-6,12%) bz (-2,97%) o bz (+8,52%)
58 (5h) (+44,79%***)
70 | [MetHb]
°2 | (% inhibicji 8 bz (-8,49%) bz (-9,42%) bz (-13,49%) bz (+0,13%) bz (-5,97%) bz (+8,17%) T (+23,61%***)
£5 (24h)
=
XS W modelu ™1 ™1 ™1 ™1 ™1 ™1 ™1
£3 HUVEC**# (+76,74% ***) (+82,53%**) (+82,91%**) (+82,89%**) (+65,250%0***) (+74,96%***) (+72,300%**)
£ W modelu ™1 M1 (+470,819%++%) ™1 ™1 ™1 ™1 M1
astrocytow | (+74,350%**) 0270 (+81,86%***) (+78,09%***) (+75,74%***) (+75,63%***) (+77,60%***)

nw — nie wyznaczono; bz — brak zmian; T stabe dziatanie; TTumiarkowane dziatanie; 711 silne dziatanie;
* Dla kazdego zwiazku podano zakres stezen terapeutycznych w osoczu [203-214].
*#Maksymalny % inhibicji w badanym zakresie stezen dla danego zwiazku. Istnieje roznica statystycznie istotna *p < 0,05; **p = 0,01 - 0,001, ***p < 0,001.
### Maksymalna zywotno$¢ komérek w badanym zakresie stezen dla danego zwiazku. Istnieje roznica statystycznie istotna *p < 0,05; **p = 0,01 - 0,001, ***p < 0,001.
O pochodne butyrofenonu pochodne piperydyny/piperazyny ugrupowania Br/F/Cl-fenylowe 6 pochodne tiazepiny/fenotiazyny z atomem S i N



Dyskusja wynikow

AD jest mieszang proteinopatia AP oraz biatka tau, czesto powigzang z innymi
patologicznymi zmianami zwigzanymi z wiekiem, wsrdod ktorych wymieni¢ mozna
chorob¢ naczyn mozgowych oraz wystapienie ciat Lewy'ego. AD stanowi najczgstszg
przyczyn¢ demencji na catym §wiecie. W obrazie klinicznym AD charakterystyczne sa
postepujace deficyty funkcji poznawczych, zwlaszcza pamigci, jak réwniez inne
zaburzenia, takie jak pobudzenie, apatia, czy objawy psychotyczne. Objawy te wynikajg
Z wystepowania moézgowe]  angiopatii  amyloidowej, = wewnatrzkomorkowego
zwyrodnienia  neurofibrylarnego  oraz  blaszek  amyloidowych  bedacymi
zewnatrzkomérkowymi  zlogami  amyloidu. Oprocz typowego wariantu —
amnestycznego, coraz czgéciej rozpoznawane sg roOwniez warianty atypowe dla AD:
czotowy, jezykowy (logopeniczny) oraz tylny (wzrokowy). W obrazie klinicznym
pierwszego wariantu wystepuje afazja pierwotna postepujaca, objawiajaca si¢ jako typ
agramatyczny, semantyczny lub tez logopedyczny. W przypadku drugiej atypowej
postaci, oszczgdzajacej hipokamp, dochodzi do tylnego zaniku kory mézgowej (PCA,
posterior cortical atrophy), w wyniku czego pacjenci maja stosunkowo dobrze
zachowang pamie¢¢, jednak doswiadczajg probleméw ze wzrokiem, maja trudnosci
z czytaniem, rozpoznawaniem twarzy, czy obiektow na zdjegciach [9,243].

Poza dwoma przeciwcialami monoklonalnymi wprowadzonymi w ostatnich latach:
aducanumabem 1 lecanemabem, redukujagcymi nagromadzanie w moézgu zlogow Ap,
w dalszym ciggu brakuje skutecznych opcji leczenia modyfikujacych przebieg AD
[244-247]. Leki te zostaly dopuszczone do obrotu w procedurze przyspieszonej $ciezki
rejestracyjnej, co wigze si¢ z brakiem danych dotyczacych skutecznosci
I bezpieczenstwa stosowania leku na wczesniejszych lub pdzniejszych etapach choroby
niz te, ktore badano [245,248]. W przypadku aducanumabu nalezy zauwazy¢,
ze W czerwcu 2021 roku zostal on zatwierdzony do leczenia AD jedynie w USA,
natomiast w Europie pierwszy wniosek rejestracyjny zostat odrzucony w grudniu 2021
r. przez Europejska Agencje Lekow (EMA, European Medicines Agency), powotujaca
si¢ na brak jednoznacznych dowoddéw skutecznosci oraz bezpieczenstwa tego leku
[244,249-251]. W kontekScie bezpieczenstwa obawy moze budzi¢ ryzyko krwotokow
moézgowych, ktore jest podwyzszone u pacjentow  przyjmujacych  leki

przeciwzakrzepowe. Najczestszymi dzialaniami niepozadanymi obu lekow sa
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nieprawidlowos$ci w obrazowaniu moézgu zwigzane z amyloidem (ARIA, amyloid-
related imaging abnormalities), ktore wystgpowa¢ moga jako obrzgki (ARIA-E,
amyloid-related imaging abnormalities — oedema) lub krwotoki (ARIA-H,
amyloidrelated imaging abnormalities — haemorrhages) [245,248,252].

W przypadku wystepowania w obrazie klinicznym, u chorych na AD, zaburzen
neuropsychiatrycznych, takich jak pobudzenie i agresja zwykle wlaczane sa
do farmakoterapii leki przeciwpsychotyczne, jednak ich wplyw na funkcje poznawcze
| bezpieczenstwo stosowania w tej chorobie nie zostal w pelni poznany. Lekami
pierwszego wyboru w leczeniu objawow behawioralnych i psychiatrycznych u os6b
z AD sg zazwyczaj atypowe leki przeciwpsychotyczne [9,253]. Metaanaliza wykonana
przez da Silva i  wspotautorow  [254] na  podstawie = randomizowanych,
wieloosrodkowych badan z grupa kontrolng, wykazata, ze leki przeciwpsychotyczne nie
wydaja si¢ poprawiaé stanu pacjentOw na tyle, aby ich potrzeby opiekuncze ulegly
zmniejszeniu, jednak brak bezpieczniejszych alternatyw wymusza stosowanie lekow
przeciwpsychotycznych w neuropsychiatrycznych objawach otgpienia [254,255]. Z tego
powodu istotne jest badanie dziatania lekdw przeciwpsychotycznych nie tylko
na aktywno$¢ ludzkich cholinoesteraz (hChEs, human cholinesterases), ale takze ich
potencjalnego synergistycznego lub antagonistycznego dziatania z lekami stosowanymi
w leczeniu AD. W badaniach in silico Kumar i wspoétautorzy [16] przyjeli metode
obliczeniowg oparta na interakcji ligand-biatko w celu zbadania potencjatu lekow
przeciwpsychotycznych w leczeniu AD. Wyniki ich badan wykazaty, Zze niektore leki
przeciwpsychotyczne moga posiada¢ obiecujaca aktywnos¢ wzgledem wybranym
celom biochemicznym charakterystycznych dla AD.

Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze w przypadku podej$cia polegajacego
na zmianie przeznaczenia leku opracowanego in silico moze istnie¢ mozliwo$é
falszywie dodatnich wynikoéw podczas badan przesiewowych. Ponadto, nalezy wziaé
pod uwagg, ze aktywnos¢ potencjalnych czasteczek leku moze si¢ r6zni¢ w modelach
invitro i in vivo. Niemniej jednak poszukiwanie potencjalu lekow
przeciwpsychotycznych, jako lekow przeciw AD, jest uzasadnione, poniewaz wszystkie
przenikaja przez barier¢ krew-mozg. Istnieje zatem szansa, ze bgda one oddzialywac
rowniez na glowne hipotezy patomechanizmu AD in vivo. Na podstawie wynikow
badan in silico wskazujacych na mozliwy potencjat lekow przeciwpsychotycznych
w leczeniu AD sformutowana zostata hipoteza badawcza w ramach niniejszej rozprawy

doktorskiej. Miata ona na celu zweryfikowanie sity dziatania wybranych lekow
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przeciwpsychotycznych w badaniach invitro w konteksécie trzech podstawowych
hipotez rozwoju AD, tj. hipotezie cholinergicznej, hipotezie amyloidowej oraz stresu
oksydacyjnego, co mogtoby da¢ podstawy do dalszego badania tych lekéw pod katem
rozszerzenia ich zastosowania w praktyce klinicznej lub zastosowania ich struktur
wiodacych jako czasteczek modelowych do dalszych poszukiwan nowych aktywnych
substancji. Poszukiwanie nowych aktywnosci zarejestrowanych juz lekéw wpisuje si¢
w aktualny trend repozycjonowania lub reprofilingu lekow [16,256]. Uwaza sie,
ze zmiana przeznaczenia leku daje wigksze korzysci niz odkrywanie lekéw de novo,
szczegblnie jesli chodzi o skrocenie czasu i1 zmniejszenie kosztow zwigzanych
z badaniami wstepnymi, przesiewowg analizg aktywno$ci in vitro i in Vvivo
czy badaniami klinicznymi [256-258].

Kumar i wspotautorzy [16] w swoim badaniu wykonali dokowanie molekularne
dla okoto 150 lekéw przeciwpsychotycznych, a najlepsze leki zostalty poréwnane
ze znanym juz inhibitorem odpowiednich biatek. Sposréd przebadanych lekow,
sulmepryd, chlorowodorek promazyny, bromperidol, anizopirol, melperon, pimozyd,
benperidol, azabuperon i anisoperydon znaczaco wchodzity w interakcje z wybranymi
celami biatkowymi AD, wykazujac stosunkowo lepszy wynik dokowania 1 energi¢
wigzania w porownaniu z juz znanymi inhibitorami odpowiednich celéw molekularnych
[16]. W przypadku AChE najlepsze dokowanie Kumar i wspoétautorzy [16]
zaobserwowali dla pimozydu, ktory uzyskat wynik -14,969 i energi¢ poslizgu - 50,362
kcal/mol, w odniesieniu do znanego inhibitora — donepezilu, dla ktérego wartosci
te wyniosty odpowiednio: - 11,02 oraz - 27,944 kcal/mol. Natomiast w przypadku
BuChE, najlepiej rokujacym zwigzkiem okazat si¢ by¢ bromperidol, dla ktorego wynik
dokowania wyniost: - 8,111, a energia poslizgu: - 42,936 kcal/mol, w poréwnaniu
do zwigzku odniesienia -rywastygminy, charakteryzujacego si¢ wartosciami
odpowiednio na poziomie: - 3,123 oraz - 35,510 kcal/mol [16].

Hamowanie aktywnos$ci enzymow stanowi glowng strategie w projektowaniu
lekow. Koncepcja potowy maksymalnego stezenia hamujacego (ICsp) jest szeroko
stosowana do badania odwracalnych reakcji enzymatycznych. Mozliwo$¢ doktadnego
pomiaru stezenia inhibitora, ktére jest wymagane do zahamowania danej funkcji
biologicznej lub biochemicznej o polowe, jest niezwykle wazna w projektowaniu
rankingu skutecznos$ci dziatania zwigzkoéw [259]. W przypadku AD, jedna z pierwszych
hipotez, opisujaca prawdopodobnag przyczyng rozwoju tej choroby, jest hipoteza

cholinergiczna, ktora wskazuje na niedobor neuroprzekaznika w  szlaku
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cholinergicznym w OUN, uczestniczacego w komunikacji komoérek nerwowych [260].
Neurotransmisja cholinergiczna moze ulec zmniejszeniu m.in. wskutek degeneracji
komorek nerwowych w jadrze podstawnym Meynert’a i istocie bezimiennej czy tez
obnizenia aktywnosci ChAT, ktéra bierze udzial w syntezie ACh. Powstaly mozgowy
deficyt cholinergiczny prowadzi do utraty pamigci i innych charakterystycznych
dla choroby objawow poznawczych [260-262]. ACh hydrolizowana jest glownie przez
dwa izoenzymy nalezace do cholinoesteraz: AChE oraz BuChE [260]. Szczegotowa
analiza ligand-biatko wykonana dla AChE wykazata, ze miejscami aktywnymi tego
enzymu, ktore odgrywaja kluczowa rol¢ w wigzaniu i przetwarzaniu substratu
acetylocholiny sg katalityczne miejsce anionowe (CAS, catalytic active site)
i peryferyjne miejsce anionowe (PAS, peripherial anionic site) [260,263-266]. PAS
uwazane jest za miejsce rozpoznawania ACh jako substratu, a waznym aminokwasem
biorgcym wtym udzial wjego wigzaniu jest tryptofan (W286) [260,263].
Z obwodowego miejsca katalitycznego substrat transportowany jest przez miejsce
nazywane waskim ,,gardtem” lub tez ,,wawozem” do CAT, obejmujacego katalityczna
triad¢ aminokwasow: seryny (S203), histydyny (H447) i kwasu glutaminowego (E334)
[263,265,266].

Chociaz wydaje si¢, ze AChE odgrywa kluczowg role w regulacji poziomu ACh
ze wzgledu na jej aktywno$¢ w mdzgu osoby zdrowej, to jednak w pdznej patologii AD
aktywno$¢ AChE stopniowo spada, podczas gdy poziom BuChE drastycznie wzrasta
w tym czasie [260,267]. BUChE wykryto w blaszkach Ag i NFT, co sugeruje, ze enzym
ten moze nie tylko odgrywa¢ wazng role w regulacji neuroprzekaznictwa
acetylocholinergicznego, ale takze bezposrednio przyczynia¢ si¢ do patogenezy AD.
Zgodnie z praca opublikowang przez Schwarthoff’a 1 wspotautorow [268] coraz wigcej
dowodow wskazuje na kluczowa role BuChE w patogenezie AD i sugeruje, ze istnieje
warto$¢ terapeutyczna lekéw, ktore hamujg BuChE silniej niz AChE [268].
Przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej badania lekow
przeciwpsychotycznych dotyczace hamowania hChE wykazaly, ze najsilniejsze
dziatanie hamujace aktywno$¢ BuChE wykazaly kwetiapina i promazyna, bedace
pochodnymi odpowiednio tiazepiny i fenotiazyny. Na podstawie otrzymanych wynikow
obliczone zostaty warto$ci ICsp wzgledem BuChE dla tych zwigzkéw. Dla promazyny
warto$¢ ta wynosita 0,19 + 0,02 pmol/L, wykazujac 5-krotnie silniejsza inhibicje
BuChE w poréwnaniu z rywastygming i 67-krotnie silniejsza w odniesieniu

do donepezilu. Natomiast dla kwetiapiny warto$¢ ta byta na poziomie 6,08 + 1,63
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umol/L, czynigc ja 6-krotnie wyzsza w odniesieniu do rywastygminy i dwukrotnie
wyzsza wzgledem donepezilu. Otrzymane wyniki wpisuja si¢ w zalozenia
Schwarthoff‘'a i wspotautoréw [268] moéwigce o kluczowym znaczeniu BuChE
w patologii AD. Aktywnos$¢ promazyny i kwetiapiny moze by¢ zwigzana z obecno$cia
w strukturze uktadu trojpierScieniowego zawierajgcego azot i siarke. Zgodnie
Z doniesieniami Debord’a 1 wspotautorow [269] jak rowniez Darvesh’a i wspotautorow
[270], promazyna oraz inne pochodne fenotiazyny wykazuja zdolno§¢ hamowania ChE,
szczegOlnie BUChE. Debord [269] wykorzystat etopropazyng z ugrupowaniem N-
dietyloaminowym jako zwigzek modelowy do opracowania zaleznos$ci struktura-
aktywno$¢ wigzania fenotiazyn z BuChE. Badanie wykonane in silico w odpowiednim
programie wykazato, ze aktywnymi miejscami tego enzymu sg tryptofan, ktory
oddziatuje z pierscieniem fenotiazyny oraz fenyloalanina oddziatujagca z tancuchem
alkilowym etopropazyny [269,271]. Wysoce selektywne hamowanie BuChE
przez niektére pochodne fenotiazyny, takie jak np. etopropazyna zostalo opisane
rowniez przez Tasso i wspotautorow [272].

Z kolei Obara i wspotautorzy [273] zbadali 26 dostepnych klinicznie lekow
przeciwpsychotycznych pod katem potencjalnej inhibicji rekombinowanej ludzkiej
AChE (rhAChE, recombinant human acetylcholinesterase) oraz sprawdzeniu
czy hamowanie AChE odgrywa role¢ w wystapieniu objawow pozapiramidowych (EPS,
extrapyramidal symptoms), ktore moga by¢ spowodowane nie tylko supresja nerwoéw
dopaminergicznych, ale takze bezposrednim zwigkszeniem aktywno$ci neuronow
cholinergicznych. Dlatego leki przeciwpsychotyczne o dziataniu hamujacym AChE,
oprocz antagonistycznego dziatania na receptory D;, moga zwigksza¢ stezenie ACh
W prazkowiu oraz nasila¢ funkcje GABAergiczng, co moze zwigksza¢ ryzyko
wystgpienia EPS. W przeprowadzonych badaniach Autorzy wykazali, ze w stezeniu 10
-5 mol/L haloperidol, bromperidol i pimozyd hamowaty aktywnos¢ thAChE o >20%
[273]. W pracy doktorskiej wyniki hamowania AChE dla tych substancji
nie przekroczyty 10%. Nalezy jednak zauwazy¢, ze praca doktorska opierata sie
W zalozeniach na stosowaniu st¢zen z zakresu terapeutycznego lekow, ktore osiggane sg
W osoczu i stad do badania inhibicji enzymatycznej uzyte zostaty stezenia lekow 0,1 —
100 pg/L, czyli stezenia rzedu 10° - 10" mol/L. Wyjatek stanowi kwetiapina, ktorej
badany zakres dla inhibicji AChE oraz BuChE wynosit 107 - 107 mol/L, co pozwolito
na porownanie otrzymanych wynikow z wynikami Obara 1 wspdtautoréw [273]. W obu

pracach inhibicja AChE nie przekroczyta 10%.
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Po okresleniu wartosci  stezenia ICsp  kolejnym istotnym  krokiem,
przy opisywaniu dzialania inhibitoréw enzymatycznych, jest okre§lenie mechanizmu
inhibicji. W tym celu wykonane zostaty dalsze badania, w ktérych stosujgc malejace
stezenia substratu, okre$lono aktywno$¢ enzymu wobec obecno$ci potencjalnego
inhibitora (w stalym stgzeniu), co pozwolito na wykreslenie zaleznos$ci opisanej
rownaniem Hanesa-Woolfa oraz wyznaczanie parametrow Kinetycznych reakcji.
Parametry  kinetyczne reakcji enzymatycznych wyznaczone dla donepezilu
| rywastygminy zgodne sg z doniesieniami literaturowymi. Wyniki badan in vitro
przedstawione w literaturze [274-276] opisuja donepezil jako odwracalny, mieszany
inhibitor AChE, ktory wykazuje wzgledng selektywno$§¢ wobec AChE w poréwnaniu
z BUChE [274-277]. Zgodnie z doniesieniami Makarian’a i wspotautorow [263]
donepezil oddziatuje zarowno z PAS jak 1 CAT [263]. Za wigzanie z obwodowym
miejscem anionowym AChE, poprzez interakcje =n-m ukladow aromatycznych,
odpowiedzialne jest ugrupowanie indanonu obecne w donepezilu. Natomiast pierscien
piperydynowy oddzialuje z aminokwasem tyrozyna (Y337) znajdujacym si¢
w anionowej czegsci katalitycznego miejsca aktywnego. Ugrupowanie benzylowe
donepezilu znajduje si¢ w bliskim sasiedztwie aminokwasow nalezacych do triady
katalitycznej. Wykazano rowniez, ze modyfikacja pierScienia benzenowego
wchodzacego w struktur¢ donepezilu moze prowadzi¢ do silnego hamowania AChE
[263].

Przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej badania potwierdzily, ze donepezil
hamuje zarébwno AChE, jak i BUChE w sposéb mieszany, w ktérym oba parametry
kinetyczne opisujace reakcje enzymatyczng ulegaja zmianie (Kmi wzrasta w stosunku
do Ky enzymu, Vmai mMaleje w  poréwnaniu z Vma). Rywastygmina jest
pseudonieodwracalnym, podwojnym inhibitorem, dzialajacym zarowno na AChE,
jak i na BuChE [275,276]. Wiadomo, ze po zwigzaniu nastgpuje karbamoilowanie
reszty seryny w miejscu aktywnym AChE. Jest to jednak zjawisko przejSciowe 1 enzym
powraca do swojej pierwotnej postaci po hydrolizie wigzania enzym-karbaminian.
Z drugiej strony, dostepnych jest niewiele informacji na temat molekularnej natury
interakcji BUuChE-rywastygmina.

Ludzkie enzymy BuChE i AChE majg wzglgdem siebie ponad 65% homologii
sekwencji aminokwaséw [275]. BuChE jest interesujacym celem do badan,
poniewaz jego aktywno$¢ znacznie wzrasta w pozniejszych stadiach AD. Wykazano

rowniez, ze zwickszona aktywno$¢ BuChE odgrywa waznag role w agregacji Ap
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we wczesnych stadiach tworzenia si¢ blaszek amyloidowych [260,267,275]. Bacalhau
| wspotautorzy [275] w ramach programu badan przesiewowych dotyczacych
projektowania nowych analogéw rywastygminy, ktore skutecznie hamujg BuChE
zbadali interakcje tego inhibitora z BuChE, stosujac zintegrowane badanie biofizyczne,
laczace roznice transferu nasycenia (STD, saturation transfer difference) - NMR
I dokowanie molekularne. Wyniki tego badania wykazaly, ze najbardziej dominujace
byly interakcje pomiedzy karbonylem karbaminianu inhibitora a grupg NH jednostki
imidazolowej aminokwasu H434, poprzez wigzanie wodorowe, utozenie jednostki
aromatycznej inhibitora oraz jednostki aromatycznej W82 w kieszeni wigzacej choling
poprzez interakcje m-m 1 mozliwe interakcje CH/mt pomigdzy benzylowa grupa metylowa
i grupami N-metylowymi inhibitora z aminokwasem W82 enzymu [275].

W przeprowadzonych badaniach eksperymentalnych w ramach rozprawy
doktorskiej, w przypadku rywastygminy, inhibicja aktywnos$ci BuChE okazata si¢ mie¢
charakter niekompetycyjny, poniewaz wartos¢ Kp nie réznila si¢ od wartosci Ky
czystego enzymu, podczas gdy Vmaxi ulegta zmniejszeniu w stosunku do Vyax. Ten sam
typ inhibicji wykazano réwniez dla rywastygminy w stosunku do AChE
oraz dla kwetiapiny i promazyny w odniesieniu do BuChE.

Ze wzgledu na wielkoczynnikowa patogeneze AD, najbardziej praktycznym
podejsciem do modyfikacji przebiegu progresji AD wydaje si¢ terapia ukierunkowana
na kilka celéw molekularnych procesow patologicznych zwiazanych z ta choroba. Kabir
| wspotautorzy [278] w swojej pracy opisujg, ze skuteczno$¢ kliniczna terapii
skojarzonej jest wigksza niz monoterapii. Wyniki badan [278] wskazuja, ze terapia
skojarzona wykorzystujaca memantyng¢ 1 ChEIs zmniejsza tempo pogorszenia funkcji
poznawczych. Co wigcej, w pordwnaniu z brakiem leczenia lub monoterapig ChEIs,
terapie skojarzone mogg zmniejszy¢ pojawianie si¢ oraz nasilanie si¢ objawOw
neurobehawioralnych, np. agresji czy pobudzenia oraz opdzniaja koniecznosé
hospitalizacji pacjenta. Wykazano rowniez, ze w przypadku AD 1 spowalniania stopnia
uposledzenia funkcji poznawczych terapie skojarzone sg skuteczniejsze zwlaszcza, jesli
zostang wczesnie rozpoczete [278]. Hu 1 wspotautorzy [279] w swoich badaniach
rowniez wykazuja trend poszukiwania synergizméw w dzialaniu lekow w celu
optymalizacji leczenia AD. Zesp6t ten wykazal synergistyczne dziatanie lekow
przeciwnadci$nieniowych (aHTN, antihypertensives) i ChEls w kontekscie pogorszenia
si¢ funkcji poznawczych u pacjentow z AD. Najwolniejszy spadek funkcji

poznawczych stwierdzono dla potagczenia ChEIs z lekami moczopednymi, blokerami
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uktadu renina-angiotensyna-aldosteron i blokerami kanatlu wapniowego. Uzyskane
wyniki sugeruja, ze poprawa stanu naczyn jest niezb¢dna w leczeniu AD i wyznacza
nowy kierunek rozwoju lekow na AD [279]. Rowniez dla Teo i wspotautoréw [280]
obecno$¢ dajacych sie oddzieli¢ stanow patologicznych stworzyta okazje do zbadania
terapii skojarzonych, ktére ukierunkowane sg na te r6zne procesy oddzielnie. W swojej
pracy [280] skupili si¢ na dysfunkcji mitochondriéw i uposledzeniu proteostazy,
bedacymi powigzanymi procesami patologicznymi wystepujacymi w AD. W zwigzku
ztym, podjeli si¢ zbadania potgczenia metforminy, dziatajacej na mitochondria
I metabolizm energetyczny oraz litu, dzialajacego na proteostaze. Wyniki leczenia
skojarzonego metforming i litem wykazaly efekt synergistyczny poprzez wzrost
dhugosci zycia 1 zmniejszenie zachorowalnosci [280].

Uzyskane wyniki oceny synergizmu lekow przeciwpsychotycznych ze znanymi
ChEIls potwierdzaja potencjalng wartos¢ kliniczng kwetiapiny oraz promazyny
W leczeniu AD, poprzez najsilniejsze obnizenie ICsp sposrod badanych Ilekow.
Jako wzorcowe inhibitory ChE zastosowano w badaniach donepezil i rywastygming.
Sposrod  badanych  lekow  przeciwpsychotycznych  najsilniejszy  synergizm
z donepezilem wykazata promazyna obnizajac ICsp dla BuChE o 64,8%.
Dla mieszaniny binarnej ICsyp wyniosto 4,51 £ 0,19 umol/L, w odniesieniu do samego
donepezilu, w przypadku ktérego 1Csy wyniosto 12,81 + 1,52 umol/L (p < 0,05).
Bromperidol, benperidol, pimozyd i kwetiapina okazaty si¢ lekami, ktore rowniez
wykazaly synergizm dziatania z donepezilem zmniejszajac ICso donepezilu o 43,8 —
57,9% (p < 0,05). ICsp wzglegdem AChE nie uleglo statystycznie istotnej zmianie
pod wptywem mieszanin binarnych donepezilu z badanymi leki
przeciwpsychotycznymi.

Potaczenie rywastygminy z pimozydem okazalo si¢ mie¢ najwigkszy wplyw
nainhibicig ~ AChE  sposrdéd  badanych  mieszanin  binarnych  lekéw
przeciwpsychotycznych z rywastygming. W poréwnaniu do czystej rywastygminy, I1Cs
ulegto zmniejszeniu o 51,0% (z 64,29 + 2,97 umol/L do 32,81 + 2,99 umol/L, p < 0,05).
Wyniki te sugeruja, ze jednoczesne stosowanie rywastygminy z pimozydem moze
potencjalizowa¢ efekty wzgledem AChE. Kolejne zwigzki, bromperidol i kwetiapina
zmniejszyty ICso rywastygminy odpowiednio o: 48,3% i 45,9% (p < 0,05), natomiast
benperidol oraz promazyna odpowiednio o: 38,2% i 31,2% (p < 0,05). W przypadku
BuChE istotne statystycznie dziatanie wykazat penfluridol oraz promazyna,

ktore zwiekszyty ICso rywastygminy o odpowiednio 23,7% i 30,0% (p < 0,05).
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Zagadnienie wystapienia interakcji pomigdzy lekami stosowanymi w leczeniu
zaburzen funkcji poznawczych w AD, a lekami przeciwpsychotycznymi podjeli
rowniez Wadenberg 1 wspotautorzy [281]. Zespot ten przeprowadzit badania dotyczace
synergistycznego  dzialania galantaminy z lekami przeciwpsychotycznymi:
risperidonem, haloperidolem w celu zmniejszenia objawow negatywnych,
psychotycznych oraz poprawy funkcji poznawczych w schizofrenii. Dane z badan
klinicznych ~ sugeruja, ze galantamina moze wykazywa¢ pewne dzialanie
prokognitywne, a takze przeciwpsychotyczne w schizofrenii, poniewaz jest zardGwno
inhibitorem AChE, jak i modulatorem receptora nikotynowego (nAChR, nicotinic
acetylcholine receptor). Wadenberg 1 wspotautorzy [281] na podstawie
przeprowadzonych badan stwierdzili wzmocnienie dziatania galantaminy, podobne
do efektu lekow przeciwpsychotycznych, stosujac mate dawki haloperidolu
lub rywastygminy. Bezpieczny profil dziatania, pod katem wystapienia EPS,
odnotowali jedynie w potaczeniu z risperidonem. Otrzymane dane eksperymentalne
sugerujg, ze oddziatywanie modulujace galantaminy na nAChR prawdopodobnie
przyczynia si¢ do poprawy aktywnosci prokognitywnej, natomiast przypuszczalne
dziatanie przeciwpsychotyczne galantaminy wydaje si¢ wynika¢ glownie
Z oddzialywania na receptor muskarynowy (mMmAChR, muscarinic acetylcholine
receptor). Kombinacja tych wtasciwosci galantaminy moze oferowaé unikalny profil

terapeutyczny, jednak zalezno$¢ ta nie zostala jeszcze w peini zbadana [281].

W celu poréwnania wynikbw otrzymanych z badania interakcji lekow
przeciwpsychotycznych z rywastygming i donepezilem z interakcjami, ktore
proponowane sg w oparciu o analiz¢ matematyczng z wykorzystaniem modelu Chou-
Talalay, zostala wykonana réwniez ocena potencjalnego dziatania synergistycznego
lekow przeciwpsychotycznych ze wzorcowymi AChEIs w programie komputerowym
ComboSyn, stuzacego do iloSciowego okreslenia synergizmu lub antagonizmu
dla dwoch lekow. Program ten zostal réowniez wykorzystany przez Chandel
| wspotautorow [59] do oceny dziatania przeciwamyloidogennego chlorowodorku
benzerazydu i lewodopy  pojedynczo oraz w  mieszaninie  binarnej
(benzerazyd + lewodopa). Potaczenie dwoch lekéw wykazato synergizm (wskaznik
kombinacji, Cl < 1) pomigdzy nimi [282].

Whyniki otrzymane w badaniach prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej

potwierdzily  synergistyczne dziatanie bromperidolu, benperidolu, pimozydu,
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kwetiapiny, promazyny, ktore w eksperymentalnym badaniu wykazaty obnizenie 1Csgo
donepezilu wzgledem BuChE, w stopniu istotnym statystycznie (p < 0,05). Wyniki
analizy przeprowadzone dla mieszanin lekow przeciwpsychotycznych z rywastygming
wzgledem AChE potwierdzily wyniki otrzymane w badaniu eksperymentalnym
dla haloperidolu, bromperidolu, benperidolu, pimozydu, kwetiapiny oraz promazyny,
ktore istotnie statystycznie (p < 0,05) obnizyty ICsq rywastygminy.

Z Kklinicznego punktu widzenia wyniki te powinny by¢ brane pod uwage
przy ustalaniu dawek lekéw w leczeniu pacjentow z AD 1 chorobami wspétistniejgcymi.
Terapia skojarzona chorych na AD moze by¢ preferowana ze wzgledu na jej
skuteczno$¢ i mozliwo$¢ zmniejszenia dawki donepezilu lub rywastygminy w razie
zaistnienia takiej potrzeby. To z kolei moze skutkowa¢ zmniejszeniem dziatan
niepozadanych, ktére czesto s3 spowodowane stosowaniem  donepezilu

lub rywastygminy.

Kolejng, istotng hipoteza opisujaca patogenez¢ AD stanowi powstawanie
blaszek amyloidowych, ktore sktadajg si¢ ze zagregowanych widkienek Ap, ktdrych
ztogi gromadzg si¢ w mdozgu. Hamowanie agregacji Af jako kluczowy element terapii
AD zostato opisane przez Hardy’ego w 1991 roku [283,284] i do tej pory stanowi
podstawe w poszukiwaniu nowych lekéw w tej chorobie. Firmy farmaceutyczne
nieustannie opracowuja nowe $rodki, ktore sg na réznych etapach badan klinicznych
ukierunkowanych na hamowanie kaskady amyloidu [285-287]. Najbardziej
powszechnymi technikami identyfikacji obecnosci wlokienek Ap stosowanymi
w warunkach in vitro, sa testy wigzania barwnikéw z wykorzystaniem czerwieni Kongo
(CR, Congo red) i ThT. Stuza one rowniez do badania agregacji czasteczek
amyloidogennych oraz do oceny matoczasteczkowych inhibitorow agregacji
| fibrylizacji amyloidu [288,289]. Do badan wymagajacych utrzymania czgsteczki
W postaci monomerycznej stosuje si¢ spektroskopie dichroizmu kotowego, ze wzgledu
na fakt, ze wiele peptydéw 1 biatek tworzacych amyloid jest wysoce podatnych
na agregacje invitro [288]. Test ThT mierzy zmiang¢ intensywnosci fluorescencji
barwnika ThT po zwigzaniu z Af. Wzmocniong fluorescencj¢ mozna zaobserwowac
zapomocg mikroskopii fluorescencyjnej lub spektroskopii fluorescencyjnej. Test
spektroskopowy jest powszechnie stosowany do monitorowania tworzenia si¢
wlokienek w czasie, ale nie jest to oznaczenie $cisle ilosciowe dla probek po liofilizacji

[288]. Jednoznaczny obraz ztogdw Ap uzyska¢ mozna przy zastosowaniu spektroskopii
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w podczerwieni z transformacjag Fouriera (FTIR, Fourier-transform infrared
spectroscopy) oraz transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM), ktore stuzg glownie
do wykrywania obecnosci struktury drugorzedowej Apf. Zwykle probke bada sie
przed i po agregacji, anastepnic obserwuje wzrost struktury drugorzedowej
po utworzeniu witokienek amyloidowych [288]. W ostatnich latach nastgpit szybki
rozwoj obrazowania fluorescencyjnego w bliskiej podczerwieni (NIRF, near-infrared
fluorescence) ze wzgledu na jego wysoka czulo$é, nieinwazyjnos¢, prostg obstuge
I mozliwo$¢ unikniecia zaktocen spontanicznej fluorescencji w tkankach biologicznych.
Podczas konwencjonalnego obrazowania fluorescencyjnego w zakresie widzialnym
zarbwno wzbudzenie, jak i emisja sa pochtaniane lub rozpraszane przez tkanke,
co powoduje znaczne ostabienie wykrytego sygnalu emisji. NIRF stat si¢ niezbednym
narzedziem do analizy probek biologicznych in vitro i obrazowania in vivo matych
zwierzat [290].

Wobec duzej réznorodnosci dostepnych metod oceniajacych agregacje Ap,
kierujac si¢ dostepnoscia aparaturowa, w ramach niniejszej pracy, w oparciu o dane
literaturowe, przygotowano 1 zwalidowano metod¢ oceny inhibicji agregacji. W tym
celu wykorzystano wilasciwosci fluorescencyjne barwnika ThT, ktoéry indukuje
fibrylacie Ap. Mierzono intensywnos¢ fluorescencji w szerokich interwatach
czasowych: 10, 30, 60, 90 minut po dodaniu ThT, co odpowiada wczesnej fazie
tworzenia fibryli, az do 24 1 48 godzin, co odpowiada pdznej fazie agregacji. Za 100%
agregacji Ap przyjeto intensywnos¢ fluorescencji zmierzong dla proby kontrolnej, bez
dodatku zwigzkéw, ktora zostata nastgpnie wykorzystana do wyznaczenia stopnia
inhibicji agregacji AS pod wptywem badanych lekow przeciwpsychotycznych. W toku
wstepnych badan dos$wiadczalnych, dotyczacych odpowiedniego doboru warunkow
pomiaru (dobor odpowiednich stezen reagentdw, rodzaju inhibitoréw, temperatury
i czasu inkubacji, dtugosci fali) opracowano procedure koncowg oceny agregacji
oraz inhibicji Ap. Dla opracowanej metody wyznaczono wspotczynnik zmiennosci
na zadowalajagcym poziomie 4,55%.

Tworzenie wiokienek A mozna podzieli¢ na nastgpujace fazy: poczatkowas,
elongacji 1 stacjonarng [291,292]. Monomery 1acza si¢ ze soba, tworzac wicksze
kompleksy, od dimeréw po heptamery. Nastgpnie nastepuje wzrost w wigksze
oligomery, ktdre ostatecznie tworzg protofibryle, z ktorych powstajg dojrzate fibryle
[293-295]. Z danych literaturowych wynika, Ze proces powstawania widkien przebiega

przez etap oligomerdow, charakteryzujacych si¢ znacznie wyzsza toksyczno$cia
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niz monomeryczne formy ApB. Obecnos¢ oligomerow przyczynia si¢ w najwigkszym
stopniu do degeneracji synaps i przyczynia si¢ do wystapienia objawéw AD [296,297].
Biorgc pod uwage wieloetapowy charakter agregacji Ap, mozna stwierdzié,
ze zahamowanie wczesnej fazy agregacji hamuje powstawanie mniejszych agregatow
Ap, podczas gdy badania wykonywane w odstgpach kilkugodzinnych wskazuja
na hamowanie powstawania duzych wtokien. Juz w latach 90-tych XX wieku zwrécono
uwage, ze czestos¢ wystepowania AD jest znacznie zmniejszona u oséb w podesziym
wieku chorych na schizofreni¢ i zaproponowano poglad, ze przyczyng moga by¢ leki
stosowane W leczeniu schizofrenii. Higaki 1 wspotautorzy [298] badaniom poddali
haloperidol, jako lek przeciwpsychotyczny oOwczesnie, powszechnie stosowany
w leczeniu schizofrenii, pod katem jego potencjalnego dziatania jako inhibitor
wybranych proteinaz, wplywajacych na tworzenie AfS. Wyniki ich pracy wskazuja,
ze pochodne butyrofenonu: haloperidol i droperidol, hamuja wytwarzanie Afp
w hodowli komérkowej ludzkich komérek neuronowych i nieneuronalnych [298].
Haloperidol byt rowniez badany przez Palotas 1 wspotautorow [299] pod katem wplywu
zaburzenia wewnatrzkomorkowego poziomu wapnia na neurotoksyczno$¢ wywotang
AB w modelu komérkowym AD. Destabilizacja homeostazy Ca** w neuronach odgrywa
kluczowg role w patogenezie AD, poniewaz nagromadzenie Af inicjuje postepujace
uszkodzenie nerwu, co skutkuje zaburzeniem metabolizmu neuronalnego i jonowej
homeostazy. W modelu badawczym zostaly zastosowane hodowle fibroblastow skory
pobranych od pacjentow z AD oraz otrzymanych od dobranej pod wzgledem wieku
I plci grupy kontrolnej. Wyjsciowo, komorki od pacjentow z AD wykazywaty istotnie
nizszy poziom jondéw wapnia w poréwnaniu z hodowla fibroblastoéw kontrolnych.
Ekspozycja fibroblastéw napeptyd AS spowodowala zwickszenie stezenia Ca’'
w komorkach kontrolnych, ale nie w fibroblastach uzyskanych od oséb z AD.
Natomiast jednoczesna inkubacja obu kultur z terapeutyczna dawka haloperidolu
blokowata wywolane A podwyzszenie poziomu Ca®". Obserwacje te sugeruja,
ze haloperidol moze niwelowaé zaburzenia rdwnowagi jonowej i moze potencjalnie
tagodzi¢ neurotoksyczne dziatanie peptydu ApS [299].

Palotas 1 wspotautorzy [300], w swoich kolejnych pracach, badali wplyw
tradycyjnych i atypowych lekéw przeciwpsychotycznych podawanych droga
dootrzewnowa na APP i powstajacy z niego Af w korze mdézgowej szczura. Autorzy
[300], powotujac si¢ na doniesienia wskazujace, ze patologia AD rzadko wystepuje

U pacjentow chorych na schizofrenie, postanowili zbada¢ czy leki przeciwpsychotyczne
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stosowane w leczeniu schizofrenii moga w rzeczywistosci mie¢ dziatanie ochronne
przed rozwojem neuropatologii AD [301,302]. Otrzymane wyniki wskazaty, ze leczenie
haloperidolem, zar6wno w dawkach terapeutycznych, jak i toksycznych, powodowato
Znaczace podwyzszenie poziomu APP w korze mozgowej po podaniu pierwszej dawki
leku, jednak nie miat on istotnego dtugofalowego wptywu na APP. Risperidon, bedacy
atypowym lekiem przeciwpsychotycznym, nie zmienial stezenia APP w korze
mozgowej. Wyniki te wskazuja, ze zar6wno haloperidol, jak i risperidon sg uwazane
za stosunkowo bezpieczne pod wzgledem metabolizmu APP. Omoéwiono mozliwe
mechanizmy, w tym udziat wapnia i samego APP jako receptora [300].

Badane sg rowniez inne grupy lekow pod katem wptywu na agregacje Af. Leki
obecnie stosowane i bedace w fazie opracowywania obejmujg zwigzki ukierunkowane
na y-sekretaze, f-sekretaze, chelatory jonow metali, statyny i pokrewne leki obnizajace
cholesterol [303]. Powszechnie wiadomo, ze statyny zmniejszaja poziom cholesterolu
W 0soczu, a tym samym ryzyko rozwoju chordb naczyniowo-mdzgowych i sercowo-
naczyniowych oraz udaru moézgu. Co ciekawe, u pacjentow w podeszlym wieku z AD
czesto wystepuja zarowno choroby naczyn mézgowych, jak i choroby uktadu krazenia,
ktore wydajg si¢ mie¢ istotny wptyw na rozwoj AD. Zaré6wno badania eksperymentalne,
jak 1 kliniczne wykazaty istotng wspodtzalezno$¢ migdzy podwyzszonym poziomem
cholesterolu w surowicy, metabolizmem i transportem cholesterolu oraz wzmozonym
przetwarzaniem SAPP w neurotoksyczne peptydy APao-a2, proces, ktory wydaje sie
preferencyjnie zachodzi¢ w domenach bton plazmatycznych wzbogaconych
W cholesterol. We wczesnych badaniach klinicznych wykazano, ze statyny zwigkszaja
stosunek SAPP/AS, jednoczesnie zmniejszajac poziom cholesterolu i lipidéw w osoczu
krwi u pacjentow z AD [304,305]. Badania na zwierzetach wykazaty, ze podawanie
simwastatyny §winkom morskim przez 3 tygodnie powodowato zmniejszenie poziomu
Af w mozgu i pltynie moézgowo-rdzeniowym, a efekt ten ustgpowal po przerwaniu
leczenia. W badaniu z uzyciem transgenicznych myszy, wykazano, ze leczone
simwastatyng radzily sobie lepiej w teScie labiryntu wodnego Morrisa niz ich
nieleczone odpowiedniki. W innym badaniu lowastatyna i prawastatyna sodowa
zmniejszaly ilos¢ A w moézgach myszy transgenicznych, jednoczesnie zwigkszajac

poziom APP« [303,306,307].

W badaniach wplywu lekow przeciwpsychotycznych na proces agregacji Ap,

wykonanych w ramach pracy doktorskiej, na etapie wczesnej fazy agregacji mierzonej
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w przedziale czasowym 10-60 minut, najsilniejszg inhibicj¢ zaobserwowano
w przypadku obu stezen benperidolu (5 pg/L, 10 pug/L): 39,90 - 53,33%, bromperidolu
(12,5 pg/L): 55,63% oraz promazyny (25 pg/L): 53,72 - 59,17%. W fazie powstawania
niewielkich form oligopeptydowych mierzonym po 90 minutach inkubacji najsilniejsze
dziatanie hamujace agregacji A wykazala promazyna (25 ug/L): 44,21% (p < 0,001)
oraz benperidol (10 pg/L): 43,98% (p < 0,001). Na etapie poznej fazy agregacji Ap,
mierzonym po 24 godzinach, najintensywniejsze hamowanie tworzenia fibryli
odnotowano dla benperidolu (10 pg/L) i bylo na poziomie 53,33% (p < 0,001).
Natomiast po 48 godzinach inkubacji, najsilniejsza inhibicj¢ agregacji Af, wynoszaca
51,18% (p < 0,001), odnotowano dla bromperidolu (12,5 pg/L) oraz promazyny
(50 pg/L): 44,31% (p < 0,001).

Dostepne w pismiennictwie badania in silico wskazujg na mozliwy potencjat
lekow przeciwpsychotycznych w zapobieganiu tworzeniu si¢ zlogéw ApS, co jest
jednym z kluczowych mechanizmow prowadzacych do rozwoju AD. W badaniach
wykonanych w ramach doktoratu, wykazane po raz pierwszy zostalo, ze wigkszo$§¢
badanych lekow przeciwpsychotycznych hamuje wczesne etapy wigzania monomeru
Ap. Ponadto niektore zwigzki tj. bromperidol, pimozyd, kwetiapina 1 promazyna
rowniez wykazaly statystycznie istotne dzialanie hamujace na pdzng agregacje Ap,
zwigzang z taczeniem duzych fibryli. Obserwacje te moga mie¢ znaczenie nie tylko
dla pacjentdw z AD, ale rowniez mogg oferowaé potencjalne korzysci pacjentom bez
rozwinigtej AD, leczonym takze lekami przeciwpsychotycznymi.

Przedstawione wyniki moga sta¢ si¢ punktem wyjscia do dalszych badan,
Ktore przyczynia si¢ do opracowania leku, ktory moglby zapobiegaé agregacji Ap,
ze wzgledu na fakt, ze dostepne sa jedynie dane in silico w tym zakresie [16,42,308].
Nalezy jednak podkresli¢, ze warunki przeprowadzanych badan w ramach rozprawy
doktorskiej odnosza si¢ do warunkéw in vitro, co generuje konieczno$¢ prowadzenia

dalszych badan in vivo.

Stres oksydacyjny jest naukowo opisywany jako brak réwnowagi migdzy
wytwarzaniem reaktywnych form tlenu lub azotu (ROS/RNS), a zdolnoscig komorek
doich réwnowazenia poprzez antyoksydacyjne mechanizmy komorkowe [309].
Znaczaca liczba doniesien naukowych potwierdza hipoteze, ze stres oksydacyjny jest
wczesnym i istotnym czynnikiem patogennym w AD. Przyktad moze stanowié¢ badanie

Bradleya i wspotautorow [310], ktorzy we wcezesnych stadiach AD. stwierdzili
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w mozgu podwyzszony poziom 4-hydroksyheksenalu (HHE), markera peroksydacji
lipidow. Podobne wyniki odnotowano réwniez dla innych a, p-nienasyconych
aldehyddéw, takich jak 4-hydroksynonenal (HNE) i akroleina, stwierdzanych
W obszarach mozgu pacjentow o lagodnym upo$ledzeniu poznawczym,
przedklinicznym AD oraz pdéznym stadium AD [311]. Aldehydy te sa wysoce
reaktywne i moga latwo modyfikowaé biatka [309]. Stwierdzone zostato rowniez
utlenianie biatek przez markery takie jak karbonylki biatek, ktorych stezenia zwigkszajg
si¢ w mozgach os6b chorych na AD w obszarach z histopatologicznymi cechami
charakterystycznymi dla tej choroby [312]. Stres oksydacyjny jest nie tylko
patologiczng cecha charakterystyczng AD, ale uwaza si¢ rowniez, ze bierze udziat
W inicjacji choroby. W rzeczywistosci stres oksydacyjny i zwigzane z nim uszkodzenie
komorek okazaty si¢ pierwsza obserwowalnag cechg progresji AD [313]. Co wazne,
istnieje wyrazny zwigzek migedzy Af a stresem oksydacyjnym. Ustalono rowniez, ze AP
przyczynia si¢ do nadmiernej produkcji ROS, prowadzac do wuszkodzenia
mitochondriow [309]. Zwiazek miedzy Af a stresem oksydacyjnym moze stanowié
dehydrogenaza alkoholowa wigzaca AP (ABAD) w mitochondriach. Stwierdzono,
ze interakcja miedzy AP a ABAD zwigksza tworzenie ROS, dysfunkcje mitochondriow
| ostatecznie apoptoz¢ komorki [314]. Oprocz podwyzszonych wskaznikow stresu
oksydacyjnego istnieja rowniez dowody nazmniejszenie mocy antyoksydacyjnej
w mozgu. Wszystkie te czynniki sktonity naukowcow do poszukiwania alternatywnych
metod leczenia AD, ze szczegdlnym uwzglednieniem zwigzkow o dzialaniu
przeciwutleniajgcym [315]. Okreslenie potencjatu antyoksydacyjnego jest réwniez
istotne ze wzgledu na fakt, ze AD czesto wigze si¢ z chorobami wspodlistniejacymi
[316]. Wedtug starszych danych [317,318] leczenie lekami przeciwpsychotycznymi
moze by¢ zwigzane ze stresem oksydacyjnym, ktory uznawany jest za jeden
Z mechanizméw patogenezy wystgpienia pozapiramidowych dzialan niepozadanych.
Jednak nowsze wyniki sugeruja, ze tylko typowe neuroleptyki wiaza si¢ z ryzykiem
uszkodzen oksydacyjnych, w przeciwienstwie do lekéw atypowych, takich
jak olanzapina czy arypiprazol [319].

Xu 1 wspodtautorzy [320] wykazali, ze kwetiapina chroni hodowane komorki
przed cytotoksycznoscig zwigzang ze stresem oksydacyjnym indukowang przez Ap
oraz zapobiega upos$ledzeniu pamigci i zmniejsza liczbg ptytek Ap. Kwetiapina
hamowala agregacje Af»s.35, podczas ktorej uwolniony zostaje rodnik hydroksylowy

(OHe). Kwetiapina blokowata indukowang OHe agregacje Afrs.35 1 usuwata OHe
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wytwarzany w modelu reakcji Fentona i roztworze Afss.35. W kolejnym etapie badan,
prowadzonym na komorkach PC12, stwierdzono, ze Apfssas zwigksza poziom
wewnatrzkomorkowych ROS 1 wapnia w komodrkach PC12 oraz powoduje $mierc
komorek, natomiast kwetiapina zapobiegata tym toksycznym dziataniom. Wyniki te
wskazuja na mechanizm antyoksydacyjnego dzialania kwetiapiny, ktory przyczynia si¢
do jej dziatania ochronnego i wyjasnia skuteczno$¢ tego leku u pacjentow z AD

Z powiktaniami psychicznymi i behawioralnymi [320].

Biorac pod uwage powyzsze argumenty, przeprowadzone zostaty kompleksowe
badania w ramach doktoratu, majace na celu ocen¢ potencjalu antyoksydacyjnego
wybranych lekéw przeciwpsychotycznych. Badania te przeprowadzono przy uzyciu
dwoch réznych modeli: erytrocytarnego oraz hodowli komérkowych. Pierwszy rodzaj
badan przeprowadzono z wykorzystaniem ludzkich krwinek czerwonych. Pomimo tego,
ze erytrocyt nie jest typowym modelem komoérkowym ze wzgledu na brak jadra, jest
to model dobrze ugruntowany ze wzgledu na swoja funkcje w transporcie tlenu
i dwutlenku wegla oraz wysoka zawarto$¢ hemu. Ponadto erytrocyty sa kruche i bardzo
podatne na uszkodzenia btony komdrkowej, co przyczyni¢ si¢ moze do ich hemolizy.
Z tego wzgledu hemoliza stanowi bardzo dobry model do badania stresu oksydacyjnego
wywotanego przez wolne rodniki oraz do oceny aktywnosci antyoksydacyjnej
ksenobiotykéw [321]. W tym badaniu okreslony zostal potencjat antyoksydacyjny
powszechnie stosowanych lekéw przeciwpsychotycznych w erytrocytach. Zaden
z testowanych zwigzkéw, poza promazyng w stezeniu 250 pg/L, ktore jest 5-krotnie
wyzsze od stezenia terapeutycznego w osoczu, nie przyczynit si¢ do istotnego wzrostu
hemolizy erytrocytow. Na podstawie tych obiecujacych wynikdw przeprowadzone
zostaly kolejne badania zuzyciem AAPH, ktory jest dobrze znanym S$rodkiem
utleniajgcym. Wigkszos¢ badanych lekow przeciwpsychotycznych nie wptywata
na hemolize¢ erytrocytow indukowang przez AAPH. Najbardziej intrygujace efekty
odnotowano dla kwetiapiny w stezeniu 80 pg/L, dla ktoérej odnotowano istotny spadek
hemolizy po 5 godzinach inkubacji (23,92% vs. 53,40% dla kontroli AAPH, p < 0,001).
Odwrotny efekt zaobserwowano po 24-godzinnej inkubacji (51,86% vs. 45,96%
dla kontroli AAPH, p > 0,05), podczas gdy dla wyzszych stezen kwetiapiny (400 i 2000
png/L) odnotowano jeszcze wigkszy odsetek zhemolizowanych erytrocytow

(odpowiednio 62,12% i 68,94% vs. 45,96% dla grupy kontrolnej AAPH, p < 0,001).

Strona | 181



Przypuszcza si¢, ze wynik ten wynika¢ moze z wyczerpania mechanizméw obronnych
antyoksydacyjnych w erytrocytach po 24 godzinach inkubaciji.

Ocenie zostal poddany rowniez potencjal tworzenia methemoglobiny pod wplywem
mieszaniny lekow przeciwpsychotycznych z AAPH, jako kolejny marker stresu
oksydacyjnego. Poziom wytworzonej methemoglobiny zostal zmniejszony
po 5 godzinach inkubacji z kwetiaping w stezeniu 80 i 400 pug/L o odpowiednio:
17,14% 118,85% w odniesieniu do 61,93% dla kontroli AAPH. Natomiast
po 24 godzinach inkubacji  zmniejszenie utleniania hemu w erytrocytach
zaobserwowano dla promazyny w stezeniu 10 i 50 pg/L odpowiednio o 60,73%
1 54,54% wobec 78,15% dla kontroli AAPH. Zaobserwowany umiarkowany efekt
przeciwutleniajacy kwetiapiny jest zgodny zwynikami podanymi przez Liana
| wspotautorow [322], ktorzy stwierdzili, ze podawanie kwetiapiny wywiera ochronny
wpltyw na katalaz¢ i calkowita dysmutaze ponadtlenkowa oraz blokuje indukowany
etanolem stres oksydacyjny.

Badania dotyczace potencjatu antyoksydacyjnego lekéw przeciwpsychotycznych
przeprowadzono rowniez przy uzyciu modelu komorkowego z wykorzystaniem
ludzkich komorek s$rodbtonka 1 astrocytéw. Wybrano te typy komorek,
poniewaz procesy metaboliczne w niektérych typach komorek moézgowych, w tym
w neuronach, ikomoérkach $rodbtonka, cho¢ w duzej mierze rdézne i zmienne, s3
komplementarne, aby zapewni¢ prawidtowe funkcjonowanie moézgu [323]. Podobnie
jak w modelu RBC, pierwszym etapem badan byla ocena wplywu samych lekow
przeciwpsychotycznych na zywotno$s¢ komoérek HUVEC 1 astrocytow. Stwierdzono,
ze wszystkie badane zwigzki, zastosowane w stezeniach odpowiadajacych ich
terapeutycznym zakresom w osoczu, nie wptywaja znaczaco na zywotno$¢ obu linii
komorkowych. Ze wzgledu na to, ze sg to pierwsze tego typu badania, nie mozemy
porownywac¢ naszych wynikéw z innymi doniesieniami. Wyjatek stanowi publikacja
Wiklunda i wspotautorow [324], w ktorej autorzy rowniez nie odnotowali istotnego
wplywu haloperidolu na Zzywotnos¢ HUVEC.

Ostatnim etapem badania byla ocena zywotnosci HUVEC 1 astrocytow
po jednoczesnym  potraktowaniu  lekami  przeciwpsychotycznymi i  AAPH.
Jako wzorcowy zwiazek przeciwutleniajacy zastosowano kwas askorbinowy (AA).
Wyniki przeprowadzonych badan na hodowlach HUVEC wykazaty, Zze zywotno$¢

W probach stymulowanych samym AAPH spadata do 39,13%, natomiast w komodrkach
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preinkubowanych z AAPH i AA (10 pg/mL) wynosita 81,04%. Preinkubacja komorek
z AAPH i badanymi lekami przeciwpsychotycznymi wykazata efekt ochronny przed
stresem oksydacyjnym na poziomie poréwnywalnym do dziatania AA. Najsilniejszy
ochronny wplyw, zwiekszajacy zywotnos¢ HUVEC zaobserwowano w przypadku
penfluridolu w stgzeniach 12,5 i 25 pg/L, dla ktérego zywotno$¢ wyniosta odpowiednio
80,50% 182,89%. Badane leki przeciwpsychotyczne nie wplynely znaczaco
na morfologi¢ komorek s$rodbtonka. W przypadku hodowli astrocytéw, ochronny
wpltyw na zywotno$¢ komorek odnotowano tylko dla czterech badanych substancji:
benperidolu (w stezeniach 5 i 10 pg/L), penfluridolu (12,5 pg/L), pimozydu (15 pg/L)
I promazyny (25 1 50 pg/L). Z czego najsilniejsze wlasciwosci protekcyjne odnotowano
dla benperidolu (5 pg/L), dlaktéorego zywotnos¢ komoérek wynosita 81,86%,
w poroéwnaniu do komdrek inkubowanych z samym AA: 72,91% oraz 65,92%
dla kontroli inkubowanej tylko z AAPH. Badane leki przeciwpsychotyczne takze
I w tym przypadku nie wplyngty na morfologi¢ komodrek. Wyniki te sg bardzo wazne,
poniewaz astrocyty sg uwazane za najbardziej czute sensory, regulatory i protektory

funkcji neuronalnych [325].
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WhniosKi

Podstawg podjecia badan do§wiadczalnych in vitro w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej byly wyniki badan in silico, Kumar i wspotautorow [16] oraz inne
pojedyncze doniesienia literaturowe, ktore wskazywaty, ze niektdre leki
przeciwpsychotyczne moga wykazywaé potencjalng aktywno$¢ w odniesieniu
do wybranych biochemicznych aspektow i hipotez rozwoju AD, m.in. hipotezy

cholinergicznej, odktadania Af czy teorii oksydacyjnej.

W wyniku realizacji wyznaczonych w ramach niniejszej rozprawy doswiadczalnych

celéw badawczych stwierdzono:

1. Whbrew prognozom analiz in silico, badane zwigzki, w testowanym zakresie stezen
terapeutycznych, nie wykazaty istotnego dziatania hamujacego aktywnos¢ AChE.
Natomiast trzy z badanych zwigzkOw: bromperidol, kwetiapina i promazyna,
zgodnie z prognozami in silico, istotnie hamowaty aktywno$¢ BuChE.

2. W badanym zakresie st¢zen terapeutycznych, wartosci ICso mozna bylo wyznaczy¢
tylko dla kwetiapiny 1 promazyny wzgledem BuChE. Pozostale badane zwiazki,
W ocenianym zakresie stezen terapeutycznych, hamowaty aktywno$s¢ AChE
0 okoto 5-10 %, za$§ aktywno$¢ BuChE od 4 do 32 %, dlatego dla tych zwiazkoéw
nie wyznaczono warto$ci ICsg.

3. W zastosowanym modelu do$wiadczalnym z uzyciem ludzkich ChEs potwierdzono
literaturowe wartosci ICso dla donepezilu i rywastygminy.

4. Wyznaczone parametry kinetyczne reakcji enzymatycznych potwierdzity,
ze donepezil hamuje zarowno AChE, jak i BuChE w sposob mieszany
(kompetycyjno-niekompetycyjny). Mieszany typ inhibicji wykazano rowniez
dla rywastygminy w stosunku do AChE, natomiast inhibicja aktywnos$ci BuChE
przez rywastygmine okazata si¢ mie¢ charakter niekompetycyjny. Po raz pierwszy
wykazano mieszany typ inhibicji dla kwetiapiny i promazyny w odniesieniu
do BUChE.

5. Badania eksperymentalne przeprowadzone w mieszaninie binarnej, oceniajace
interakcje badanych zwigzkow 1 rutynowo stosowanych inhibitorow ChEs,
wykazaly  istnienie  interakcji, zard6wno o  charakterze  synergizmu,
jak i antagonizmu. Rowniez analiza matematyczna z wykorzystaniem modelu

Chou-Talalay i programu CompuSyn potwierdzita istnienie tych interakcji.
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Ze wzgledu na potencjalne znaczenie kliniczne obserwacji, konieczne jest
przeprowadzenie poglebionych badan w tym zakresie.

Wszystkie badane zwigzki przeciwpsychotyczne, w sposob statystycznie istotny,
hamowaty zaré6wno wczesng (10-60 min) jak 1 p6zng (24h 1 48 h) faze agregacji
Ap.

. W zastosowanych modelach komdrkowych oceny dziatania przeciwutleniajacego,
w warunkach indukowanego stresu oksydacyjnego, badane leki

przeciwpsychotyczne wykazaly istotny potencjat antyoksydacyjny.
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Streszczenie w jezyku polskim

Najczestsza przyczyng demencji wérod osob po 65 roku zycia jest choroba
Alzheimera (AD), nalezgca do nicodwracalnych i postepujacych schorzen
neurologicznych. AD jest ztozong chorobg o heterogennej etiologii, a doktadna jej
przyczyna pozostaje nieznana. Istnieje kilka koncepcji opisujacych czynniki
przyczyniajace si¢ do rozwoju AD, z ktérych wiodacymi sa hipoteza cholinergiczna,
hipoteza agregacji f-amyloidu (ApB), hipoteza propagacji biatka tau oraz hipoteza stresu
oksydacyjnego i stanu zapalnego. W oparciu o te patomechanizmy podjetych zostato
wiele prob opracowania lekow przeciw AD, jednak przez wiele lat tylko pigé
preparatow zostato zatwierdzonych do leczenia. AD charakteryzuje si¢ utrata pamigci
| zaburzeniami zachowania, ktorym czesto towarzysza objawy neuropsychiatryczne,
jak pobudzenie i agresywno$¢. Z tego wzgledu do farmakoterapii AD, poza inhibitorami
esteraz (AChEls, BuChEIs) oraz memantyna, wlaczane sa na stale rowniez leki

przeciwpsychotyczne.

W ostatnich latach coraz wigkszym zainteresowaniem cieszy si¢ strategia
repozycjonowania lekow. Umozliwia ona zdecydowanie szybsze 1 tansze wprowadzenie
nowych terapii wykorzystujacych zarejestrowane juz substancje lecznicze, 0 znanym
profilu farmakologicznym, dla ktoérych w wynikach badan in silico i bioanalizie in vitro

wykazano istnienie nowych aktywnosci biologicznych.

Na podstawie danych literaturowych dotyczacych obserwacji klinicznych
pacjentow z AD oraz wynikow badan in silico w zakresie repozycjonowania lekdw
przeciwpsychotycznych, w ramach niniejszej pracy doktorskiej zostala postawiana
hipoteza badawcza dotyczaca potencjalnego wptywu lekdéw przeciwpsychotycznych
na wybrane aspekty biochemiczne majace udziat w rozwoju AD. Celem
przeprowadzonych badan in vitro byta ocena dziatania 7 wybranych lekow
przeciwpsychotycznych:  haloperidolu, bromperidol, benperidolu, penfluridolu,
pimozydu, kwetiapiny oraz promazyny, nalezacych do grupy N 05 wg klasyfikacji ATC
oraz réznych grup pod wzgledem chemicznym, na elementy trzech gtéwnych hipotez

powstawania AD.

e Hipoteza cholinergiczna — oceniono wptyw wybranych lekow na aktywno$é
enzymatyczng AChE oraz BuChE, typ inhibicji enzymatycznej oraz potencjalne

Strona | 186



interakcje wystepujace in vitro pomiedzy badanymi lekami a rutynowo stosowanymi
w terapii AD inhibitorami AChE.

e Hipoteza agregacji Af — oceniono wptyw lekoéw przeciwpsychotycznych na trzy
fazy agregacji Ap 1-42.

e Hipoteza stresu oksydacyjnego — oceniono potencjalne wlasciwosci
antyoksydacyjne badanych lekow przeciwpsychotycznych w warunkach indukowanego
stresu oksydacyjnego badanego in vitro w modelu erytrocytarnym i hodowli

komorkowej z wykorzystaniem ludzkich komorek srodbtonka (HUVEC) i astrocytow.

Na podstawie otrzymanych wynikow z badan doswiadczalnych wnioskowaé
mozna, ze Wbrew prognozom analiz in silico, badane zwiagzki, w testowanym zakresie
stezen terapeutycznych, nie wykazaly istotnego dziatania hamujacego aktywnosé
AChE. Natomiast trzy z badanych zwigzkow: bromperidol, kwetiapina i promazyna,
zgodnie z prognozami in silico, istotnie hamowaly aktywno$¢ BuChE. W badanym
zakresie stezen terapeutycznych, wartosci ICsp mozna bylo wyznaczy¢ tylko
dla kwetiapiny i promazyny wzgledem BuChE. Pozostate badane zwigzki, w ocenianym
zakresie stgzen, hamowaty aktywnos$¢ AChE o okoto 5 - 10 %, za$ aktywnos¢ BuChE
od 4 do 32 %, dlatego dla tych zwigzkoéw nie wyznaczono wartosci ICsp.
Dla wzorcowych inhibitoréw oraz zwigzkow najsilniej hamujacych aktywno$¢ BuChE
wyznaczono parametry Kkinetyczne reakcji enzymatycznych, dzieki czemu
potwierdzono, ze donepezil hamuje zarowno AChE, jak i BUChE w sposob mieszany
(kompetycyjno-niekompetycyjny). Mieszany typ inhibicji wykazano
réwniez dla rywastygminy w stosunku do AChE, natomiast inhibicja aktywnosci
BuChE przez rywastygming okazata si¢ mie¢ charakter niekompetycyjny. Po raz
pierwszy wykazano mieszany typ inhibicji dla kwetiapiny i promazyny w odniesieniu
do BuChE. Badania eksperymentalne przeprowadzone w mieszaninie binarnej,
oceniajace interakcje badanych zwigzkow i rutynowo stosowanych ChEls, wykazaty
istnienie interakcji, zarowno o charakterze synergizmu, jak i antagonizmu. Rowniez
analiza matematyczna z wykorzystaniem modelu Chou-Talalay i programu CompuSyn
potwierdzita istnienie tych interakcji. Wszystkie badane zwiazki przeciwpsychotyczne,
W sposob statystycznie istotny, hamowaty zar6wno wczesng (10 - 60 min) jak 1 pdzng
(24 h i 48 h) fazg agregacji Af. W zastosowanych modelach komorkowych oceny
dziatania przeciwutleniajacego, w warunkach indukowanego stresu oksydacyjnego,

badane leki przeciwpsychotyczne wykazaty istotny potencjat antyoksydacyjny.
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Wyniki przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej badan
sugeruja, ze stosowanie lekow przeciwpsychotycznych u pacjentéw z AD moze
przynie$¢ pewne korzys$ci kliniczne, ale z drugiej strony moga one ostabi¢
lub w niekontrolowany sposob nasili¢ dziatanie ChEls rutynowo stosowanych w terapii
AD. Wykazanie hamujacego wptywu lekéw przeciwpsychotycznych na powstawanie
ztogdbw Ap oraz ich dziatania przeciwutleniajacego moze réwniez przynies¢ pewne
korzysci pacjentom bez AD leczonym lekami przeciwpsychotycznymi w zapobieganiu
lub spowolnieniu rozwoju tej choroby. Podsumowujac, otrzymane wyniki badan in vitro
moga by¢ punktem wyjscia do poglgbionych badan in vivo w modelu zwierzecym,

jak réwniez dalszych obserwacji klinicznych.
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Streszczenie w jezyku angielskim

The most common cause of dementia among people over 65 is Alzheimer's
disease (AD) that is an irreversible and progressive neurological disease. Despite
substantial efforts to understand its exact causes and biological mechanisms the etiology
of AD remains unknown due to heterogeneous background. There are several concepts
describing factors contributing to the development of AD, the leading ones being
the cholinergic hypothesis, the f-amyloid (Af) aggregation hypothesis, the tau protein
propagation hypothesis, and the oxidative stress and inflammation hypothesis. Many
attempts have been made to develop anti-AD drugs based on these pathomechanisms
underlying AD, but for many years only five drugs have been approved for its
treatment. AD is characterized by memory loss and behavioral disturbances, often
accompanied by neuropsychiatric symptoms such as agitation and aggressiveness.
For this reason antipsychotic drugs are also permanently included in the
pharmacotherapy of AD inaddition to esterase inhibitors (AChEIls, BuChEIs)

and memantine.

Drug repositioning strategy has become increasingly popular in the recent years.
It enables the introduction of new therapies much faster and cheaper. This strategy uses
already registered medicines with a known pharmacological profile, for which the
existence of new biological activities has been demonstrated by the results of in silico
tests and in vitro bioanalysis.

A research hypothesis was formulated regarding the influence of antipsychotic
drugs on the selected biochemical aspects of AD as part of this doctoral thesis. This
research hypothesis was formulated on the basis of literature data from clinical
observations of patients with AD and the results of in silico studies on the repositioning
of antipsychotics. The aim of this in vitro research was to evaluate the effect of 7
selected antipsychotic drugs: haloperidol, bromperidol, benperidol, penfluridol,
pimozide, quetiapine and promazine, belonging to the N 05 group according to the ATC
classification and various chemical groups, on the elements of the three main

hypotheses of the development of AD.

« Cholinergic hypothesis - the impact of selected drugs on the enzymatic activity

of AChE and BuChE were assessed as well as the type of enzymatic inhibition
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and potential interactions occurring in vitro between the tested drugs and AChE
inhibitors routinely used in AD therapy.

» Af3 aggregation hypothesis - the effect of antipsychotic drugs on three phases
of AB1-42 aggregation was assessed.

« Oxidative stress hypothesis - the potential antioxidant properties of the tested
antipsychotic drugs were assessed under the conditions of induced oxidative stress.
The research was conducted in vitro in the erythrocyte model and in cell culture using
human endothelial cells (HUVEC) and astrocytes.

Based on the results obtained from experimental studies, it can be concluded that
the tested compounds in the therapeutic concentration range did not demonstrate any
significant inhibitory effect on AChE activity, which is contrary to the predictions
of in silico analyses. However, three of the tested compounds: bromperidol, quetiapine
and promazine significantly inhibited BUChE activity according to the in silico
predictions. Within the tested range of therapeutic concentrations, ICso values could be
determined only for quetiapine and promazine relative to BuChE. In the assessed
concentration range, the remaining tested compounds inhibited AChE activity
by approximately 5 - 10%, and BuChE activity by 4 to 32%, therefore 1Cs, values were
not determined for these compounds. The Kkinetic parameters of enzymatic reactions
were determined for standard inhibitors and compounds that most strongly inhibit
BuChE activity, thus confirming that donepezil inhibits both AChE and BuChE
in a mixed manner (competitive and non-competitive). A mixed type of inhibition was
also demonstrated for rivastigmine with regard to AChE, while the inhibition of BUuChE
activity by rivastigmine turned out to be non-competitive. For the first time, a mixed
type of inhibition was demonstrated for quetiapine and promazine in relation to BUChE.
The researcher conducted in a binary mixture, assessing the interactions of the tested
antipsychotics and routinely used ChEls, showed the existence of interactions, both
synergistic and antagonistic. Mathematical analysis using the Chou-Talalay model and
the CompuSyn program also confirmed the existence of these interactions. All tested
antipsychotic compounds inhibited the early (10 - 60 min) and late (24 h and 48 h)
phases of Af aggregation, in a statistically significant manner. The tested antipsychotic
drugs showed significant antioxidant potential in both cellular models of antioxidant

activity, carried out under conditions of induced oxidative stress.
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The results of the research conducted as part of this doctoral dissertation suggest
that the use of antipsychotic drugs in patients with AD may bring some clinical benefits,
but on the other hand they may weaken or uncontrollably intensify the effects of ChEls
routinely used in AD therapy. Demonstrating the inhibitory effect of antipsychotics
on the formation of A5 deposits and their antioxidant effects may also provide some
benefit to non-AD patients treated with antipsychotics in preventing or slowing
the progression of this disease. In conclusion, the obtained in vitro test results can be a
start-point for in-depth in vivo research in an animal model, as well as further clinical

observations.
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Spis rysunkow, tabel i wykreséw

Rysunek 1. Czynniki biorgce udzial w patogenezie AD. Opracowanie wilasne
na podstawie [36], z wykorzystaniem programu BioRender
(https://www.biorender.com).

Rysunek 2. Rola APP oraz biatka tau w patogenezie AD. Opracowanie wilasne
na podstawie [55].

Rysunek 3. Aktualna farmakoterapia i nowe strategie w rozwoju lekow przeciwko AD.

Rysunek 4. Wzory strukturalne lekow nalezqgcych do AChEIs — rywastygminy,
donepezilu, galantaminy oraz antagonisty receptora NMDA - memantyny. Opracowanie
wlasne z wykorzystaniem programu ChemSketch.

Rysunek 5. Algorytm postepowania w przypadku rozpoznania AD wg [22,78].

Rysunek 6. Pordwnanie procesu odkrywania [lekow de novo z koncepcjg
repozycjonowania lekéw wg [180-180].

Rysunek 7. Budowa chemiczna badanych lekéw przeciwpsychotycznych
oraz zatwierdzonych do stosowania klinicznego inhibitorow AChE: donepezilu
| rywastygminy. Dla kazdego zwigzku podano zakres stezen terapeutycznych w osoczu

[203-214]. Wzory strukturalne opracowane zostaly z wykorzystaniem programu
ChemSketch.

Rysunek 8. Szlak zachodzgcych reakcji w metodzie Ellmana. Opracowanie wlasne
na podstawie [215,216], z wykorzystaniem programu ChemSketch.

Rysunek 9. Redukcja soli tetrazoliowej WST-1 do formazanu przez dehydrogenazy
komorkowe. Opracowanie wltasne na podstawie [227].

Rysunek 10. Zmiany morfologii komérek HUVEC pod wplywem lekOw
przeciwpsychotycznych w stezeniach odpowiadajgcych Y2 TPChax 0raz TPChax pO 24-
godzinnej inkubacji. Kontrole stanowiq  komorki  niestymulowane  lekami
przeciwpsychotycznymi. Zdjecia wykonano przy uzyciu mikroskopu z kontrastem
fazowym (powiekszenie 100-Krotne) zsynchronizowanym z komputerem, wyposazonym
w program do analizy obrazu (Opta-Tech, oprogramowanie OptaView 7).

Rysunek 11. Zmiany  morfologii  astrocytow  pod  wplywem  lekow
przeciwpsychotycznych w stezeniach odpowiadajgcym %> TPCpax 0raz TPCpax po 24-
godzinnej  inkubacji. Kontrole  stanowig  komorki  niestymulowane  lekami
przeciwpsychotycznymi. Zdjecia wykonano przy uzyciu mikroskopu z kontrastem
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fazowym (powigkszenie 100-Krotne) zsynchronizowanym z komputerem, wyposazonym
w program do analizy obrazu (Opta-Tech, oprogramowanie OptaView 7).

Rysunek 12. Zmiany morfologii komorek HUVEC pod wptywem AAPH (17,5 mmol/L)
i AA (10 ug/mL) oraz AAPH (17,5 mmol/L) i lekbw przeciwpsychotycznych w stezeniach
odpowiadajgcych ich Y2 TPCpax 0raz TPChax. Kontrole stanowig komaorki stymulowane
AAPH (17,5 mmol/L). Strzatkami oznaczono przyktady morfologicznie zmienionych
komoérek. Zdjecia wykonano przy uzZyciu mikroskopu z kontrastem fazowym
(powigkszenie ~ 100-krotne)  zsynchronizowanym z komputerem, wyposazonym
w program do analizy obrazu (Opta-Tech, oprogramowanie OptaView 7).

Rysunek 13. Zmiany morfologii astrocytow pod wplywem AAPH (15 mmol/L) i AA
(10 ug/mL) oraz AAPH (15 mmol/L) i lekdw przeciwpsychotycznych w stezeniach
odpowiadajgcych ich Y2 TPCpax 0raz TPCyax. Kontrole stanowig komorki stymulowane
AAPH (15 mmol/L). Strzatkami oznaczono przyktady morfologicznie zmienionych
komorek. Zdjecia wykonano przy uzyciu mikroskopu z kontrastem fazowym
(powigkszenie ~ 100-krotne) zsynchronizowanym z komputerem, wyposazonym
w program do analizy obrazu (Opta-Tech, oprogramowanie OptaView 7).

Tabela 1. Przebieg demencji i wptyw na zachowanie chorego [22,23].

Tabela 2. Pordwnanie podstawowych parametrow farmakodynamicznych

| farmakokinetycznych zarejestrowanych produktow leczniczych bedgcych AChEIs
w leczeniu AD [74].

Tabela 3. Przykiady preparatow, ktore zostaly wykluczone z badan klinicznych
w terapii anty-amyloidowej AD [89-93].

Tabela 4. Przykiady przeciwcial monoklonalnych badanych pod kqtem terapii anty-
amyloidowej w AD [100,113-117].

Tabela 5. Przeciwciata ukierunkowane na biatko tau w badaniach klinicznych

[120,126].
Tabela 6. Aktualnie badania kliniczne prowadzone dla insulin w leczeniu AD [145].

Tabela 7. Badania kliniczne prowadzone dla lekow o dziataniu metabolicznym w AD
[145].

Tabela 8. Ogdlna klasyfikacja lekow przeciwpsychotycznych. Opracowanie wlasne
na podstawie [165].

Tabela 9. Przyktady lekow repozycjonowanych [15,192-196].

Tabela 10. Przyktady lekow, nad ktorymi byly badania zmiany zastosowania
ukierunkowane na terapie AD [199,200].
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Tabela 11. Badane zwigzki z podziatem na generacje i przynaleznosé do grupy ATC.
Tabela 12. Skiad proby kontrolnej w ocenie hamowania aktywnosci AChE lub BuChE.
Tabela 13. Sktad préby badanej w ocenie hamowania aktywnosci AChE i BuChE.

Tabela 14. Wartosci pomiarow hamowania AChE i BuChE wykonanych dla kontroli
w celu walidacji metody. Wyniki przedstawiono dla czterech prob AChE oraz BuChE,
przeprowadzonych w dwdch powtdrzeniach; odchylenie standardowe (SD),
wspotczynniki zmiennosci (W) [%].

Tabela 15. Stezenia badanych zwigzkow w ocenie synergistycznego dziatania lekow.
Tabela 16. Skiad proby kontrolnej w ocenie synergistycznego dziatania lekow.
Tabela 17. Skiad proby badanej w ocenie synergistycznego dziatania lekow.

Tabela 18. Stezenia lekow przeciwpsychotycznych badanych w ocenie wplywu
na agregacje Ap.

Tabela 19. Skiad proby kontrolnej w ocenie wplhywu lekdw przeciwpsychotycznych
na agregacje Ap.

Tabela 20. Skiad proby badanej w ocenie wplywu lekéw przeciwpsychotycznych
na agregacje Ap.

Tabela 21. Przeglqd literatury dotyczqcy warunkow, w ktorych przeprowadzane byty
badania agregacji Af [218-225].

Tabela 22. Wyniki pomiarow intensywnosci fluorescencji wykonane dla czterech
kontroli, w trzech powtorzeniach, wyrazone jako wzgledne jednostki fluorescencji
(RFU) wraz ze srednig, odchyleniem standardowym (SD) oraz wspotczynnikiem
zmiennoSci (W); Ex/Em = 440/484 nm.

Tabela 23. Stezenia lekow przeciwpsychotycznych badanych w ocenie aktywnosci
hemolitycznej podstawowej oraz indukowanej stresem oksydacyjnym.

Tabela 24. Skiad préby kontrolnej w pomiarze erytrotoksycznosci.
Tabela 25. Sktad proby odniesienia w pomiarze erytrotoksycznosci - hemoliza.
Tabela 26. Skitad préby odniesienia w pomiarze methemoglobinotwdrczosci.

Tabela 27. Sktad proby  badanej w  pomiarze  erytrotoksycznosci
oraz methemoglobinotworczosci.

Tabela 28. Wartosci absorbancji pomiarow erytrotoksycznosci
oraz methemoglobinotworczosci wykonanych dla kontroli w celu walidacji metody.
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Wyniki przedstawiono dla czterech prob erytrotoksycznosci
oraz methemoglobinotworczosci, — przeprowadzonych ~w  dwoch  powtorzeniach;
odchylenie standardowe (SD), wspotczynniki zmiennosci (W) [%)].

Tabela 29. Skiad proby odniesienia z czynnikiem indukujgcym stres oksydacyjny
dla spontanicznej hemolizy ~ w ocenie dziatania ochronnego badanych zwigzkéw
na erytrocyty w warunkach stresu oksydacyjnego.

Tabela 30. Skiad proby kontrolnej z antyoksydantem (AA) w ocenie dziatania
ochronnego badanych zwigzkow na erytrocyty w warunkach stresu oksydacyjnego.

Tabela 31. Skfad proby odniesienia dla pomiaru methemoglobinotworczosci w ocenie
dziatania ochronnego badanych zwigzkow na erytrocyty w warunkach stresu
oksydacyjnego.

Tabela 32. Sktad proby badanej w ocenie dziatania ochronnego badanych zwigzkéw
na erytrocyty oraz na methemoglobinotworczos¢ w warunkach stresu oksydacyjnego.

Tabela 33. Wartosci absorbancji pomiarow erytrotoksycznosci
oraz methemoglobinotworczosci wykonanych dla kontroli w celu walidacji metody.
Wyniki przedstawiono dla czterech prob erytrotoksycznosci
oraz methemoglobinotworczosci w warunkach stresu oksydacyjnego, przeprowadzonych
w dwdch powtdrzeniach; odchylenie standardowe (SD), wspoiczynniki zmiennosci (W)
[%0].

Tabela 34. Wartosci absorbancji pomiarow dla Zywotnosci komorek HUVEC
oraz astrocytbw wykonanych dla kontroli w celu walidacji metody. Wyniki
przedstawiono dla szesciu prob dla HUVEC oraz astrocytow, przeprowadzonych
W dwdch powtdrzeniach, odchylenie standardowe (SD), wspotczynniki zmiennosci (W)

[9%].

Tabela 35. Wartosci absorbancji pomiarow dla zywotnosci komorek HUVEC
oraz astrocytow w warunkach stresu oksydacyjnego wykonanych dla kontroli w celu
walidacji metody. Wyniki przedstawiono dla pieciu prob dla HUVEC oraz astrocytow,
przeprowadzonych w dwdch powtorzeniach; odchylenie standardowe (SD),
wspotczynniki zmiennosci (W) [%].

Tabela 36. Maksymalne wartosci inhibicji [%] AChE oraz BuChE dla lekow
przeciwpsychotycznych w badanych zakresach stgzen. Wartosci statystycznie istotne
na poziomie *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 w odniesieniu do kontroli (K), ktorg
stanowitly proby nie traktowane lekiami przeciwpsychotycznymi.

Tabela 37. Zestawienie wartosci ICsy dla donepezilu, rywastygminy, promazyny
| kwetiapiny uzyskanych w badaniach wtasnych i danych literaturowych [230-235].
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Tabela 38. Wyznaczone parametry kinetyczne reakcji enzymatycznych dla AChE
| BuChE: stata Michaelisa (Ky), pozorna stata Michaelisa (Kyi) Oraz szybkosc¢
maksymalna reakcji (Vmax) 1szybkos¢ maksymalna po inhibicji donepezilem,
rywastygming w  stezeniach rownych ICsy (Vmaxq) oraz kwetiaping, promazyng
W stezeniach rownych Y ICso oraz 1Csq (Vmaxqy). Wyniki przedstawiono jako wartosci
srednie = SD, n = 3.

Tabela 39. Wphw lekow przeciwpsychotycznych na site hamowania aktywnosci AChE
I BUChE przez donepezil.

Tabela 40. Wphw lekow przeciwpsychotycznych na site hamowania aktywnosci AChE
| BuChE przez rywastygmine.

Tabela 41. Analiza potencjalnych interakcji miedzy donepezilem i badanymi lekami
przeciwpsychotycznymi wzgledem AChE wykonana przy uzyciu metody Chou-Talalay.
Interakcja lekéw obliczona na podstawie wskaznika kombinacji (Cl), gdzie CI <1, =1
I >1 wskazujq odpowiednio na synergizm, efekt addytywny i antagonizm.

Tabela 42. Analiza potencjalnych interakcji miedzy rywastygming i badanymi lekami
przeciwpsychotycznymi wzgledem AChE wykonana przy uzyciu metody Chou-Talalay.
Interakcja lekow obliczona na podstawie wskaznika kombinacji (CI), gdzie CI <1, =1
I >1 wskazujq odpowiednio na synergizm, efekt addytywny i antagonizm.

Tabela 43. Analiza potencjalnych interakcji miedzy donepezilem i badanymi lekami
przeciwpsychotycznymi wzgledem BuChE wykonana przy uzyciu metody Chou-Talalay.
Interakcja lekow obliczona na podstawie wskaznika kombinacji (CI), gdzie CI <1, =1
I >1 wskazujq odpowiednio na synergizm, efekt addytywny i antagonizm.

Tabela 44. Analiza potencjalnych interakcji miedzy rywastygming i badanymi lekami
przeciwpsychotycznymi wzgledem BuChE wykonana przy uzyciu metody Chou-Talalay.
Interakcja lekow obliczona na podstawie wskaznika kombinacji (CI), gdzie CI <I, =1
| >1 wskazujq odpowiednio na synergizm, efekt addytywny i antagonizm.

Tabela 45. Wyznaczony procent inhibicji tworzenia agregatow Af przez badane leki
przeciwpsychotyczne w stezeniach % TPCpax 1 TPChax. Jako wzorcowy inhibitor
agregacji Af zastosowano TA w stezeniu 0,1 umol/L i 10 umol/L (odpowiednio 170,12
ug/L i 17012 pg/L). Punkty pomiarowe przedstawione jako Srednia £ SD, n = 9.
Wartosci statystycznie istotne na poziomie *p <0.05, **p < 0.0/, ***p < 0.001
w odniesieniu do kontroli (K), ktorg stanowit roztwor Af42.

Tabela 46. Ocena sily dziatania badanych lekow  przeciwpsychotycznych
w przeprowadzonych badaniach eksperymentalnych. Wartosci statystycznie istotne
na poziomie *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 w odniesieniu do kontroli (K).

Tabela  47. Ocena  potencjatu  antyoksydacyjnego  badanych lekow
przeciwpsychotycznych w warunkach indukowanego stresu oksydacyjnego. Wartosci
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statystycznie istotne na poziomie *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 w odniesieniu
do kontroli (K).

Wykres 1. Wphw haloperidolu na aktywnos¢ AChE (A) i BuChE (B). Wyniki
przedstawione jako srednia £ SD, n = 6 - 9. Wartosci statystycznie istotne na poziomie
*p < 0,05, ***p < 0,001 w odniesieniu do kontroli (K).

Wykres 2. Wplyw bromperidolu na aktywnos¢ AChE (A) i BuChE (B). Punkty
pomiarowe przedstawione jako srednia £ SD, n = 6 - 9. Wartosci statystycznie istotne
na poziomie *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 w odniesieniu do kontroli (K).

Wykres 3. Wplyw benperidolu na aktywnos¢ AChE (A) i BuChE (B). Punkty
pomiarowe przedstawione jako srednia = SD, n = 6 - 9. Wartosci statystycznie istotne
na poziomie *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 w odniesieniu do kontroli (K).

Wykres 4. Wphyw penfluridolu na aktywnos¢ AChE (A) i BuChE (B). Punkty
pomiarowe przedstawione jako Srednia = SD, n = 6 - 9. Wartosci statystycznie istotne
na poziomie *p < 0.05, ***p < 0.001 w odniesieniu do kontroli (K).

Wykres 5. Wplyw pimozydu na aktywnos¢ AChE (4) i BuChE (B). Punkty pomiarowe
przedstawione jako srednia £ SD, n = 6 - 9. Wartosci statystycznie istotne na poziomie
**p < 0.01, ***p < 0.001 w odniesieniu do kontroli (K).

Wykres 6. Wphyw kwetiapiny na aktywnos¢ AChE (A) i BuChE (B). Punkty pomiarowe
przedstawione jako srednia £ SD, n = 6 — 9. Wartosci statystycznie istotne na poziomie
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 w odniesieniu do kontroli (K).

Wykres 7. Wphyw promazyny na aktywnos¢ AChE (4) i BuChE (B). Punkty pomiarowe
przedstawione jako srednia = SD, n = 6 - 9. Wartosci statystycznie istotne na poziomie
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 w odniesieniu do kontroli (K).

Wykres 8. Wplyw donepezilu na aktywnos¢ AChE (A) i BuChE (B). Punkty pomiarowe
przedstawione jako srednia £ SD, n = 6 - 9. Wartosci statystycznie istotne na poziomie
**p < 0.01, ***p < 0.001 w odniesieniu do kontroli (K). Zakres stezen terapeutycznych
30-75 ug/L (0,072-0,180 pmol/L).

Wykres 9. Wphw rywastygminy na aktywnos¢ AChE (4) i BuChE (B). Punkty
pomiarowe przedstawione jako srednia £ SD, n = 6 - 9. Wartosci statystycznie istotne
na poziomie **p < 0.01, ***p < 0.001 w odniesieniu do kontroli (K). Zakres stgzen
terapeutycznych 5-22 ug/L (0,012-0,055 umol/L).

Wykres 10. Wykres Hanesa-Wolfa, przedstawiajgcy stosunek poczgtkowego stgzenia

substratu [S] do predkosci reakcji v wykreslonej wzgledem [S]. Donepezil w stezeniu
rownym wartosci ICsq (0,025 umol/L). Wyniki przedstawiono jako srednig £ SD, n = 3.
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Wykres 11. Wykres Hanesa-Wolfa, przedstawiajgcy stosunek poczgtkowego stezenia
substratu [S] do predkosci reakcji v wykreslonej wzgledem [S]. Donepezil w stezeniu
rownym wartosci ICsq (12,81 umol/L). Wyniki przedstawiono jako srednig £ SD, n = 3.

Wykres 12. Wykres Hanesa-Wolfa, przedstawiajgcy stosunek poczgtkowego steZenia
substratu [S] do predkosci reakcji v wykreslonej wzgledem [S]. Rywastygmina
W stezeniu  rownym  wartosci  ICsy (64,29 umol/L). Wyniki  przedstawiono
jako srednig + SD, n = 3.

Wykres 13. Wykres Hanesa-Wolfa, przedstawiajgcy stosunek poczgtkowego stezenia
substratu [S] do predkosci reakcji v wykreslonej wzgledem [S]. Rywastygmina
W stezeniu rownym wartosci 1Csq (0,95 umol/L). Wyniki przedstawiono jako Srednig +
SD,n=3.

Wykres 14. Wykres Hanesa-Wolfa, przedstawiajgcy stosunek poczgtkowego steZenia
Substratu [S] do predkosci reakcji v wykreslonej wzgledem [S]. Kwetiapina w stezeniu
rownym wartosci ICsqy (6,08 umol/L) oraz % ICsy (3,04 umol/L). Wyniki przedstawiono
Jjako srednig = SD, n = 3.

Wykres 15. Wykres Hanesa-Wolfa, przedstawiajgcy stosunek poczqtkowego stezenia
substratu [S] do predkosci reakcji v wykreslonej wzgledem [S]. Promazyna w stezeniu
rownym wartosci 1Csy (0,186 umol/L) oraz % ICsy (0,093 umol/L). Wyniki
przedstawiono jako srednig + SD, n = 3.

Wykres 16. Wplhyw promazyny w stezeniu TPCpax (0,15 umol/L; 450 pg/L) na site
hamowania aktywnosci BuChE przez donepezil w zakresie stezen 1,96 — 98 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie = SD, n = 6 — 9. Istnieje roznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsy Wyznaczonej dla samego
donepezilu.

Wykres 17. Wptyw bromperidolu w stezeniu TPCpax (0,06 umol/L; 25 ug/L) na site
hamowania aktywnosci BuChE przez donepezil w zakresie stezen 1,96 — 98 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie = SD, n = 6 — 9. Istnieje rdznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsy Wyznaczonej dla samego
donepezilu.

Wykres 18. Wplyw benperidolu w stezeniu TPCrax (0,03 wmol/L; 10 ug/L) na site
hamowania aktywnosci BuChE przez donepezil w zakresie stezen 1,96 — 98 pumol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci Srednie = SD, n = 6 — 9. Istnieje roznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsy Wyznaczonej dla samego
donepezilu.

Wykres 19. Wplyw pimozydu w stezeniu TPCupax (0,03 umol/L; 25 ug/L) na site
hamowania aktywnosci BuChE przez donepezil w zakresie stezen 1,96 — 98 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie = SD, n = 6 — 9. Istnieje roznica
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statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci 1Csy Wyznaczonej dla samego
donepezilu.

Wykres 20. Wphyw kwetiapiny w stezeniu TPCupax (0,91 umol/L; 400 ug/L) na site
hamowania aktywnosci BuChE przez donepezil w zakresie stezen 1,96 — 98 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie = SD, n = 6 — 9. Istnieje roznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsy Wyznaczonej dla samego
donepezilu.

Wykres 21. Wplyw pimozydu w stezeniu TPCpax (0,03 wmol/L; 25 ug/L) na site
hamowania aktywnosci AChE przez rywastygming w zakresie stezen 5 — 100 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie + SD, n = 6 — 9; Istnieje roznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsy wyznaczonej dla samej
rywastygminy.

Wykres 22. Wphyw bromperidolu w stezeniu TPCpax (0,06 umol/L; 25 ug/L) na site
hamowania aktywnosci AChE przez rywastygming w zakresie stezen 5 — 100 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie = SD, n = 6 — 9; Istnieje roznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsy Wyznaczonej dla samej
rywastygminy.

Wykres 23. Wphw kwetiapiny w stezeniu TPCpax (0,91 umol/L; 400 ug/L) na site
hamowania aktywnosci AChE przez rywastygming w zakresie stezen 5 — 100 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci Srednie = SD, n = 6 — 9; Istnieje roznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsy wyznaczonej dla samej
rywastygminy.

Wykres 24. Wplyw benperidolu w stgzeniu TPCrax (0,03 umol/L; 10 ug/L) na sile
hamowania aktywnosci AChE przez rywastygming w zakresie stezen 5 — 100 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie = SD, n = 6 — 9; Istnieje roznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsy Wyznaczonej dla samej
rywastygminy.

Wykres 25. Wplhyw promazyny w stezeniu TPCpax (0,15 wumol/L; 450 ug/L) na site
hamowania aktywnosci AChE przez rywastygming w zakresie stezen 5 — 100 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci sSrednie = SD, n = 6 — 9; Istnieje roznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsy Wyznaczonej dla samej
rywastygminy.

Wykres 26. Wptyw haloperidolu w stezeniu TPCpax (0,07 wmol/L; 50 ug/L) na site
hamowania aktywnosci AChE przez rywastygming w zakresie stezen 5 — 100 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci Srednie = SD, n = 6 — 9; Istnieje roznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsy Wyznaczonej dla samej
rywastygminy.
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Wykres 27. Wplyw penfluridolu w stezeniu TPChax (0,05 umol/L; 25 ug/L) na site
hamowania aktywnosci BuChE przez rywastygming w zakresie stezen 0,05 — 5 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie = SD, n = 6 — 9; Istnieje roznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsy Wyznaczonej dla samej
rywastygminy.

Wykres 28. Wplhyw promazyny w stezeniu TPCpax (0,15 wmol/L; 450 ug/L) na site
hamowania aktywnosci BuChE przez rywastygmine w zakresie stezen 0,05 — 5 umol/L.
Wyniki przedstawiono jako wartosci Srednie = SD, n = 6 — 9; Istnieje roznica
statystycznie istotna na poziomie p < 0,05 wobec wartosci ICsy Wyznaczonej dla samej
rywastygminy.

Wykres 29. Analiza graficzna potencjalnych interakcji miedzy donepezilem i badanymi
lekami przeciwpsychotycznymi, wzgledem AChE wykonana przy uzyciu metody Chou-
Talalay. Interakcja lekow obliczona na podstawie wskaznika kombinacji (CI), gdzie CI
<l, =1 i >1 wskazujg odpowiednio na synergizm, efekt addytywny i antagonizm. \Wyniki
przedstawiono jako wartosci Cl wyznaczone za pomocg oprogramowania ComboSyn
dla mieszanin binarnych o zmiennym stezeniu donepezilu (5 — 100 pumol/L) oraz statym
TPCrax-

Wykres 30. Analiza graficzna potencjalnych interakcji miedzy rywastygming
I badanymi lekami przeciwpsychotycznymi, wzgledem AChE wykonana przy uzyciu
metody Chou-Talalay. Interakcja lekow obliczona na podstawie wskaznika kombinacji
(Cl), gdzie CI <I, =1 i >1 wskazujq odpowiednio na synergizm, efekt addytywny
i antagonizm. Wyniki przedstawiono jako wartosci Cl wyznaczone za pomocg
oprogramowania ComboSyn dla mieszanin  binarnych 0 zmiennym  stezeniu
rywastygminy (5 — 100 umol/L) oraz statym TPCpax.

Wykres 31. Analiza graficzna potencjalnych interakcji miedzy donepezilem i badanymi
lekami przeciwpsychotycznymi, wzgledem BuChE wykonana przy uzyciu metody Chou-
Talalay. Interakcja lekow obliczona na podstawie wskaznika kombinacji (CI), gdzie CI
<1, =1i>1 wskazujq odpowiednio na synergizm, efekt addytywny i antagonizm. \WyniKi
przedstawiono jako wartosci Cl wyznaczone za pomocg oprogramowania ComboSyn
dla mieszanin binarnych o zmiennym stezeniu donepezilu (2 — 100 umol/L) oraz statym
TPCrax-

Wykres 32. Analiza graficzna potencjalnych interakcji miedzy rywastygming
I badanymi lekami przeciwpsychotycznymi, wzgledem BuChE wykonana przy uzyciu
metody Chou-Talalay. Interakcja lekow obliczona na podstawie wskaznika kombinacji
(CI), gdzie CI <I, =1 i >1 wskazujg odpowiednio na synergizm, efekt addytywny
I antagonizm. Wyniki przedstawiono jako wartosci Cl Wyznhaczone za pomocgq
oprogramowania ComboSyn dla mieszanin binarnych 0 zmiennym steZeniu
rywastygminy (0,05 — 5 umol/L) oraz statym TPCpax.
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Wykres 33. Wphw badanych lekow przeciwpsychotycznych w stezeniach % TPCmax
| TPCrmax na agregacje ApB. Pomiary wykonane po 10i 30 min inkubacji odpowiednio
z HAL-haloperidol; BRMP-bromperidol; BNP-benperidol; PNF-penfluridol; PIM-
pimozyd; KWET-kwetiapina; PROM-promazyna. Jako wzorcowy inhibitor agregacji
Ap zastosowano TA w stezeniu 0,1 umol/L i 10 umol/L (odpowiednio 170,12 ug/L
i1 17012 ug/L). Wyniki przedstawiono jako srednie+SD, n = 9. Istnieje rdzZnica
statystycznie znamienna na poziomie *p < 0,05, **p<0,01, **p < 0,001
w odniesieniu do kontroli (K).

Wykres 34. Wphw badanych lekow przeciwpsychotycznych w stezeniach % TPCpax
| TPCrmax na agregacje AP. Pomiary wykonane po 60i 90 min inkubacji odpowiednio
z HAL-haloperidol; BRMP-bromperidol; BNP-benperidol; PNF-penfluridol; PIM-
pimozyd; KWET-kwetiapina; PROM-promazyna. Jako wzorcowy inhibitor agregacji
Ap zastosowano TA W stezeniu 0,1 umol/L i 10 pumol/L (odpowiednio 170,12 ug/L
1 17012 ug/L). Wyniki przedstawiono jako srednie+SD, n = 9. Istnieje roznica
statystycznie znamienna na poziomie *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 w dniesieniu
do kontroli (K).

Wykres 35. Wphw badanych lekow przeciwpsychotycznych w stezeniach % TPCmax
| TPCrnax na agregacje Af. Pomiary wykonane po 24i 48 h inkubacji odpowiednio
z HAL-haloperidol; BRMP- bromperidol; BNP-benperidol; PNF-penfluridol; PIM-
pimozyd; KWET-kwetiapina; PROM-promazyna. Jako wzorcowy inhibitor agregacji Af
zastosowano TA w stezeniu 0,1 umol/L i 10 umol/L (odpowiednio 170,12 ug/L i 17012
ug/L). Wyniki przedstawiono jako sSrednie+SD, n = 9. Istnieje roznica statystycznie
znamienna na poziomie *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < (0,001 w odniesieniu do kontroli

(K).

Wykres 36. Wplyw badanych lekow przeciwpsychotycznych w stezeniach 1/5 TPCray,
TPChax 1 5 X TPCrax na hemolize erytrocytow mierzong po 5 i 24 h inkubacji. AAPH
zastosowano W stezeniu 50 mmol/L, a AA w stezeniu 10 ug/mL. Wyniki przedstawiono
Jjako srednie =SD, n = 6 - 12, ***p < 0,001 w odniesieniu do kontroli (K).

Wykres 37. Wplhyw badanych lekow przeciwpsychotycznych w stezeniach 1/5 TPCay,
TPCnax 1 5 X TPCrax Na tworzenie methemoglobiny mierzony po 5 i 24 h inkubacji.
AAPH zastosowano w stezeniu 50 mmol/L, a AA w steZzeniu 10 ug/mL. Wyniki
przedstawiono jako srednie =SD, n = 6 - 12, p < 0,001 w odniesieniu do kontroli (K).

Wykres 38. Wphw badanych lekéw przeciwpsychotycznych w stezeniach 1/5 TPCay,
TPChax 1 5 X TPChax na hemolize erytrocytow mierzony po 5 i 24 godzinach inkubacyi.
Wyniki przedstawiono jako srednig = SD, n = 4 - 12. *p<0,05, ***p < 0,001
w odniesieniu do kontroli (K), ktorg stanowily proby z AAPH.

Wykres 39. Wphw kwetiapiny i promazyny w stezeniach 1/5 X TPCmax, TPCrax
15X TPCrax Z AAPH na tworzenie methemoglobiny mierzony po 5 i 24 godzinach
inkubacji. AAPH zastosowano w stezeniu 50 mmol/L, a AA w stezeniu 10 ug/mL. Wyniki
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przedstawiono jako Srednie+SD, n = 6 - 12, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001
w odniesieniu do kontroli (K).

Wykres 40. Wplyw badanych lekéw przeciwpsychotycznych na zZywotnos¢ komorek
HUVEC i astrocytow. Zwigzki testowano w dwoch stezeniach odpowiadajgcych
Y2 TPCmax 0raz TPCpax. Wyniki przedstawiono jako srednig + SD, n = 8§ — 9. Zaden
Z badanych zwigzkow nie przyczynil sie¢ do istotnego spadku Zywotnosci komorek
(p > 0,05).

Wykres 41,  Potencjalne  dziatanie  antyoksydacyjne — wybranych  lekéw
przeciwpsychotycznych na komorki HUVEC. Komorki inkubowane byly przez 1 godzing
Z badanymi zwigzkami, a nastgpnie dodano AAPH, ktory byl induktorem stresu
oksydacyjnego. Wyniki przedstawiono w odniesieniu do kontroli traktowanej samym
medium (100% zZywotnosci). Obliczenia statystyczne wykonano w odniesieniu
do kontroli (K), ktorg stanowiq komorki traktowane AAPH w stezeniu 17,5 mmol/L;
p <0,001.

Wykres  42.  Potencjalne  dziatanie  antyoksydacyjne — wybranych  lekow
przeciwpsychotycznych na astrocyty. Komorki inkubowane byly przez 1 godzing
Z badanymi zwigzkami, a nastepnie dodano AAPH, ktory byl induktorem stresu
oksydacyjnego. Wyniki przedstawiono w odniesieniu do kontroli traktowanej samym
medium (100% zZywotnosci). Obliczenia statystyczne wykonano w odniesieniu
do kontroli (K), ktorg stanowiq komorki traktowane AAPH w stezeniu 15 mmol/L;
*p<0,5 *p< 0,01
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Dorobek naukowy

Dorobek calkowity

Suma IF: 28,668 Suma MNiSW: 778

Czesé¢ danych i wynikow zawartych w tej rozprawie doktorskiej zostalo

opublikowanych w pracy:

Podsiedlik M, Markowicz-Piasecka M, Sikora J. The Influence of Selected
Antipsychotic Drugs on Biochemical Aspects of Alzheimer's Disease. Int J Mol Sci.
2022; 23(9):4621. doi: 10.3390/ijms23094621

IF:56  MNiSW: 140

Pozostaly dorobek naukowy

1.

Podsiedlik M, Markowicz-Piasecka M, Sikora J. Erythrocytes as model cells for
biocompatibility assessment, cytotoxicity screening of xenobiotics and drug
delivery. Chem Biol Interact. 2020; 332:109305. doi:10.1016/j.cbi.2020.109305.
Erratum in: Chem Biol Interact. 2020; 109322.

IF: 5,194  MNISW: 100

Podsiedlik M, Markowicz-Piasecka M, Mikiciuk-Olasik E, Sikora J. The
Associations between Central Nervous System Diseases and Haemostatic
Disorders. CNS Neurol Disord Drug Targets. 2019; 18(4):307-316. doi:
10.2174/1871527318666190314101946.

MNiSW: 70

Markowicz-Piasecka M, Sadkowska A, Huttunen KM, Podsiedlik M, Mikiciuk-
Olasik E, Sikora J. An investigation into the pleiotropic activity of metformin. A
glimpse of haemostasis. Eur J Pharmacol. 2020; 872:172984. doi:
10.1016/j.ejphar.2020.172984.

IF: 4,432 MNiSW: 100

Sikora J, Podsiedlik M, Pietras T, Kosmalski M, Matloka M, Moszczynski-
Petkowski R, Wieczorek M, Markowicz-Piasecka M. Quetiapine and novel
PDE10A inhibitors potentiate the anti-BuChE activity of donepezil. J Enzyme
Inhib Med Chem. 2020; 35(1):1743-1750. doi:
10.1080/14756366.2020.1818739.

IF: 5,051  MNISW: 140
Zajda A, Huttunen KM, Sikora J, Podsiedlik M, Markowicz-Piasecka M. Is
metformin a geroprotector? A peek into the current clinical and experimental
data. Mech Ageing Dev. 2020; 191:111350. doi: 10.1016/j.mad.2020.111350.

IF: 5,432  MNiSW: 100
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6. Markowicz-Piasecka M, Sadkowska A, Podsiedlik M, Mikiciuk-Olasik E,
Sikora J. Generation 2 (G2) - Generation 4 (G4) PAMAM dendrimers disrupt
key plasma coagulation parameters. Toxicol In Vitro. 2019; 59:87-99. doi:
10.1016/j.tiv.2019.04.010.

IF: 2,959  MNIiSW: 100

7. Podsiedlik M. Leczenie farmakologiczne w nowotworze jelita grubego.
Farmakoekonomika Szpitalna, 2020, vol. 2, nr 50, s.27-30.
MNiSW: 5

8. Podsiedlik M. Terapeutyczne kwasy nukleinowe. Farmakoekonomika
Szpitalna, 2020, vol. 1, nr 49, s.24-28.
MNiSW: 5

9. Podsiedlik M. Bezpieczenstwo stosowania lekow miejscowo znieczulajacych.
Farmakoekonomika Szpitalna, 2019, nr 47, s.13-15.
MNISW: 5

10. Podsiedlik M. Farmakoterapia w chorobie Parkinsona. Farmakoekonomika
Szpitalna, 2019, nr 45, s.21-24.
MNiSW: 5

11. Podsiedlik M.  Zastosowanie lekow o dziataniu analeptycznym.
Farmakoekonomika Szpitalna, 2019, nr 46, s.20-21.
MNISW: 5

12. Podsiedlik M. Leki stosowane w chorobach alergicznych. Farmakoekonomika
Szpitalna, 2018, nr 43, s.14-18.
MNiSW: 1

13. Podsiedlik M. Patofizjologia 1 farmakologia choroby Alzheimera.
Farmakoekonomika Szpitalna, 2018, nr 44, s.18-22.

MNiSW: 1

14. Sikora J, Podsiedlik M. Przeciwzakrzepowe leki nowej generacji.
Farmakoekonomika Szpitalna, 2017, nr 41, s.9-12.

MNiSW: 1

Doniesienia zjazdowe

1. Podsiedlik M, Markowicz-Piasecka M, Sikora J. Wpltyw wybranych lekow
przeciwpsychotycznych na biochemiczne aspekty choroby Alzheimera. XXIV
Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego ,,Salus aegroti
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suprema lex” - Streszczenia wyktadow i prezentacji posterowych, 2021, Lublin,
Polskie Towarzystwo Farmaceutyczne, s.152-152, ISBN 978-83-64968-24-2.

Markowicz-Piasecka M, Podsiedlik M, Sikora J, i in. Synteza i ocena
aktywnos$ci  biologicznej sulfonamidowych pochodnych metforming. IV
Sympozjum "Szkota Chemii Medycznej": 25-27 wrzes$nia 2019 Wroctaw, 2019,
Uniwersytet Medyczny im. Piastow Slaskich we Wroctawiu, s.1-1.

Podsiedlik M. Czy choroby osrodkowego uktadu nerwowego indukuja
zaburzenia hemostatyczne? 111 Konferencja Naukowo-Szkoleniowa Studentow
Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, 12-
13.04.2019: ksiazka kongresowa, 2019, £.6dz, s.35-35.

Projekty

1.

W poszukiwaniu nowych prolekow metforminy. Badania in vitro - biozgodnos¢
farmakokinetyka. Kierownik projektu w UM: Magdalena Markowicz-Piasecka,
data rozpoczecia 18-01-2017, data zakonczenia 17-01-2020, zakonczony
ostatecznie rozliczony.

Aktywnosci

1. 2021 - Uczestniczenie w szkoleniach stuzacych podnoszeniu umiejgtnosci
dydaktycznych i naukowych: Kreatywne Metody Przekazywania Wiedzy

2. 2020-2022 - prowadzenie zaje¢ dydaktycznych =z zakresu studiow
podyplomowych ,,Qualified Person”

3. 2019-2020 - prowadzenie =zaj¢¢ dydaktycznych z zakresu ksztalcenia
podyplomowego w ramach specjalizacji ,,Farmacja Apteczna”

4. 2017-2018 - ukonczenie szkolenia w zakresie obstugi systemu do analizy
formowania si¢ czopu ptytkowego i skrzepu bialego, bazujacego na platformie
T- TAS®

5. 2014-2015 - studia podyplomowe "Farmacja Medyczna"

Osiagniecia
1. Nagroda naukowa II stopnia za prace: pt.. Sikora J, Podsiedlik M, Pietras T,

Kosmalski M, Matloka M, Moszczynski-Petkowski R, Wieczorek M,
Markowicz-Piasecka M. Quetiapine and novel PDE10A inhibitors potentiate the
anti-BuChk activity of donepezil. J Enzyme Inhib Med Chem. 2020;
35(1):1743-1750. doi: 10.1080/14756366.2020.1818739. IF: 5,051, MNiSW:
140.
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Zalaczniki do pracy

Zalacznik 1. Oswiadczenie autorow publikacji

UNIWERSY TL
MEDYCZNY

Zatacznik nr 7
do Regulaminu postepowania w sprawie nadania stopnia doktora
w Uniwersytecie Medycznym w todzi

& wods, M4 02 .L0RN....
Mosia. Yoddediib.............

(imie i nazwisko Kandydata)

PRZEWODNICZACY RADY NAUKOWEJ
DYSCYPLINY / UNAWERSYTETU*

OSWIADCZENIE
Wspétautoréw okreslajace ich wkiad w powstanie artykutu lub monografii’

Oéwiadczam, ze moj udziat w nastepujacej pracy2 :

Podsiedlik M, Markowicz-Piasecka M, Sikora J. The Influence of Selected Antipsychotic Drugs on
Biochemical Aspects of Alzheimer's Disease. Int J Mol Sci. 2022 Apr 21;23(9):4621. doi:
10.3390/ijms23094621. PMID: 35563011; PMCID: PM(C9102502.

przedstawia si¢ jak ponizej:

Autor ‘ Udziat % Opis udziatu wiasnego Podpis

[ przeglad literatury. walidacja metod
analitycznych, przeprowadzenie badan Vana
! Maria Podsiedlik ‘ 70% eksperymentalnych, interpretacja i opracowanie ?d;[“

uzyskanych wynikow, przygotowanie
] manuskryptu, wizualizacja wynikow
przygotowanie planu i koncepcji badan, nadzor [Magelaliwa

Magdalena

Mitkoswiez Plasecka 15% nad przygotowaniem manuskryptu, recenzowanie Horkomnia-
S manuskryptu rohe R
przygotowanie planu i koncepcji badan, nadzor
Joanna Sikora [ 15% nad przygotowaniem manuskryptu, recenzowanie [ UM
‘ manuskryptu C::\ hﬂ"f}

* W przypadku, gdy dorobek stanowi autorstwo dwéch lub wiecej 0s6b
? Nalezy wskazaé: autoréw, tytut, czasopismo, rok wydania, tom, strony
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Zalacznik 2. Zgoda Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
(RNN/278/19/KE)

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM W LODZI
PL. Hallera 1B, 90-647 L6dz, tel. 0 785 911 596, 42 272-52-43, bioetyka@umed.lodz.pl

UCHWALA
KOMISJI BIOETYCZNEJ O PROJEKCIE EKSPERYMENTU MEDYCZNEGO
Numer RNN/278/19/KE z dnia 13 czerwca 2019 r.
(przy korespondencji dotyczqcej niniejszej decyzji prosimy powolywaé sie kazdorazowo na powyzszy
numer i date Uchwaty)
Gléwny badacz i wykonawca:
Dr hab.n.med.prof.nadzw. Marlena Broncel, Klinika Choréb Wewngtrznych i Farmakologii
Klinicznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi;
Mgr farm Maria Podsiedlik, Pracownia Bioanalizy Zaktadu Chemii Farmaceutycznej, Analizy
Lekéw i Radiofarmacji UM w Lodzi, ul. Muszynskiego 1, 90-151 Lodz
Promotorzy: dr hab.n.med.prof.nadzw. Joanna Sikora; dr n.farm. Magdalena Markowicz-
Piasecka, Zaklad Chemii Farmaceutycznej, Analizy Lekow i Radiofarmacji UM w Lodzi
Tytul badania:
Wplyw wybranych lekéw przeciwpsychotycznych na biochemiczne aspekty choroby Alzheimera.

Na podstawie ustawy z dnia 5 grudnia 1996 1. o zawodach lekarza i lekarza dentysty (t. j. Dz. U.
220171, poz. 125,z pézn. zm.), ustawy z dnia 6 wrzesnia 2001 r. Prawo farmaceutyczne (tj.Dz. U.z2016T.
poz. 2142 z pozn. zm.), rozporzadzenia Ministra Zdrowia z dnia 2 maja 2012 r. w sprawie wzor6w dokumentow
przedkladanych w zwiazku z badaniem klinicznym produktu leczniczego oraz w sprawie wysokosci i sposobu
uiszczania optat za zloZenie wniosku o rozpoczgcie badania klinicznego (Dz. U. z 2012 r., poz.491), ustawy z
dnia 20 maja 2010 r. o wyrobach medycznych (Dz. U. z 2017 r. poz. 211 ze zm.),rozporzadzenia Ministra
Zdrowia z dnia 17 lutego 2016 . w sprawie wzoréw wnioskow przedkiadanych w zwiazku z badaniem
klinicznym, wysokosci opfat za zlozenie wnioskéw oraz sprawozdania konicowego z wykonania badania
klinicznego (Dz. U. poz. 208), rozporzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej z dnia 11 maja 1999 r. w
sprawie szczegotowych zasad powotywania i finansowania oraz trybu dziatania komisji bioetycznych (Dz. U. Nr
47 poz. 480), zarzadzenia nr 8/2015 z 16 lutego 2015 . Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi w sprawie
wprowadzenia Regulaminu pracy Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym w Lodzi oraz
zarzadzenia nr 57/2017 z dnia 5 wrzesnia 2017 r. Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi w sprawie
powotania Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym w Lodzi po przeanalizowaniu wniosku,
zapoznaniu si¢ z projektem opinii dotyczacej zgloszonego badania, w glosowaniu tajnym,

Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym w Lodzi (wypelniajac zobowigzania
ICH GCP) uchwala, co nastgpuje:

§1
1. Opiniuje wniosek pozytywnie, bez zastrzezen , na podstawie zlozonych dokumentow,
ktorych wykaz okresla zatacznik nr 1. Uchwala wehodzi w zycie z dniem podjecia.

§2
Opinia dotyczy tylko rozpatrywanego wniosku z uwzglednieniem przedstawionego projektu. Kazda
zmiana i modyfikacja wymaga uzyskania odrebnej opinii. Wnioskodawca zobowiazany jest do
informowania o wszelkich poprawkach, zdarzeniach niepozadanych oraz  nieprzewidzianych
okolicznosciach.

Odwolanie od niniejszej uchwaly wnosi sig za posSrednictwem Komisji Bioetycznej przy
Uniwersytecie Medycznym w Lodzi do Odwoltawczej Komisji Bioetycznej, w terminie 14 dni od dnia
otrzymania uchwaly wyrazajqcej opinig. )

Przewodniczacy Komisji Bioetycznej
przy Uniwersytegie Medycznym w Lodzi

. n. med. Jézef Drzewoski
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Lista obecnosci na posiedzeniu Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym w todzi

w dniu 13 czerwca 2019r.

Lp. | Imig i nazwisko Zawod, specjalnos¢ | Miejsce pracy Podpis
1. | Prof. dr hab. n. med. Lekarz medycyny, Emerytowany profesor
Jozef Drzewoski internista, Uniwersytetu Medycznego
Przewodniczgcy Komisji diabetolog w todzi =
farmakolog kliniczny <
2. | Ks. dr hab. Jan Wolski Duchowny, bioetyk | Wyzsze Seminarium
Z-ca Przewodniczacego Duchowne w todzi
Komisji
3. | Prof. dr hab. n. med. Lekarz medycyny, Klinika Neurologii i Udarow
Andrzej Gtabinski neurolog Médzgu UM w todzi
4. | Prof. dr hab. n. med. Lekarz medycyny Klinika Psychiatrii Wieku
Iwona Ktoszewska psychiatra Podesztego i Zaburzen
Psychotycznych UM w todzi
5. | Dr n.med. Maja Lekarz medycyny Klinika Perinatologii, |
Kufelnicka- Babout potoznik, ginekolog | Katedry Ginekologii i
Potoznictwa UM w todzi
6. | Prof. dr hab. n. med. Lekarz medycyny, Klinika Chirurgii
Janusz Piekarski chirurg onkolog Onkologicznej
UM w todzi
7. | Prof. dr hab. n. med. Lekarz medycyny, Zaktad
Henryk Stepien endokrynologia Immunoendokrynologii UM
w todzi
8. Dr hab. n. med. prof. Rehabilitacja Klinika Rehabilitacji i
nadzw. Marta Woldanska- | medyczna Medycyny Fizykalnej
Okonska UM w todzi
9. Prof. dr hab. n. med. Lekarz medycyny, Klinika Pediatrii, Kardiologii
Krzysztof Zeman pediatria, Prewencyjnej i Immunologii
immunologia Wieku Rozwojowego /
kliniczna UM w todzi /
10. | Dr n. prawn. Rafat Budzisz | Prawnik Uniwersytet todzki
w todzi
11. | Mgr Elzbieta Kubariska Pielegniarka Pracownik emerytowany
12. | Mer Elzbieta Piotrowska- Farmaceutka Naczelna Izba Aptekarska,
Rutkowska ul. Dtuga 16 w Warszawie
13. | Dr n. med. Elzbieta Lekarz medycyny, Przedstawicielka Okregowej

Jaszczuk

anestezjologia i
intensywna terapia

Rady Lekarskiej w todzi
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ZALACZNIK Nr1 DO UCHWALY
KOMISJI BIOETYCZNEJ O PROJEKCIE EKSPERYMENTU MEDYCZNEGO

Numer RNN/278/19/KE z dnia 13 czerwca 2019 r.
(przy korespondencji dotyczqcej niniejszej decyzji prosimy powolywac si¢ kazdorazowo na
powyzszy numer i date Uchwaly)

Glowny badacz i wykonawca:

Dr hab.n.med.prof.nadzw. Marlena Broncel, Klinika Chorob Wewnetrznych i Farmakologii
Klinicznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi;

Mgr farm. Maria Podsiedlik, Pracownia Bioanalizy Zaktadu Chemii Farmaceutycznej, Analizy
Lekow i Radiofarmacji UM w Lodzi, ul. Muszynskiego 1, 90-151 L6dz

Promotorzy: dr hab.n.med.prof.nadzw. Joanna Sikora; dr n.farm. Magdalena Markowicz-
Piasecka, Zaklad Chemii Farmaceutycznej, Analizy Lekow i Radiofarmacji UM w Lodzi

Tytul badania:

Wplyw wybranych lekéw przeciwpsychotycznych na biochemiczne aspekty choroby Alzheimera.

Do Komisji wplynely nastepujace dokumenty:
1. Wniosek do Komisji Bioetycznej
2. Protokél badania
3. Zyciorysy: dr hab.n.med.prof.nadzw. Marlena Broncel, mgr farm. Maria Podsiedlik
4. Zgoda kierownika Dziatu Diagnostyki Laboratoryjnej WSSz. im. W1i. Bieganskiego w
Lodzi na wykorzystanie do badan in vitro probek krwi przeznaczonej do utylizacji.

misji Bioetycznej

Przewodniczacy
¢ Medycznym w Lodzi

przy Uniwersyte

. n. med. Jozef Drzewoski
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