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Streszczenie

Depresja endogenna nalezy do chorob afektywnych, w ktérych podstawowym zaburzeniem
jest obnizenie nastroju, a takze czgsto napedu oraz uposledzenie mechanizmu snu i roznych
rytmow biologicznych. Choroby afektywne moga przebiega¢ jednofazowo (depresja) lub
dwufazowo (depresja/mania). Znane sg tez depresje 1 reakcje depresyjne wystepujace w
zwigzku z okre§lonymi bodZcami zewnetrznymi i sytuacjami stresowymi. Mechanizm
powstawania depresji nie zostal wcigz w petni poznany. W wielu przypadkach wystepuja
objawy  $wiadczace 0  ostabieniu  czynnosci  neurondéw  dopaminergicznych,
serotoninergicznych i noradrenergicznych. Bardzo charakterystyczne sg takze zaburzenia
hormonalne, szczeg6lnie nasilone wydzielanie kortyzolu. Wigkszo$¢ stosowanych obecnie
lekéw przeciwdepresyjnych wpltywa na transmisj¢ monoaminergiczng poprzez hamowanie
wychwytu zwrotnego monoamin w mozgu. Dzi§ coraz czgsciej zwraca si¢ uwage na fakt, 1z
depresja to zespot zaburzen psychicznych o znacznym nasileniu w skali swiatowej. W roznej
formie dotyka ona srednio 20-25% ludnosci, niezaleznie od pici i wieku. Ze wzgledu na niska
skuteczno$¢ dostepnych lekow oraz istnienie tzw. depresji lekoopornej istnieje koniecznos¢

poszukiwania nowych strategii leczniczych w depresji. Wcigz trwaja wigc poszukiwania



idealnego leku przeciwdepresyjnego; leku, ktory odznaczalby sie¢ wysoka skutecznoscig
dziatania, nie powodowatby powaznych powiktan ubocznych i charakteryzowatby si¢ niskim

ryzykiem przejscia w faz¢ maniakalna.

1,2,3,4-Tetrahydroizochinolina (TIQ) to amina wystepujaca naturalnie w wielu roslinach,
produktach spozywczych oraz mozgu ssakow. W niskich stezeniach uM jest odwracalnym
inhibitorem MAO-A i MAO-B. Mimo podobienstwa strukturalnego do MPTP, TIQ nie
wykazuje wlasciwosci toksycznych. Nie posiada bowiem w swojej Strukturze grupy
metylowej przy atomie azotu, ktéra nadaje wlasciwosci toksyczne innym zwigzkom z rodziny
TIQs. Dotychczasowe badania dowodza, iz TIQ posiada wlasciwosci neuroprotekcyjne w
roznych modelach in vitro oraz in vivo — jest zmiataczem wolnych rodnikow hydroksylowych,
znaczaco podnosi poziom zredukowanego glutationu w strukturach mézgowych zwigkszajac
tym samym zdolno$ci antyoksydacyjne neuronéow i hamuje ekscytotoksycznos¢ wywolang
przez glutaminian. Biorgc pod uwage tatwos¢ przenikania TIQ przez bariere krew-mozg oraz
wiasciwos$ci neuroprotekcyjne uzasadnione wydaje si¢ sprawdzenie potencjalnego dziatania

tej endogennej aminy w depresji.

Celem badan bylo sprawdzenie potencjalnych wlasciwosci przeciwdepresyjnych TIQ w
zwierzecych modelach depresji. Przeciwdepresyjne dziatanie tej aminy oceniono W Szeroko
stosowanym 1 odznaczajacym si¢ wysoka przewidywalnoscig zachowan depresyjnych gryzoni
teScie wymuszonego ptywania (FST) i1 teScie zawieszenia za ogon u myszy (TST). W celu
wykluczenia ewentualnego psychostymulujacego dziatania TIQ przeprowadzono test
spontanicznej aktywnosci lokomotorycznej u gryzoni. W badaniach zastosowano takze model
chronicznego tagodnego stresu (CMS) podkreslajacy istotng role stresu w rozwoju anhedonii,
kluczowego objawu wspotczesnej depresji. Jako lek referencyjny w przeprowadzonych
badaniach zastosowano imipraming. Dodatkowo, sprawdzono wptyw citalopramu na efekty
TIQ oraz dziatanie TIQ w rezerpinowym modelu depresji u szczurow. Poszukiwania nowych
1 skuteczniejszych lekow przeciwdepresyjnych koncentrujg si¢ w duzej mierze na dobrze
udokumentowanych teoriach monoaminergicznych w etiopatogenezie depresji. Dotycza one
synaps neuronéw dopaminergicznych, serotoninergicznych oraz noradrenergicznych. Dlatego
tez badania behawioralne uzupelniono poprzez analiz¢ biochemiczng ex Vvivo obejmujaca
oznaczenie stezen monoamin: dopaminy (DA), serotoniny (5-HT), noradrenaliny (NA) oraz
ich metabolitow w réznych strukturach moézgu szczura. Z wykorzystaniem techniki
mikrodializy in vivo sprawdzono takze wptyw TIQ na uwalnianie neuroprzekaznikow: DA,

NA, 5-HT w prazkowiu swobodnie poruszajacego si¢ szczura. Podj¢to takze probe



uzupehnienia analizy behawioralnej i biochemicznej badaniami z zakresu krystalografii
(krystalizacja metoda dyfuzji przez fazg gazowa z wykorzystaniem techniki wiszacej kropli) 1
kinetyki enzymatycznej reakcji (pomiary kalorymetryczne z wykorzystaniem techniki
izotermalnej kalorymetrii miareczkowej, ITC) w celu uzyskania informacji pomocnych przy
modyfikacji czgsteczki TIQ Ilub projektowaniu nowej, o potencjalnie silniejszych

wlasciwos$ciach przeciwdepresyjnych.

Wyniki przeprowadzonych do$wiadczen wskazuja, iz testowana w szerokim zakresie dawek
amina, T1Q podobnie jak klasyczny lek przeciwdepresyjny, imipramina wykazuje aktywnos¢
przeciwdepresyjna w zastosowanych zwierzgcych modelach depresji. Skraca czas bezruchu
zwierzat w tescie FST 1 TST, a podana tacznie z lekiem referencyjnym czy citalopramem
nasila ich przeciwdepresyjne efekty. Takze w modelu rezerpinowym, TIQ skraca czas
bezruchu szczurow w tescie FST i nie tylko po chronicznym (14x), ale juz po jednorazowym
podaniu catkowicie antagonizuje prodepresyjne dziatanie rezerpiny. W modelu CMS, TIQ
wykazuje dziatanie przeciwdepresyjne o sile poréwnywanej do imipraminy — catkowicie
odwraca zjawisko anhedonii u szczurow wywotanej przewlektym narazeniem tych zwierzat
na tagodne czynniki stresowe. Dodatkowo, brak pobudzenia motorycznego w tescie
spontanicznej aktywnosci lokomotorycznej po podaniu TIQ wyklucza ewentualne
Wiasciwosci psychostymulujace tej substancji. Wyniki analizy biochemicznej potwierdzaja
obserwacje z testow behawioralnych i wskazuja na szerokie spektrum dziatania TIQ w OUN
obejmujagce uktad dopaminergiczny, noradrenergiczny 1  serotoninergiczny. W
przeprowadzonych badaniach ex vivo wykazano, iz TIQ blokuje szlak oksydacji DA zalezny
od aktywnosci MAO i przekierowuje katabolizm DA na droge bezpieczniejszej i1 zaleznej od
COMT O-metylacji, co wigze si¢ z obnizaniem poziomu DOPAC 1 jednoczesnym
zwigkszaniem st¢zenia 3-MT w wybranych strukturach moézgu. Dodatkowo, TIQ nasila
hamowanie wychwytu zwrotnego DA wyrazone jako indeks [3-MT]/[DOPAC].
Obserwowano takze wzrost st¢zenia zewnatrzneuronalnego metabolitu NA, NM po podaniu
TIQ, co wigze si¢ z nasileniem uwalniania NA i aktywacja uktadu noradrenergicznego pod
wpltywem badanej aminy. Wykazano rowniez wzrosty stezenia 5-HT i spadki poziomu jej
metabolitu, 5-HIAA oraz obnizenie szybko$ci metabolizmu 5-HT w analizowanych
strukturach mozgu gryzoni pod wptywem TIQ. Analiza biochemiczna wykonana metoda
mikrodializy in vivo w prazkowiu swobodnie poruszajacego si¢ szczura potwierdzita wyniki
badan ex vivo i wykazata, iz TIQ podnosi zewnatrzkomérkowe st¢zenia amin biogennych:

DA, NA i 5-HT.



Zastosowane w badaniach warunki Krystalizacji nie pozwolily na uzyskanie krysztalow
MAO-B oraz kompleksu TIQ-MAO-B. Nie udato si¢ tez wyznaczyé parametrow
termodynamicznych reakcji zachodzacej pomigdzy TIQ a MAO-B. Konieczne jest wigc
podjecie dalszych badan w tym zakresie, umozliwiajacych znalezienie wiasciwych warunkow
krystalizacji kompleksu TIQ-MAO-B oraz opracowanie odpowiedniej strategii eksperymentu

ITC przydatne do opisania charakteru oddzialywania migedzy biatkiem a ligandem.

Podsumowujac, wykazano iz  1,2,3,4-tetrahydroizochinolina  posiada  aktywnos$¢
przeciwdepresyjna w zwierzgcych modelach depresji. Przeprowadzona analiza biochemiczna
Scisle potwierdza te wiasciwosci. Mechanizm dziatania przeciwdepresyjnego TIQ zwigzany
jest gtownie z aktywacja uktadow monoaminergicznych w OUN. TIQ, jako odwracalny
inhibitor MAO, prowadzi do podniesienia st¢zenia neurotransmiterow: DA, NA 1 5-HT w
mezolimbicznych i pozapiramidowych strukturach moézgu. Ponadto, TIQ wykazuje takze
wlasciwosci hamowania wychwytu zwrotnego monoamin oraz zdolno$¢ zmiatania wolnych

rodnikow, ktora zwigzana jest $cisle z jej strukturg chemiczng.

W tym $wietle, badana amina dobrze rokuje jako potencjalny lek przeciwdepresyjny o
wlasciwosciach przeciwutleniajacych 1 neuroprotekcyjnych pomocnych w zwalczaniu
procesow zapalnych, w leczeniu depresji. Poznanie optymalnych warunkow krystalizacji
kompleksu TIQ-MAO-B i przeprowadzenie efektywnych pomiarow ITC datoby mozliwosé
poznania charakteru oddzialywan liganda z biatkiem i1 w konsekwencji mogloby pozwoli¢ na

uzyskanie zwiazku o potencjalnie lepszej skutecznosci przeciwdepresyjnej.



