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Streszczenie:

Leki przeciwpsychotyczne (neuroleptyki) znajdujg szerokie zastosowanie w leczeniu
licznych schorzen psychiatrycznych i neurologicznych. Przyjmuje sig, ze ich podstawowa
aktywno$¢ farmakologiczna zwigzana jest z powinowactwem do biatkowych receptorow
btonowych — przede wszystkim dopaminowych D, oraz serotoninowych 5-HT,a. Jednakze,
biorac pod uwage szerokie spektrum dziatania neuroleptykow oraz ich liczne skutki uboczne,
teoria receptorowa nie wyjasnia wszystkich efektow klinicznych. Stwierdzone uprzednio
zmiany w sktadzie i wlasciwosciach fizykochemicznych blon na skutek terapii
neuroleptykami, a takze lokalizacja biatek receptorowych w obrgbie dwuwarstwy lipidowe;j

bton stanowily punkt wyjscia podjecia badan przedstawionych w prezentowanej Rozprawie.

Prace badawcze skoncentrowano na opisie termodynamicznym oddziatywan
neuroleptyk — blona modelowa. Badania wykonano dla trzech neuroleptykow atypowych
(drugiej generacji): sulpirydu, amisulprydu, olanzapiny oraz jednego neuroleptyku typowego
(klasycznego): tiorydazyny. Wykorzystano dwa uktady modelowe bton: liposomy wykonane
z POPC (o tadunku oboj¢tnym) orazz POPC/POPG w stosunku molowym 3/1
(o wypadkowym tadunku ujemnym). Badania termodynamiczne prowadzono wykorzystujac
technike izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego ITC. Przed eksperymentami
ITC wykonano nastgpujace prace wstepne: zoptymalizowano analityczng metod¢ oznaczania
fosforu, rozwigzano trudno$ci zwigzane z niska rozpuszczalno$cia neuroleptykow
I wypracowano odpowiednie protokoty przygotowania probek lekéw pod katem planowanych

pomiarow.

Studia termodynamiczne prowadzono w dwoédch odmiennie zaprojektowanych
uktadach eksperymentalnych. W uktadzie pierwszym liposomy miareczkowano roztworem
badanego leku — miat on na celu wyznaczenie entalpii oddziatywan AH. W uktadzie drugim
roztwor leku byt miareczkowany liposomami — miat on na celu okreslenie statej oddziatywan
K, co jest mozliwe po zastosowaniu odpowiedniego modelu matematycznego wigzacego
rejestrowane w toku miareczkowania zmiany ciepta z zachodzacym procesem wigzania leku
do liposomoéw. Obliczenia wykonano z wykorzystaniem modelu oddzialywan hydrofobowych
— poprzez wyznaczenie izoterm wigzania oraz stosujgc aproksymacje¢ iteracyjng. Dodatkowo,
podjeto probe opisu interakcji neuroleptyk — btona modelowa z uwzglgdnieniem oddziatywan
elektrostatycznych ~w  oparciu o  model podwdjnej  warstwy  elektrycznej

Gouya-Chapmana.



Uzyskane rezultaty wskazuja, 1z najwigksza entalpia towarzyszy oddziatywaniu
olanzapiny, a nast¢pnie tiorydazyny, jest ona porownywalna dla obu stosowanych uktadéw
modelowych blon. Entalpia zmierzona dla amisulprydu z liposomami POPC/POPG wskazuje
na subtelne oddzialywanie. Natomiast eksperymenty dla amisulprydu z POPC oraz sulpirydu
dla obu uktadow modelowych wykazuja zblizong do zera entalpi¢ oddzialywan. Wyznaczone
w oparciu o przyblizenie iteracyjne stale oddziatywan sugeruja, iz najwigksze powinowactwo
wzgledem obu ukladow wykazuje tiorydazyna, nastepnie olanzapina, za§ na koncu sytuuje
si¢ amisulpryd z POPC/POPG. Eksperymenty ITC majgce na celu wyznaczenie stalej
wykonano jedynie w przypadku tych lekow, dla ktérych w pierwszym wariancie
eksperymentu stwierdzono odpowiedne efekty cieplne. Ponadto, z przeprowadzonych badan
termodynamicznych ptynie jasny wniosek, iz fizykochemiczny mechanizm oddziatywania
pomigdzy badanymi lekami przeciwpsychotycznymi a stosowanymi dwuwarstwami
lipidowymi jest ztozony 1 nie miesci si¢ w obszarze proponowanym przez zastosowane

modele interpretacyjne.

Stwierdzone roznice w oddziatywaniu pomiedzy poszczegdlnymi neuroleptykami
na podstawie przeprowadzonych studiéw termodynamicznych stanowity asumpt do dalszej
eksploracji zagadnienia. Podjeto si¢ oceny wplywu zaobserwowanych oddziatywan
na rozmiary stosowanych pecherzykéw lipidowych (pomiary dynamicznego rozpraszania
swiatta DLS), potencjal powierzchniowy (pomiary potencjalu Zeta). Za§ w ostatnim etapie,
wienczacym zaprezentowane badania — oceny wplywu na dyfuzje translacyjng sondy
fluorescencyjnej di-4-ANEPPDHQ wbudowanej do bton komodrkowych linii modelowej
HEK?293 (badania te wykonano za pomocg jednej z technik mikroskopii fluorescencyjne;:
pomiaréw odzysku fluorescencji po fotoblaknieciu FRAP). Uzyskane rezultaty wskazuja,
1z jedynie tiorydazyna wykazuje niewielki wplyw na rozmiar pecherzykow lipidowych,
wykonanych z POPC. Tiorydazyna wywiera takze najbardziej znaczny wptyw na potencjat
Zeta, dla obu stosowanych modeli bton. Mniejsza zmiana potencjatu Zeta obserwowana
jestw przypadku olanzapiny. Dla sulpirydu i amisulprydu wptywu na potencjal Zeta
nie zaobserwowano. Pomiary FRAP nie wskazujg by traktowanie komoérek HEK293
ktorymkolwiek z badanych neuroleptykow wptywato w istotny sposdob na ruchliwos¢
stosowanego znacznika fluorescencyjnego. Jednak, biorac poduwage specyfike
i ograniczenia sondy di-4-ANEPPDHQ, mozna stwierdzi¢, iz jednoznaczne rozstrzygnigcie
kwestii wpltywu na dyfuzje lateralng blon biologicznych wymaga dalszych badan,
np. z zastosowaniem bardziej selektywnych sond.



Podsumowujac mozna stwierdzi¢, iz leki przeciwpsychotyczne z calg pewnoscia
nie sg obojetne dla dwuwarstw lipidowych. Sposréd przebadanych lekéw najbardziej
wyrozniaja si¢ tiorydazyna oraz olanzapina, zarowno w termodynamice oddzialywan,
jak i we wplywie na potencjal powierzchniowy stosowanych ukladéw modelowych blon
biologicznych (liposoméw obojetnych wykonanych z POPC oraz naladowanych ujemnie
z POPC/POPG w stosunku molowym 3/1), a takze — w przypadku tiorydyzany -
we wplywie na rozmiar pecherzykow lipidowych, wykonanych z POPC. Sulpiryd wydaje
sie nie oddzialywaé¢ z badanymi dwuwarstwami, natomiast w przypadku amisulprydu
mozna domniemywa¢ subtelnego oddzialywania z liposomami POPC/POPG. Dokladny
mechanizm wplywu lekow przeciwpsychotycznych na blony komérkowe nadal pozostaje
pod znakiem zapytania, jednakze wnioski plynace z wykonanej pracy wskazuja jasno,
iz watek ten powinien by¢ brany pod uwage w pracach nad dalszym rozwojem tego typu

farmaceutykow, zwlaszcza w aspekcie ich szerokiego profilu dzialania terapeutycznego.



