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1.  WSTEP

1.1. Objawy i etiologia schizofrenii

Schizofrenia jest cigzkim zaburzeniem psychicznym, ktorego czgsto$¢ wystgpowania W
populacji wynosi okoto 1%. Choroba wplywa negatywnie na ogélny stan zdrowia,
funkcjonowanie, samopoczucie, aktywno$¢ spoleczna i zawodowa (Swiatowa Organizacja
Zdrowia, WHO, 2022). Dodatkowo, schizofrenia jest zaliczana do 15 gltéwnych przyczyn

niepetnosprawnosci na catym $wiecie (GBD, 2016).

Do podstawowych objawow choroby naleza objawy wytworcze (urojenia, halucynacje,
dezorganizacja mys$li i mowy), negatywne (wycofanie spoleczne, brak motywacji, alogia,
sptycenie afektu) oraz poznawcze (uposledzenie pamieci roboczej, uwagi i funkcji
wykonawczych) (McCutcheon i wsp., 2020; Biaton i Wasik, 2022). Objawy negatywne
dotycza okoto 40% pacjentdow, a objawy poznawcze wystepuja nawet u 80% osob, u ktérych
zdiagnozowano schizofreni¢ (Kahn i wsp., 2015). Co wigcej, schizofrenia wigze si¢ ze
skrocong oczekiwang dtugoscia zycia (~15 lat) w porownaniu do populacji ogélnej oraz o 10-
15% wyzszym ryzykiem $mierci samobodjczej (Hjorthej i wsp., 2017). Pierwsze objawy
choroby pojawiaja si¢ zwykle w okresie dojrzewania lub wczesnej dorostosci (Jaaro-Peled i
Sawa, 2020) i mogg by¢ poprzedzone fazg prodromalng (Vandevelde i Dollfus, 2021). Mozna
rozpozna¢ rowniez cigezszy poczatek schizofrenii u dzieci, jednak jest to bardzo rzadkie

zjawisko (Driver i wsp., 2013).

Podczas gdy wytworcze objawy choroby na ogot dobrze reaguja na leczenie farmakologiczne,
objawy negatywne i poznawcze moga rozpocza¢ si¢ na dlugo przed pojawieniem si¢
symptoméw wytworczych (McCutcheon i wsp., 2020) i sg one zwigzane z gorszymi
prognozami i ograniczonymi mozliwosciami leczenia (Bulubas i wsp., 2021). Podczas gdy
farmakoterapia czesto skupia si¢ na wytworczych objawach schizofrenii, to symptomy
negatywne i poznawcze sg w wigkszosci zwigzane z dlugotrwatymi trudno$ciami zwigzanymi
z choroba (Provencher i wsp., 1997). Warto wspomnie¢, ze przypadki schizofrenii
charakteryzuja si¢ heterogenicznymi fenotypami i przebiegiem (Hasan i wsp., 2020) z

obecnoscig roznych objawow oraz réznym stopniem ich nasilenia.

Pomimo wieloletnich badan nad patofizjologia schizofrenii, nadal nie mozna wyrdznic¢
jednego, konkretnego czynnika wywotujacego chorobe. Obecnie schizofrenia postrzegana jest

jako ztozona i wieloczynnikowa choroba psychiczna, do ktérej rozwoju przyczyniaja si¢



zarowno czynniki genetyczne, jak i niegenetyczne ($rodowiskowe). Mimo, ze pierwsze
objawy schizofrenii pojawiaja si¢ na ogdét w okresie dojrzewania lub wczesnej dorostosci,
wiekszos¢ dowodoéw sugeruje, ze stan patologiczny uktadu nerwowego moze rozpoczac si¢
nawet we wczesnym stadium rozwoju neurologicznego, dlatego schizofrenia w niektorych
badaniach jest uwazana za zaburzenie neurorozwojowe (Morris-Rosendahl i Crocq, 2020).
Patologiczny stan zdrowia matki w czasie cigzy taki jak niedobor witaminy D3 (Eyles i wsp.,
2013), infekcje i aktywacja uktadu immunologicznego (Brown i Derkits, 2010), stres
(Fineberg i wsp., 2016), cukrzyca (patrz: Jaaro-Peled i Sawa, 2020) czy powiklania
okotoporodowe (Fusar-Poli i wsp., 2017) moga predysponowaé potomstwo do rozwoju
schizofrenii w p6zniejszym zyciu. Badania wykazaly takze, ze czynniki psychologiczno-
spoteczne, takie jak trauma, problemy spoteczne, izolacja, migracja i zamieszkanie w terenie
miejskim, zwiekszaja ryzyko schizofrenii (Stillo i Murray, 2019). Co ciekawe, ryzyko
zachorowania jest dwukrotnie wyzsze U dzieci zmieniajagcych miejsce zamieszkania ze
srodowiska wiejskiego na miejskie, a badania w Danii wykazaly zwigzek miedzy
zamieszkaniem w otoczeniu terenéw zielonych, a ryzykiem zachorowania na schizofreni¢ w
pozniejszym zyciu (Pedersen i Mortensen, 2006; Engemann i wsp., 2018). Te wyniki
sugeruja, ze Srodowisko i otoczenie moze wpltywaé na predyspozycje do rozwoju chordb

psychicznych, w tym schizofrenii.

Innym waznym czynnikiem ryzyka rozwoju choroby jest naduzywanie substancji
psychoaktywnych. Powszechnie wiadomo, ze substancje psychostymulujace, takie jak
amfetamina czy kokaina, mogg prowadzi¢ do rozwoju psychozy (Sara i wsp., 2015). Niektore
badania wskazywaly na naduzywanie alkoholu jako czynnik predysponujacy do rozwoju
psychozy (Koskinen i wsp., 2009). Wiele dowodow wskazuje takze na role naduzywania
konopi indyjskich w rozwoju schizofrenii (Stillo i Murray, 2019), poniewaz szacowane
ryzyko psychozy u os6b odurzajacych si¢ konopiami jest nawet 2-3 razy wigksze (van Os 1
wsp., 2002) i zalezy od czgstotliwosci i dawki (Marconi i wsp., 2016). Co wiecej, uzywanie
konopi po pierwszym epizodzie psychotycznym wiaze si¢ z gorszym rokowaniem, wickszym
prawdopodobienstwem nawrotu choroby, dluzsza hospitalizacja 1 nasileniem objawow
wytworczych (Stillo i Murray, 2019). Wykazano, ze naduzywanie konopi indyjskich w
okresie dojrzewania, czyli w fazie intensywnego rozwoju moézgu, wptywa na wystapienie,
og6lny przebieg i ryzyko nawrotu choroby (Lohrs 1 Hasan, 2019). Badania te sugeruja, ze

substancje silnie oddziatujgce na uktady neuroprzekaznikow w mozgu mogg predysponowaé



do zwigkszonego ryzyka zachorowania na schizofreni¢ i wptywaé zaréwno na przebieg

choroby, jak i efekty zastosowanego leczenia.

W przypadku czynnikdw genetycznych, dziedziczno$¢ schizofrenii okresla si¢ na okoto 80%
(Sullivan i wsp., 2003). Gdy u jednego z rodzicoOw zostanie zdiagnozowana schizofrenia,
prawdopodobienstwo zachorowania u potomstwa wynosi 13%, a ryzyko to wzrasta do 20% w
przypadku diagnozy u obojga z rodzicéw (Janoutova i wsp., 2016). Obserwacje te sugeruja,
ze komponenta genetyczna jest istotna w rozwoju choroby, co bylo szeroko badane w

poprzednich latach.

Wiele badan skupia si¢ obecnie na poznaniu mutacji czy zaburzen genetycznych, ktére moga
predysponowa¢ do rozwoju schizofrenii. Wskazano wiele genow, ktore moga w mniejszym
lub wigkszym stopniu przyczynia¢ si¢ do wystapienia badz nasilenia symptomow choroby,
np. gen Disrupted-in-Schizofrenia 1 (DISC1) oraz gen kodujacy dysbindyng-1 (DTNBP1),
ktorego produkty biatkowe odpowiadaja za regulacje procesow takich jak morfogeneza,
dojrzewanie, migracja, integracja Synaptyczna komoérek neuronalnych i neuroplastycznosé
(Morosawa i wsp., 2017; Tranham-Davidson i Lavin, 2019). Rowniez zespot delecji
fragmentu chromosomu 22q.11.2, ktorego rozpowszechnienie w populacji ogdlnej wynosi
1%, zostal powigzany ze zwickszonym ryzykiem schizofrenii, poniewaz u 30% osob z ta
aberracjg genetyczng zostaje rozpoznana schizofrenia (Pulver i wsp., 1994; Qin i wsp., 2020).
Warto doda¢, ze wigkszos¢ genow tego fragmentu chromosomu ulega ekspresji podczas
rozwoju mézgu (Ellegood i wsp., 2014). Co wigcej, wiele badan wykazato rowniez korelacje
mi¢dzy aberracjami genetycznymi a nasileniem objawow choroby (Chen i wsp., 2022) lub
odpowiedzig na farmakoterapi¢ (Sheggia i wsp., 2018). Wyniki wyzej wymienionych badan
sugeruja wazng role ,.tta genetycznego”, ktére moze by¢ czynnikiem predysponujacym do

rozwoju schizofrenii.

1.2. Hipoteza dopaminowa schizofrenii

Poszukujgc molekularnego mechanizmu odpowiedzialnego za zaburzenia obserwowane w
przebiegu schizofrenii, sformutowano hipoteze zakltadajgca, ze dysfunkcja w uktadzie
dopaminowym moze odgrywac istotng role w rozwoju objawoéw psychotycznych. Jest to
jedna z najstarszych hipotez etiologii schizofrenii. Wiele dowodéw sugeruje, ze zaburzona
transmisja dopaminergiczna w obszarach podkorowych moze by¢ odpowiedzialna za

wytworcze objawy choroby, a patologiczna transmisja dopaminergiczna w obszarach
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prazkowia (striatum — STR) ma fundamentalne znaczenie dla modeli, ktore probuja wyjasnié
zrodlo objawow schizofrenii (McCutcheon i wsp., 2019). Obserwacja efektow blokady
receptorow dopaminowych przez chloropromazyn¢ 1 haloperidol, dokonana przez
A. Carlssona i M. Lindqvista w 1963 (Carlsson i Lindqvist, 1963) byta kamieniem milowym
w psychiatrii. Zablokowanie transmisji dopaminergicznej jest nadal podstawowa cechg wielu

lekow przeciwpsychotycznych (Vikram i wsp., 2010).

U zdrowych osob, substancje zwickszajace uwalnianie DA (np. amfetamina) lub prekursor
DA taki jak L-DOPA, moga wywota¢ objawy psychotyczne, a osoby ze schizofrenig
wykazuja wigkszg wrazliwos¢ na ich dziatanie (Vikram i wsp., 2010; Lieberman i wsp.,
1987). W wielu badaniach obserwowano zwigkszong aktywno$¢ uktadu dopaminergicznego
w STR w kontekécie schizofrenii (Howes i wsp., 2012). Wigkszo$¢ neuronow
dopaminergicznych znajduje si¢ w $rodmozgowiu, glownie w istocie czarnej zbitej
(substantia nigra pars compacta - SNpc) i brzusznej okolicy nakrywki (ventral tegmental
area - VTA), wysylajac projekcje do STR, jadra potlezacego przegrody (nucleus accumbens —
NAc) oraz kory (cortex — CX) (Haber, 2014). Warto zauwazyé, ze wraz Z roZwojem
precyzyjnych technik obrazowania in vivo, asocjacyjny region STR zostat zidentyfikowany
jako glowne zrodlo dysfunkcji transmisji dopaminergicznej (Kegeles i wsp., 2010) i wynik
ten zostal wielokrotnie potwierdzony w kolejnych badaniach (McCutcheon i wsp., 2018).
Nadaktywno$¢ ukladu dopaminergicznego w STR powigzano z nadmierng aktywnoscia
dopaminergiczng w szlaku mezolimbicznym (McCutcheon i wsp., 2019), w tym ze
zwickszong zdolnoscig syntezy i uwalniania DA (McCutcheon i wsp., 2018; 2020). Laruelle i
wspolpracownicy (1999) wykazali, Ze przejSciowe nasilenie objawow psychotycznych
wywotane substancjami stymulujacymi jest zwigzane z nadmierng aktywacja uktadu
dopaminergicznego w STR u o0so6b ze schizofrenig i zjawisko to bylo obserwowane na
poczatku choroby 1 podczas jej zaostrzen, ale nie w okresach remisji. Dodatkowo wykazano,
ze wzrost syntezy DA wigze si¢ bezposrednio z nasileniem objawow wytworczych u
pacjentow (Jauhar i wsp., 2017), a zwickszona zawartos¢ DA w obszarach podkorowych
uwaza si¢ za prognostyczng dla pozytywnego wyniku leczenia (Abi-Dargham i wsp., 2000).
Interesujacym jest, ze pacjenci oporni na leczenie farmakologiczne wykazujg brak istotnych
zmian we wskaznikach syntezy DA (Demjaha i wsp., 2011), a pacjenci wykazujacy gorsza
odpowiedz na leczenie przeciwpsychotyczne wykazuja nizsze poziomy DA w obszarach
synaptycznych (Abi-Dargham i wsp., 2000), co potwierdza istotng role wlasciwosci
antydopaminergicznych stosowanej farmakoterapii.



Hipoteza dopaminergiczna moze wyjasnia¢ zrodto pewnych symptomow schizofrenii,
zwlaszcza objawow wytworczych (Yui 1 wsp., 2000), niemniej jednak fizjologiczne zrodio
pochodzenia negatywnych 1 poznawczych objawow choroby wcigz pozostawato
niewyjasnione. Przedstawiono wigc teorie, ze dysfunkcja uktadu dopaminergicznego musi
rozciggac si¢ na inne regiony mozgu (Weinberger 1 wsp., 1992). Kolejne badania wykazaty
oslabiong sygnalizacj¢ dopaminergiczng w grzbietowo-bocznej korze przedczotowej
(dorsolateral prefrontal cortex - DLPFC) w schizofrenii. DLPFC jest regionem moézgu
kluczowym dla r6znych zadan behawioralnych i funkcji wykonawczych, takich jak pamig¢
robocza, elastyczno$¢ poznawcza, planowanie, hamowanie zachowania i rozumowanie
abstrakcyjne (Jung 1 wsp., 2022). Wykazano, ze pacjenci ze schizofrenia wykazujg
zmniejszone uwalnianie DA w DLPFC po stymulacji amfetaming i dowiedziono, Ze zmiana ta
koreluje z aktywacja DLPFC w zadaniach wymagajacych aktywacji procesow pamieci
roboczej (Slifstein 1  wsp., 2015). Badania nad wplywem atypowych lekéw
przeciwpsychotycznych na funkcje poznawcze wykazaty zwigkszong aktywnos$¢ w obszarach
czolowych u pacjentow ze schizofrenig po zastosowaniu leczenia przeciwpsychotycznego
(Abbot i wsp., 2013). Odnoszac si¢ do przedstawionych wynikow, nie jest zaskakujace, ze
leki przeciwpsychotyczne blokujace transmisj¢ dopaminergiczng nie s3 w stanie zniwelowaé

tych objawow u pacjentow.

1.3. Hipoteza glutaminianowa schizofrenii

Biorgc pod uwage fakt, ze leki przeciwpsychotyczne majg znikomy wplyw na objawy
negatywne i poznawcze, hipoteza zaburzonej transmisji dopaminergicznej nie ttumaczy w
petni patofizjologii schizofrenii (Lim i wsp., 2016). Dodatkowo zmiany w obszarach
korowych koreluja w wiekszym stopniu z objawami negatywnymi lub poznawczymi niz z
epizodami psychotycznymi (Davis i wsp., 1998; Johnstone i wsp., 1989). Jest zatem mato
prawdopodobne, aby szlaki dopaminergiczne byly jedynym zaburzonym systemem w
przebiegu choroby (Coyle i Balu, 2018). Obserwacje te wskazuja na obecno$¢ innych

zaburzonych uktadow neuroprzekaznictwa w patofizjologii choroby.

Glutaminian (GLU) jest najobficiej wystepujacym neuroprzekaznikiem w mozgu kregowcow,
o dziataniu pobudzajagcym na osrodkowy uktad nerwowy (OUN) (Zhou i wsp., 2014), a
komorki glutaminianergiczne wykazuja okoto 60-80% catkowitej aktywnosci metabolicznej

moézgu (Rothman i wsp., 2003). GLU wykazuje dziatanie na szereg receptorow, takich jak



jonotropowy receptor N-metylo-D-asparaginianowy (NMDAR), receptor kwasu a-amino-3-
hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowego (AMPAR) czy receptor kainowy oraz
metabotropowe receptory glutaminianowe (mGLU) (Ribeiro 1 wsp., 2017). Poprzez aktywacj¢
wyzej wymienionych receptorow, GLU kontroluje podstawowe funkcje mozgu, takie jak
tworzenie sieci neuronalnych podczas rozwoju uktadu nerwowego, plastyczno$¢ neuronalng
(kluczowa dla uczenia si¢ i pamigci) oraz regeneracjc OUN (McEntee i Crook, 1993;
Meldrum, 2000). W kontekScie schizofrenii, najwazniejszg rol¢ w patofizjologii choroby
wydajg si¢ petnic NMDAR (Hyun i wsp., 2020).

Po odkryciu receptorow NMDA nastgpita synteza i badanie NMDA przez Watkinsa i
wspotpracownikow (Watkins, 1981). W dalszych badaniach stwierdzono, ze NMDAR
odgrywaja zasadniczg rol¢ w funkcjach synaptycznych, takich jak transmisja i plastycznos$é,
uczenie si¢, pamieé¢, rozwoj neuronalny, udar, drgawki, ekscytotoksyczno$é i innych, zarowno

fizjologicznych, jak i patologicznych procesach mézgu (Monaghan i Jane, 2009).

Pierwsze przestanki na temat zaburzonych funkcji uktadu glutaminianergicznego w przebiegu
schizofrenii pojawily si¢ pod koniec lat 40. XX wieku, kiedy odkryto, ze leczenie GLU
pacjentow ze schizofrenig katatoniczng przynosi pozytywne efekty (Kintzinger i Arnold,
1949). Pdzniej, w 1980 roku zaobserwowano obnizony poziom GLU (0 okoto 50%) w ptynie
mozgowo-rdzeniowym (cerebrospinal fluid - CSF) osob ze schizofrenig (Kim i wsp., 1980),
co rozpoczeto kolejne lata badan nad rola GLU w przebiegu choroby i jej rozwoju. Od tego
czasu wcigz ros$nie liczba dowodow na zmiany w funkcjonowaniu uktadu

glutaminianergicznego i transmisji GLU.

Pierwotnie teoria glutaminianowa schizofrenii mowila o ostabionej transmisji GLU, jednak na
przestrzeni lat, wraz z rozwojem badan, teoria ta byta modyfikowana i rozwijana (Howes i
wsp., 2015). Istotng role systemu glutaminianergicznego w schizofrenii potwierdzaja rowniez
badania genetyczne, w ktorych wykazano zaburzenia w obrebie gendéw zwigzanych z
kodowaniem podjednostek NMDAR (np. gen GRIN2A) czy genow istotnych dla aktywacji
NMDAR (np. gen SRR) (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics
Consortium, 2014). Jedna z metaanaliz wykazata obnizone poziomy matrycowego RNA
(mRNA) dla biatka GIuN1 (obligatoryjnej podjednostki NMDAR) w po$miertnych badaniach
tkanki moézgowej pacjentow ze zdiagnozowang schizofrenig (Catts 1 wsp., 2016) oraz
obnizone poziomy GluN1 w zakrecie zebatym hipokampa (hippocampus — HIP) (Stan i wsp.,

2015). Co wigcej, we frakcji postsynaptycznej uzyskanej posmiertnie z tkanek pacjentéw
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chorych na schizofrenig, stwierdzono zmniejszenie aktywnosci kaskad sygnalowych
zwigzanych z NMDAR w obrebie DLPFC (Banerjee 1 wsp. 2015). Istnieja rowniez dowody
na obnizong funkcjonalno$¢ NMDAR, ktore zostaly uzyskane w badaniach obrazowania in
vivo. W jednej z metaanaliz przedstawiono wyniki sugerujace obnizony poziom GLU w
obszarach czotowych pacjentow ze schizofrenia, mierzony metoda spektroskopii

magnetycznego rezonansu protonowego (Marsman i wsp., 2013).

Istnieje kilka hipotez wyjasniajacych role obnizonej aktywnosci NMDAR w symptomach
schizofrenii. Po pierwsze, niedostateczna aktywacja NMDAR na interneuronach kwasu
y-aminomaslowego (GABA), zwlaszcza tych wykazujacych ekspresj¢ parwalbuminy
(parvalbumin - PV), prowadzi do zaburzonych funkcji sieci korowej i efekt ten obserwowany
jest u pacjentow ze schizofrenig (Lisman i wsp., 2008; Jadi i wsp., 2015). Co wigcej,
obnizona aktywno$¢ NMDAR na interneuronach korowych moze prowadzi¢ do zwigkszone;j
aktywacji neurondéw glutaminianergicznych, co skutkuje zbyt wysoka aktywnoS$cia
interneuronow  GABA w regionie VTA. Efekt ten ostabia mezokrotykalng transmisje
dopaminergiczng, prowadzac do zmniejszonego uwalniania DA i tym samym przyczynia si¢
do powstawania negatywnych i/lub poznawczych symptomoéw schizofrenii. Ponadto
odhamowanie interneuronéw w obszarach kory prowadzi do wzmozonej aktywacji korowych
projekcji glutaminianergicznych, a tym samym do zwigkszonej aktywacji dopaminergicznego
szlaku mezolimbicznego, przyczyniajac si¢ tym samych do wystapienia objawow
wytworczych (Ellaithy i wsp., 2015). Dodatkowo, w korze przedczotowej (prefrontal cortex —
PFC) pacjentow ze schizofrenig stwierdzono zaburzony poziom receptoréw dla serotoniny (5-
HT) — 5-HT1a i 5-HT2a, ktore sa celem dla lekow przeciwpsychotycznych, a dodatkowo
regulujg aktywno$¢ NMDAR (Youen i wsp., 2005; Selvaraj i wsp., 2014; Dantsuji i wsp.,
2019).

Glutaminianowa teoria schizofrenii jest silnie wspierana przez badania okreslajace wptyw
antagonistbw NMDAR na osoby zdrowe 1 pacjentow ze zdiagnozowang choroba.
Fencyklidyna (phencyclidine - PCP) i ketamina, antagoniS§ci NMDAR, wywotujg objawy
schizofrenii u zdrowych ochotnikéw, w tym objawy wytworcze i negatywne, a takze
pogorszenie funkcji poznawczych. Warto zauwazy¢, ze stan psychotyczny wywotany przez
PCP Iub ketaming u 0s6b zdrowych jest trudny do odroznienia od psychozy wystepujacej w
schizofrenii (Uno i Coyle, 2019). Dodatkowo, antagonisci NMDAR podawani pacjentom ze
schizofrenig znaczgco nasilaja objawy choroby (Adell, 2020). Wykazano réwniez, ze

ketamina zwigksza uwalnianie DA w Dbrzusznym rejonie STR, co jest zwigzane z
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pojawieniem si¢ objawdéw psychotycznych (Vollenweider i wsp., 2000). Podobny efekt
obserwuje si¢ w badaniach na zwierzetach, w ktorych zaobserwowano wzrost uwalniania DA
w STR po podaniu antagonisty NMDAR. Co wigcej, podanie PCP powoduje zmniejszone
uwalnianie DA w obszarach przedczotowych moézgu, co jest cechg charakterystyczng

patofizjologii schizofrenii (Nakazawa i Sapkota, 2021).

Bioragc pod uwage obecno$¢ miejsca wigzania dla PCP 1 ketaminy w NMDAR oraz fakt, ze
leki te wigzg Si¢ z receptorem jako niekompetycyjny antagonista i wywotujg objawy podobne
do tych obserwowanych w schizofrenii, wysunigto wniosek, ze symptomy choroby wystepuja
w wyniku niedostatecznej aktywacji NMDAR (Uno i Coyle, 2019; Adell 2020). Teoria
glutaminianowa schizofrenii, obok teorii dopaminowej, jest obecnie najbardziej ugruntowang
hipoteza dotyczaca patofizjologii choroby, a jej zatozenia stuza do tworzenia zwierzgcych

modeli schizofrenii.

1.3.1. Modele zwierzece oparte na glutaminianowej teorii schizofrenii

W odniesieniu do hipotezy glutaminianowej schizofrenii, warto wspomnie¢ o zwierzgcych
modelach choroby opartych na tej teorii. Do modelowania objawdw schizofrenii u zwierzat
(gtéwnie gryzoni) w badaniach przedklinicznych, wykorzystuje si¢ podania antagonistow
NMDAR takich jak ketamina, PCP czy dizocylpina (MK-801), a leki przeciwpsychotyczne sg
w stanie odwroci¢ zaburzenia wywolane przez podanie wymienionych substancji (Neill i
wsp., 2022). Niemniej jednak warto wspomnieé¢, ze zaden z modeli zwierzecych nie jest w
stanie odtworzy¢ pelnego zakresu objawow danego schorzenia, zwlaszcza w przypadku tak

ztozonej choroby psychicznej jak schizofrenia.

Wykazano, ze antagonisci NMDAR powoduja wzrost poziomu DA w szlaku
mezolimbicznym, co jest zwigzane ze zwigkszong aktywnos$cig lokomotoryczng badanych
zwierzat (Yan i wsp., 1997; Sitges i wsp., 2000; Kraeuter i wsp., 2020) i przyjmuje si¢, ze
takie zachowanie odzwierciedla wytworcze objawy choroby (Brisch i wsp., 2014).
Dodatkowo, niedostateczna aktywacja NMDAR prowadzi do nadmiernego uwalniania GLU
w rejonach czotowych, co moze by¢ zwigzane z wystepowaniem objawOw negatywnych
(Moghaddam 1 Javitt, 2012). Uwaza si¢, ze zachowania zwierzat wskazujace na zaburzenia
funkcji pamigciowych 1 zaburzone zachowania socjalne odzwierciedlaja poznawcze i
negatywne objawy schizofrenii, a antagoniSci NMDAR wykazuja wysoka skuteczno$¢ w
wywotywaniu tego typu zaburzen (Neill 1 wsp., 2010; Perdikaris i Dermon, 2022). Objawy
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negatywne i pogorszenie funkcji poznawczych u zwierzat mozna mierzy¢ przy pomocy
szeregu testow behawioralnych, ktore Oceniaja: zaburzenia pamigci (np. test rozpoznawania
nowego obiektu (novel object recognition test - NORT), test labiryntu Y, test pamigci strachu
(fear memory test - FMT), procesy zwigzane z uwagg (np. test przelgczania uwagi) i
zachowania socjalne (np. test interakcji socjalnych; social interaction test - SIT). Wykazano
takze, ze antagoniSci NMDAR powoduja zaburzenia bramkowania sensomotorycznego, co
jest charakterystyczne dla pacjentow ze schizofrenig (Geyer, 2006; San-Martin i wsp., 2020).
U zwierzat zjawisko to mozna zmierzy¢ za pomocg testu bramkowania sensomotorycznego
(prepulse inhibition - PPI) w odpowiedzi na przestraszenie. Ocena PPI jest bezposrednio
zwigzana z oceng neuronalnych mechanizméw bramkowania sensomotorycznego, co ma
Kluczowe znaczenie dla zapobiegania nadmiernej stymulacji i zdolnosci koncentracji na
waznym bodzcu wsrdd innych dystraktorow (Gomez-Nieto i wsp., 2020).

Poza odpowiedzig behawioralng, antagonisci NMDAR wywotuja takze szereg zmian
molekularnych w OUN, ktore sg charakterystyCzne dla pacjentow ze schizofrenia.

Po pierwsze, wykazano, ze niedoczynnos¢ NMDAR zaburza poziomy neurotroficznego
czynnika pochodzenia mozgowego (brain derived neurotrophic factor - BDNF) w moézgach
zwierzat (Biaton 1 Wasik, 2022). BDNF jest czgsteczka kluczowg dla procesow neurogenezy,
synaptogenezy i plastyczno$ci synaptycznej, a jej funkcje i ekspresja moga by¢ regulowane
przez aktywno$¢ NMDAR (Libman-Sokotowska i wsp., 2015; Yu 1 wsp., 2021). Obnizony
poziom BDNF zaobserwowano w surowicy i tkance moézgowej (badanej post mortem)
pacjentow ze schizofrenig (Libman-Sokotowska 1 wsp., 2015), a badania pokazaty, ze niskie
stezenie BDNF jest zwigzane z pogorszeniem funkcji poznawczych (Chen i wsp., 2020).

Co wigcej, doniesiono, ze antagonisci NMDAR wptywaja na uktad immunologiczny i procesy
oksydacyjne w OUN. W badaniach przedklinicznych MK-801, PCP i ketamina zwigkszyty
poziom cytokin prozapalnych, takich jak interleukina 6 (IL-6), interleukina 1B (IL-1pB) czy
czynnik martwicy nowotworu o (tumor necrosis factor o — TNF- a) (da Silva Aratjo i wsp.,
2017; Xiao i wsp., 2019; Wang i wsp., 2021), wptywajac na odpowiedz zapalng organizmu.
Dodatkowo zwiazki te zmieniaja przebieg proceséw oksydacyjnych i zaburzaja wewngtrzne
systemy obronne przed stresem oksydacyjnym (oxidative stress - OS), gdyz po podaniu
antagonisty NMDAR zaobserwowano obnizone poziomy glutationu (glutathione — GSH),
zmieniong aktywno$¢ enzymow zwigzanych z procesami oksydacyjnymi oraz zwigkszone
stezenia dialdehydu malonowego (malondialdehyde — MDA) (Biaton i Wasik, 2022).
Wreszcie, indukowanie hipoaktywnosci NMDAR przez podawanie antagonistow tego

receptora, prowadzi do zaburzenia rownowagi w procesach pobudzenia’hamowania w OUN.
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Zaburzone uwalnianie DA, 5-HT, noradrenaliny (NA) czy GLU odnotowano w zwierzgcych
modelach choroby (Biaton i Wasik, 2022). Dodatkowo wykazano, ze substancje takie jak
ketamina, PCP i MK-801 zaburzajg transmisj¢ GABA oraz obnizajg poziom tego
neuroprzekaznika (Pérez i wsp., 2019; Wang i wsp., 2021).

Podsumowujac, farmakologicznie indukowana hipofunkcja NMDAR stuzy jako dobrze
zbadany i szeroko stosowany model do badania zaburzen podobnych do schizofrenii u
zwierzat. Jednak warto pamigta¢, ze narzedzia farmakologiczne wykorzystywane do
modelowania choroby nie s3 w stanie w peini nasladowac¢ ztozono$ci choroby. Modele te sg
przydatne raczej do nasladowania objawow podobnych do schizofrenii i1 dziatania

potencjalnych lekow, niz badania czynnikow wywotujacych chorobe.

1.4. Rola stresu oksydacyjnego w schizofrenii

Obecnie duza liczba badan wskazuje na obecno$¢ wzmozonego stresu oksydacyjnego w
licznych chorobach OUN. Okoto 90% energii mozgu jest dostarczane przez procesy tlenowe
(Lohr i wsp., 1995), dlatego tkanka OUN jest silnie narazona na intensywny metabolizm
oksydacyjny. Co wigcej, sam proces metabolizmu neuroprzekaznikow jest obcigzony
generowaniem wolnych rodnikow (Wang i wsp., 2010) czynigc OUN bardziej podatnym na
uszkodzenia spowodowane OS. Warto zauwazy¢, ze komorki neuronalne wykazuja staby
system obrony antyoksydacyjnej wykazujac stosunkowo niski poziom zredukowanego GSH,
katalazy (catalase - CAT), dysmutazy ponadtlenkowej (superoxide dismutase - SOD) i
peroksydazy glutationowej (glutathione peroxidase - GPx) (Baxter i Hardingham, 2016;
Dwivedi i wsp., 2020; Djordjevi¢, 2021), a czasteczki te sg kluczowe w utrzymaniu
homeostazy oksydacyjnej. Wigkszo§¢ dowodow wskazuje na rolg zaburzonych procesow OS
réwniez w schizofrenii, pokazujac, ze genetyczne i srodowiskowe czynniki ryzyka choroby
moga by¢é powigzane z OS 1 mogg wplywa¢ na procesy neurorozwojowe czy
neuromodulacyjne kluczowe dla patogenezy choroby (Koga i wsp., 2015). Wczesniejsze
badania wykazaty, ze brak rownowagi w procesach OS moze wptywaé na patofizjologie
schizofrenii na poprzez roézne mechanizmy. Odnoszac si¢ do dostepnej literatury,
polimorfizmy genetyczne zwigzane z genami zwigzanymi z OS (np. transferazy glutationu-S)
moga by¢ zwigzane z podatnoscig na schizofreni¢ (Chowdari i wsp., 2011). Wykazano
rowniez, ze zaburzenia wystepujace w genach zwigzanych z synteza GSH i

przeciwutleniaczami zaleznymi od GSH majg zwigzek ze schizofrenig (Gysin i wsp., 2007).
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Ponadto wykazano, ze nieprawidlowosci genetyczne zwigzane z genami dla tlenku azotu
(nitric oxide - NO) sg zaburzone w przebiegu choroby (Nasyrova i wsp., 2015). Zmniejszona
synteza NO w mozgu jest sugerowana jako czynnik ryzyka zaburzen psychicznych, a brak
neuronalnego NO wydaje si¢ by¢ zwigzany ze spadkiem funkcji poznawczych (Kirchner i
wsp., 2004; Dec i wsp., 2014). Po drugie, nasilone procesy OS i podwyzszone poziomy
reaktywnych form tlenu (reactive oxygen species - ROS) podczas procesow
neurorozwojowych, mogg by¢ spowodowane np. infekcjg lub cukrzyca u matki 1 moga
wptywaé¢ na funkcjonalno$¢ blon komoérkowych i1 prowadzi¢ do zaburzen rownowagi
neuroprzekaznikow w mozgu ptodu (Ermakov i wsp., 2021), tym samym zwigkszajac ryzyko
epizodow psychotycznych w przysztosci.

Poprzednie badania dotyczyly roli i zaburzen markeréw OS w przebiegu schizofrenii,
zarébwno u ludzi, jak i zwierzat. Jednym z szeroko badanych markerow OS jest wspomniany
wczesniej MDA, koncowy produkt peroksydacji lipidow, w ktorej ROS powoduja
bezposrednie uszkodzenie lipidow w blonach komoérkowych (Ayala i wsp., 2014), co moze
prowadzi¢ do uszkodzen oksydacyjnych mozgu (Mahadik i wsp., 2001). Stwierdzono wzrost
poziomu MDA w surowicy (Hursitoglu i wsp., 2021) i osoczu (Buosi i wsp., 2021) 0sob ze
schizofrenig. Rowniez ostatnie badania przedkliniczne wykazaty wzrost stezenia MDA w
zwierzecych modelach schizofrenii (Estaphan i wsp., 2021; Liang i wsp., 2022).

Innym szeroko badanym zwigzkiem zwigzanym z OS w schizofrenii jest GSH, ktory jest
fizjologicznym przeciwutleniaczem i odgrywa kluczowa role w ochronie komoérek przed ich
uszkodzeniem w wyniku procesow OS (Homma i Fujii, 2015). Wykazano, ze poziom GSH
jest obnizony zarowno u pacjentow na etapie epizodu ostrej psychozy, jak i u pacjentow
przewlekle chorujacych na schizofreni¢ (Bokkon i Anta, 2011; Upthegrove i Khandaker,
2020). Podobne rezultaty otrzymano w badaniach w wykorzystaniem modeli zwierz¢cych
(Radonji¢ i wsp., 2012; Biaton i Wasik, 2022). Warto zauwazy¢, ze farmakologicznie
indukowany niedobdr GSH jest wykorzystywany do modelowania objawow schizofrenii u
gryzoni w stadium neurorozwoju (Goérny i wsp., 2020). Dodatkowo, GSH wzmacnia
odpowiedz indukowang przez interneurony GABA, a niski poziom GSH moze prowadzi¢ do
ostabionych proceséw hamowania w ktérych posredniczy GABA. Tym samym zmniejszone
poziomy GSH wptywaja negatywnie na oczekiwang funkcj¢ neuronéw GABAergicznych w
PFC poprzez eliminacj¢ efektu hamujacego w tym regionie, co moze przyczyniac¢ si¢ do
powstawania wytworczych objawow choroby (Cabungcal i wsp., 2006).

Co wigcej, rowniez poziomy i aktywnos$¢ enzymow zwigzanych z OS wydaja si¢ byc
zaburzone w przebiegu choroby, jednak wyniki badan oceniajagcych te parametry sa raczej
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niespojne. Poziomy i/lub aktywnos$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych, takich jak SOD, GPX i
CAT, sa najczgéciej mierzone w celu oznaczenia zdolnosci antyoksydacyjnej organizmu w
roéznych stanach fizjologicznych i chorobowych, w tym schizofrenii (Boskovi¢ i wsp., 2011).
Wykazano, ze poziomy SOD, GPx i CAT sg obnizone w przebiegu choroby (Tsugawa i wsp.,
2019; Ermakov i wsp., 2021), a aktywnos¢ SOD koreluje negatywnie z wystepowaniem
objawOw pozytywnych u pacjentdow w pierwszym epizodzie schizofrenii (Wu i wsp., 2012).
Niemniej jednak niektore badania wykazatly zwigkszong aktywno$¢ enzymow
antyoksydacyjnych w moézgu pacjentow ze schizofrenia, co moze sugerowaé nasilenie
procesow zwigzanych z OS i zaburzenie pracy systemow antyoksydacyjnych, poprzez trwata
ekspozycje na OS (Rukmini i wsp., 2004). Dodatkowo, aktywno$¢ SOD moze by¢ zalezna od
przebiegu choroby: liczby epizodow psychotycznych, czasu trwania i poczatku choroby oraz
leczenia — przyktadowo aktywno$¢ SOD jest wyzsza u mtodych pacjentow, we wczesnym
stadium schizofrenii (Pordevici wsp. , 2017).

W przypadku GPx wykazano, ze aktywnos$¢ tego enzymu jest zmniejszona o okoto 67% w
krwi pacjentow ze schizofrenia w poréwnaniu do oséb zdrowych (Dietrich-Muszalska i
Kwiatkowska, 2014), niemniej jednak w niektorych badaniach stwierdzono niezmienione
poziomy GPx u 0sob cierpigcych na t¢ chorobg (Buosi i wsp., 2021). Co ciekawe, znacznie
nizsze poziomy SOD i GPx stwierdzono u mlodych osoéb z bardzo wysokim ryzykiem
psychozy, co sugeruje, ze zachwiana rownowaga systemu obrony przed OS moze wystgpi¢
jeszcze przed wystgpieniem pierwszych objawoéw choroby (Zeni-Graff i wsp., 2019).
Wiekszo$¢ badan wykazata zmniejszong aktywno$¢ CAT u pacjentow ze schizofrenia, jednak
pacjenci poddani statej farmakoterapii wykazuja zwigkszong aktywnos¢ CAT (Flatow i wsp.,
2003). Warto zauwazy¢, ze aktywno$¢ CAT 1 SOD jest tez ujemnie skorelowana z dawka
lekow przeciwpsychotycznych (Raffa 1 wsp., 2012).

Badania dotyczace pozioméw i/lub aktywnosci enzymow wydajg si¢ przynosi¢ niespojne
wyniki porownujace parametry uzyskane od pacjentdow ze schizofrenig i osob zdrowych.
Warto jednak zauwazy¢, ze schizofrenia jest chorobg wysoce niejednorodng, a wewnetrzny
mechanizm obrony przed OS moze by¢ zalezny od etapu choroby. Dodatkowo zmiany w
aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych moga odzwierciedla¢é mechanizmy kompensacyjne
zalezne od czasu trwania ekspozycji organizmu na OS (Djordjevi¢, 2022).

W odniesieniu do hipotezy rozwoju choroby zwigzanej z GLU oraz badan potwierdzajgcych
role OS w patofizjologii schizofrenii, warto wspomnie¢, ze aktywno§¢ NMDAR moze by¢
redukowana przez OS, co moze prowadzi¢ do odhamowania komorek piramidowych i

niekontrolowanego uwalniania GLU (Traynelis i wsp. 2010). Dodatkowo, niedostateczna
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aktywacja NMDAR moze prowadzi¢ do nasilenia procesow OS — badania wykazaly, ze
wlasciwa  aktywno$¢  synaptycznych NMDAR  kontroluje  wydajno$¢  szlakow
antyoksydacyjnych (np. powigzanego z GSH) poprzez kontrolowanie kilku kluczowych
gendéw antyoksydacyjnych na poziomie transkrypcji (Baxter i wsp., 2015; Papadia i wsp.,
2008). Poprzednie badania wskazuja, ze czasteczki utleniajace badz redukujace GSH,
ostabiaja prady wytwarzane przez NMDAR w FCX (Aizenman i wsp., 1990) oraz HIP (Do i
wsp., 2009)

Co wazne, wickszo§¢ dowodow wskazuje na Skuteczno$¢ leczenia zwigzkami
antyoksydacyjnymi w tagodzeniu objawow schizofrenii u zwierzat (Garcia-Partida i wsp.,
2022), Wykazano, ze N-acetylocysteina (NAC) stosowana jako dodatkowa terapia do
atypowych lekéw przeciwpsychotycznych, skutecznie tagodzi wytworcze, negatywne i
ogolne objawy u pacjentow ze schizofrenig (Chen i1 wsp., 2016). Biorac pod uwage fakt, ze
czasteczki przeciwutleniajgce, takie jak np. NAC, wykazuja wysoki profil bezpieczenstwa,
wyniki te sugeruja korzystne dziatanie zwigzkow przeciwutleniajgcych jako dodatkowa

terapia w przebiegu schizofrenii.

1.5. Rola stanu zapalnego w schizofrenii

Stan zapalny w OUN ma dwojaki charakter — moze mie¢ dziatanie neuroprotekcyjne lub
neurotoksyczne (Holfheld i wsp., 2007). Ostra odpowiedz zapalna w OUN (np. ostre
zapalenie mdzgu) moze stanowi¢ stan zagrozenia zycia w ciggu kilku godzin lub dni, podczas
gdy przewlekle zapalenie moze by¢ powigzane z uposledzeniem funkcji OUN utrzymujacym
si¢ przez miesiace, lata, a hawet przez cate zycie (Miiller i wsp., 2015).

Wiele dowodoéw wskazuje na zwigzek pomiedzy przewleklym stanem zapalnym w OUN i
schizofrenig oraz zwigkszonymi poziomami cytokin prozapalnych i zaburzeniem bariery
krew-mozg u pacjentow (Nakazawa i Sapkota, 2020). Co wigcej, ostatnie badania wykazaty
zalezno$¢ pomiedzy chorobg jaka jest schizofrenia a uktadem immunologicznym, a u
pacjentow znaleziono przeciwciala zwigzane z autoimmunizacjg, takie jak przeciwciata anty-
DNA, anty-histonowe lub anty-NMDAR (Reale i wsp., 2021).

Woczesniejsze badania wykazaly, ze zaburzenia inne niz obejmujace OUN (np. zaburzenia
uktadu immunologicznego) wystepuja z podobna czestoscia jak nieprawidtowosci zwigzane z
OUN w pierwszym epizodzie psychotycznym (Pillinger i wsp., 2019). Dodatkowo, objawy

schizofrenii, takie jak psychoza, zaobserwowano u pacjentdow z rozpoznaniem wirusowego
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zakazenia OUN (Chiveri 1 wsp., 2003), encefalicznej postaci stwardnienia rozsianego (Becker
1997), odry (Stein-Zamir i wsp., 2021) i innych (Miiller i wsp., 2015).

Liczne badania wykazaly takze wpltyw matczynej aktywacji immunologicznej (maternal
immune activation - MIA) na zwiekszone ryzyko wystgpienia schizofrenii u potomstwa, a
jedna z pierwszych obserwacji byt zwiagzek z wystgpieniem zwigkszonej ilosci przypadkow
psychoz i schizofrenii po pandemii grypy (Brown i wsp., 2010; Kepinska i wsp., 2020).
Dalsze badania na modelach zwierzecych potwierdzity role stanu zapalnego w patofizjologii
schizofrenii i pokazaly, ze prenatalne zaburzenia w obrebie uktadu immunologicznego
przyczyniaja si¢ zarowno do zmian morfologicznych, jak i czynnosciowych w mozgu (Boksa
I wsp., 2010). W zwierzgcych modelach choroby, w ktorych wykorzystuje si¢ prenatalng
aktywacje immunologiczng, doroste potomstwo wykazuje nieprawidtowy poziom cytokin we
Krwi na etapie rozwoju, ktory odpowiada wiekowi zachorowania na schizofreni¢ (Miller i
wsp., 2011). Wykazano, ze prenatalna ekspozycja na stan zapalny zmienia ekspresje genow w
HIP 1 znaczne uposledza funkcje szlakow GABAergicznych, glutaminianergicznych i
serotoninergicznych, dajac efekty podobne do tych obserwowanych w schizofrenii (de
Bartolomeis 1 wsp., 2022). Podczas infekcji w czasie cigzy, czasteczki prozapalne sg w stanie
dosta¢ si¢ do moézgu plodu wraz z krwig matki 1 aktywowaé dalsza odpowiedz zapalng
poprzez zwigkszenie poziomu cytokin i uwalnianie przeciwciat, ktore nasilajg stan zapalny
OUN. Kaskada reakcji zwigzana z nasilonym stanem zapalnym negatywnie wplywa na
fizjologiczne etapy rozwoju mozgu, takie jak mielinizacja, eliminacja synaps lub tworzenie
si¢ sieci neuronalnych (Barichello i wsp., 2020).

W 2009 roku Monji i wspotpracownicy przedstawili interesujacg teori¢ schizofrenii zwigzang
z procesem zapalnym. Zasugerowali, ze czynniki stresujace, takie jak powiktania
okotoporodowe czy infekcje, moga prowadzi¢ do aktywacji mikrogleju, a w efekcie do
zwigkszonego uwalniania cytokin prozapalnych. Te z kolei prowadza do zaburzenia procesow
neurogenezy, postepujacej neurodegeneracji i1 zaburzen w obrgbie istoty bialej, ktore
przyczyniaja si¢ do patofizjologii choroby (Monji wsp., 2009). Hipoteza ta wskazuje na
wazng rolg proceséw neurorozwojowych i immunologicznych w etiologii choroby.

Badajac krew obwodow3a pacjentéw ze schizofrenig mozna wnioskowaé, ze wystepuja u nich
zaburzenia w obrebie r6znych uktadow, w tym immunologicznego (Pillinger i wsp., 2019).
Wyniki badan wskazujg na nieprawidlowy poziom cytokin zaréwno u pacjentdow, jak i ich
krewnych pierwszego stopnia, sugerujac uposledzenie uktadu immunologicznego jako
mozliwy endofenotyp choroby (Miller i wsp., 2011). Wczesniejsze badania wykazaly, ze

geny zwigzane z uktadem odporno$ciowym, cytokinami i szlakami cytokin sg powigzane ze
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schizofrenig (Jia i wsp., 2010). Czasteczki zwigzane ze stanem zapalnym byly szeroko badane
w schizofrenii i uwazane za mozliwy, tatwy do zmierzenia biomarker choroby oparty na
badaniach krwi, ktory moze by¢ rowniez przydatny w opracowaniu nowych metod leczenia.
IL-6 jest wydzielana przez roznego rodzaju komorki w przebiegu stanu zapalnego i jest
najczesciej badana cytoking w kontekscie patofizjologii 0 podtozu zapalnym, wykazujac tym
samym konsekwentnie zwigkszone poziomy w badanych chorobach (Fond i wsp., 2020).
Badania wskazujg, ze nadmierna ekspresja IL-6 w OUN jest gtownym czynnikiem
podtrzymujgcym przewlekly stan zapalny w zaburzeniach neurologicznych, m.in. w
autoimmunologicznym zapaleniu moézgu (Hunter i Jones, 2015). Badania populacyjne
wykazaly korelacje pomiedzy podwyzszonym poziomem IL-6 w surowicy a ryzykiem
wystgpienia epizodow psychotycznych u mtodych ludzi (Khandaker i wsp., 2014). Pierwsza
metaanaliza, ktora weryfikowata wyniki odno$nie zwigzku poziomu cytokin i schizofrenii,
wykazala istotny wzrost poziomu IL-6 u pacjentow z pierwszym epizodem psychicznym i
ostrym nawrotem choroby (Borovcanin i wsp., 2017). Ponadto poziom IL-6 koreluje z
wystgpieniem i intensywnoscig objawow wytworczych (Chase i wsp., 2016), negatywnych
(Kim i wsp., 2000) oraz poznawczych (Frydecka i wsp., 2015). Niemniej jednak niektore
badania wykazaly brak korelacji miedzy poziomem IL-6 a nasileniem wspomnianych
symptoméw (Chumakov i wsp., 2022). Wczesniejsze badania wykazaty takze obnizenie
poziomu IL-6 po zastosowaniu farmakologicznego leczenia przeciwpsychotycznego (Miller i
wsp., 2011).

Wyniki poprzednich badan wskazuja, ze IL-6 wplywa na neurotrasnmisj¢ katecholamin,
takich jak DA lub 5-HT, zwigkszajac ich wychwyt zwrotny w FCX i HIP. Ponadto IL-6
aktywuje szlak kynureninowy, ktory jest zaangazowany w kontrole neurotransmisji
glutaminianergicznej (Borovcanin i wsp., 2017). W badaniach przedklinicznych wykazano
rolg IL-6 w rozwoju choroby. Iniekcje IL-6 podane gryzoniom spowodowaly rozwoéj fenotypu
behawioralnego charakterystycznego dla schizofrenii, ktoéry zwigzany jest z nadmierng
transmisjg dopaminergiczng |1 Charakteryzuje si¢ zachowaniem takim jak zwigkszona
aktywnos¢ lokomotoryczna czy uwrazliwienie zwierzat na stymulujace dziatanie amfetaminy.
Wyniki te sugeruja role i zaangazowanie mezolimbicznego szlaku dopaminergicznego (Girgis
i wsp., 2014). Dodatkowo wykazano, ze cytokiny prozapalne wplywajg na rozwdj sieci
neuronalnych - badania pokazaly, ze IL-6 zmniejsza przezywalno$¢ komorek
serotoninergicznych, podczas gdy IL-1B indukuje konwersj¢ szczurzych komorek
progenitorowych w komorki dopaminergiczne (Miiller, 2018). Ketamina lub MK-801,

ktorych iniekcje sg dobrze znanym i szeroko stosowanym modelem farmakologicznym
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schizofrenii u zwierzat, prowadza do wzrostu markeréw prozapalnych, w tym IL-6 u zwierzat
(Bae i wsp., 2023). Co wigcej, nadmierna ekspresja IL-6 moze by¢ zwigzana z wystapieniem
deficytow poznawczych, ktore sa obserwowane w przebiegu schizofrenii. Zaburzenia te sg
szeroko badane w modelach zwierzecych i1 dotycza deficytow takich jak zaburzenia pamigci
przestrzennej, zaburzenia proceséw uczenia si¢ i dlugotrwatego wzmocnienia synaptycznego
(Tancredi i wsp., 2000; Balschun i wsp., 2004).

Biatko C-reaktywne (C reactive protein - CRP), obok innych czynnikéw immunologicznych,
zostalo szeroko zbadane w przebiegu psychoz. Badania wykazaly, ze CRP wigze si¢ z
wyzszym odsetkiem objawow wytworczych (ale nie negatywnych), a wyzsze poziomy CRP
sa zwigzane z pogorszeniem funkcji poznawczych (Chumakov i wsp., 2022). Co wigcej,
badania wykazaty, ze stopien zaawansowania choroby ma wptyw na poziom CRP i jest on
wyzszy u 0sob z dtuzszym czasem trwania schizofrenii. Jednak niektore rezultaty wskazaty na
brak zmian w poziomach CRP, ktére byly porownywane na réznych stadiach choroby
(Chumakov i wsp., 2022).

Poza zwigkszonymi poziomami cytokin prozapalnych, dostepna literatura donosi rowniez o
zaburzonym poziomie czasteczek przeciwzapalnych u pacjentow ze schizofrenig, a
zaburzenia te moga wplywaé¢ na stan kliniczny pacjentow i wyniki neuroobrazowania
(Dawidowski i wsp., 2021). Poziomy cytokin, takich jak interleukina 10 (IL-10) (Trovao i
wsp., 2019) lub interleukina 4 (IL-4) (Nani i wsp., 2022) sg obnizone u pacjentéw z diagnoza
schizofrenii w poréwnaniu do oséb zdrowych, co sugeruje zaburzenia rbwnowagi procesow
pro- i przeciwzapalnych w przebiegu choroby (Dawidowski i wsp., 2021).

Biorac pod uwage zwigkszenie pozioméw markerow stanu zapalnego i ich wplyw na
zaburzenia  obserwowane  w  schizofrenii,  oczekiwanym  efektem  leczenia
przeciwpsychotycznego powinno by¢ zmniejszenie nasilenia stanu zapalnego, jednak
dziatanie farmakoterapii przeciwpsychotycznej zalezy od rodzaju stosowanych lekow.
Badania wykazaly, ze typowe leki przeciwpsychotyczne pierwszej generacji (first generation
antipsychotics — FGA) obnizaja poziom cytokin prozapalnych, takich jak IL-1B, IL-6 czy
TNF-0, u pacjentow ze schizofreniag. W badaniach na zwierze¢tach, leczenie haloperidolem
spowodowato spadek pozioméw IL-1B 1 TNF-a. Z drugiej strony, leki atypowe (drugiej
generacji, second generation antipsychotics — SGA) moga nasila¢ odpowiedz
immunologiczng - np. klozapina zwigksza poziom markerow prozapalnych (Na i wsp., 2012).
Stwierdzono, ze risperidon, inny lek z grupy SGA, obniza poziom cytokin, takich jak IL-6 czy
IL-1B w pierwszym etapie leczenia, jednak po dluzszym stosowaniu zwigksza poziom

czasteczek prozapalnych u pacjentow ze schizofrenig (Song i wsp., 2014). Niejednoznaczne
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wyniki badan weryfikujacych wplyw lekow przeciwpsychotycznych na stan zapalny moga
by¢ spowodowane tym, ze wptywaja na odpowiedz immunologiczng zar6wno w sposob
bezposredni, jak i posredni (Na i wsp., 2012). Niemniej jednak wickszo$¢ dowodow
wskazuje, ze terapia addytywna z wykorzystaniem zwigzkéw przeciwzapalnych, jako
dodatkowymi do farmakoterapii przeciwpsychotycznej, jest korzystna dla pacjentow i
prowadzi do lepszych rezultatow niz uzycie wylacznie lekow przeciwpsychotycznych
(Sommer i wsp., 2014).

1.6. Metody leczenia schizofrenii

Farmakoterapia jest podstawa leczenia schizofrenii i stabilizacji klinicznej pacjentow
(Giordano i wsp., 2022). Pierwszy lek przeciwpsychotyczny, chloropromazyna, zostal
odkryty i wprowadzony w latach 50-tych XX wieku (Ban, 2007). Od tego czasu na rynku
pojawity si¢ rozne inne S$rodki farmakologiczne, ktore pomimo odmiennej budowy
chemicznej maja jedng wspolng cechg: silnie blokujg receptory dopaminowe (D2R) (Li i wsp,
2016).

Leki przeciwpsychotyczne z grupy FGA sa reprezentowane gtownie przez chloropromazyne i
haloperidol 1 sg wysoce skuteczne w redukowaniu objawow wytworczych, takich jak
halucynacje czy urojenia (Chokhawala i Stevens, 2022), jednak charakteryzujg si¢ niska
selektywnoscig odno$nie miejsca dziatania - nie wykazuja selektywno$ci wobec zadnego ze
szlakow DA w moézgu (Li 1 wsp., 2016; Stepnicki 1 wsp., 2018). Wykazano, ze FGA
oddziatluja réwniez z receptorami cholinergicznymi, adrenergicznymi i histaminergicznymi i
ta cecha jest odpowiedzialna za wystepowanie skutkow ubocznych (Miyamoto i wsp., 2005).
Najbardziej dotkliwym dziataniem niepozadanym jest efekt pozapiramidowy — dysfunkcje
ruchowe, takie jak dystonia, drzenie, spowolnienie ruchowe i sztywno$¢ migéni, powstajace w
wyniku blokady D2R w szlaku nigrostriatalnym (Stepnicki i wsp., 2018; Giordano i wsp.,
2022). Ponadto leki z grupy FGA moga wywoltywaé skutki uboczne takie jak
hiperprolaktynemia - w wyniku blokady D2R w szlaku guzkowo-lejkowym (Leppien i wsp.,
2019) i pogorszenie funkcji poznawczych (efekt blokady transmisji DA w szlaku
mezokortykalnym), ktore wraz z dysfunkcja motoryczng wigza si¢ z wysokim poziomem
blokowania D2R (Li i wsp., 2016).

Dodatkowo wykazano, ze typowe leki przeciwpsychotyczne maja negatywny wptyw na uktad
sercowo-naczyniowy i moga prowadzi¢ do wystapienia tachykardii, hipotonii lub arytmii u

pacjentow (Arana, 2000).
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Mimo, ze leki przeciwpsychotyczne pierwszej generacji, takie jak haloperidol czy
chloropromazyna, znaczacO przyczynily si¢ do leczenia schizofrenii, nie wywieraja one
zadowalajacego wptywu na objawy negatywne i poznawcze. Dodatkowo wykazujg niewielka
skutecznos¢ w niwelowaniu objawoéw wytworczych u pacjentow opornych na farmakoterapie.
Co wigcej, w przypadku innych objawow wspotwystepujacych, takich jak zachowania
depresyjne lub pogorszenie funkcji poznawczych, ich skuteczno$¢ moze by¢ trudna do oceny
(Ishigooka i wsp., 2001). W zwigzku z tym przez lata intensywnie opracowywano i badano
nowe klasy lekow w celu poprawy standardow leczenia farmakologicznego schizofrenii. Na
przestrzeni ostatnich lat leki przeciwpsychotyczne z grupy FGA byly stopniowo wypierane
przez nowsze leki atypowe, gléwnie ze wzgledu na lepsza tolerancj¢ i mniejsze ryzyko
wystapienia motorycznych skutkéw ubocznych (Stgpnicki i wsp., 2018).

Klozapina byta pierwszym atypowym lekiem przeciwpsychotycznym i zostata wprowadzona
do Klinik w 1990 roku (Orzelska-Goérka i wsp., 2022). Zarowno typowe, jak i atypowe leki
przeciwpsychotyczne maja wspdlng farmakologiczng zdolno$¢ do blokowania transmisji DA
przez D2R (Ohmori, 2013), jednak z réznym potencjatem, a leki z grupy SGA wykazuja
wieksza selektywno$¢. Atypowe leki przeciwpsychotyczne maja zdolno$¢ do wigzania si¢ z
wieloma receptorami dla monoamin w moézgu (Bymaster i wsp., 1996). Klozapina i inne
zwiazki z grupy SGA, takie jak risperidon czy olanzapina, poza zdolnosciag do blokowania
transmisji DA w szlaku mezolimbicznym, wykazuja antagonizm wzgledem receptorow
5-HT2a (Orzelska-Goérka i wsp., 2022). Blokada receptora 5-HT2a wywiera posrednie
dziatanie przeciwpsychotyczne poprzez zmniejszenie transmisji DA, ktore z kolei
spowodowane jest przez zmniejszone uwalnianie GLU w VTA (Pourhamzeh i wsp., 2022).

W poréwnaniu z lekami z grupy FGA, atypowe leki przeciwpsychotyczne wykazuja mniejsze
ryzyko efektow pozapiramidowych (Shulman i wsp., 2014), wykazuja wigksza skuteczno$¢ w
fagodzeniu negatywnych czy wytwodrczych objawow schizofrenii oraz wykazuja lepszy efekt
w tagodzeniu ogoélnych symptoméw choroby (Leucht i wsp., 2009). Zwigzki z grupy SGA sg
jednak obciagzone zaburzeniami w obrebie uktadu hormonalnego, sercowo-naczyniowego i
metabolicznego, w tym cukrzyca typu II, przyrostem masy ciala czy dyslipidemia (Hasnain 1
wsp., 2009). Niektore badania wykazaly, Ze metaboliczne skutki uboczne lekow
przeciwpsychotycznych moga niekorzystnie wplywa¢ na zdolno$ci poznawcze o0sob ze
schizofrenig (Bora 1 wsp., 2017), a tym samym negatywnie oddzialywa¢ na wynik leczenia.
Dodatkowo nawet u 30% pacjentéw ze schizofrenig obserwuje si¢ stabg odpowiedz lub nawet
opornos¢ na atypowe leki przeciwpsychotyczne (Harvey i Rosenthal, 2016). Jednak ogolna

odpowiedz na leczenie farmakologiczne wydaje si¢ zaleze¢ od czasu trwania choroby i
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historii leczenia farmakologicznego, poniewaz dluzej trwajace epizody czy wczesniejsze
stosowanie lekow przeciwpsychotycznych pogarszaja ogolne efekty leczenia (Sinkeviciute i
wsp., 2021).

W dostepnej literaturze istniejg spojne dowody na to, ze pozapiramidowe skutki uboczne
wystepuja czesciej u osob stosujacych leki z grupy FGA w poréwnaniu z pacjentami
leczonych zwiagzkami z rodziny SGA (Giordano i wsp., 2022). Stwierdzono, ze atypowe leki
przeciwpsychotyczne sa bardziej skuteczne w tagodzeniu objawdéw poznawczych w
poréownaniu z FGA (Vita i wsp., 2018). Warto zauwazy¢, ze blokada transmisji
dopaminergicznej w brzusznych obszarach STR przez typowe leki przeciwpsychotyczne
moze negatywnie wplywac¢ na motywacje 1 procesy afektywne, a w efekcie nasila¢ objawy
negatywne (Howes i wsp., 2017). Dodatkowo wykazano, ze obecnos¢ dysfunkcji
motorycznych wywolanych przez zwiazki z grupy FGA moze pogtebia¢ deficyty poznawcze i
powodowaé wtorne objawy negatywne (np. poznanie spoteczne), posrednio wplywajac na
efekt leczenia (Monteleone i wsp., 2021).

Wiele dowodow wskazuje na przewage atypowych lekoéw przeciwpsychotycznych nad
typowymi w leczeniu schizofrenii (Medici i wsp., 2020). Ze wzgledu na ztozonos¢ choroby,
mato prawdopodobnym jest, aby leki o zawgzonym polu dziatania wzgledem receptoréw byty
efektywne w niwelowaniu symptoméw schizofrenii (Orzelska-Gorka i wsp., 2022), poniewaz
patofizjologia choroby obejmuje wiele uktadow neuroprzekaznikow. Co wiecej, obecnie
stosowane terapie farmakologiczne wydaja si¢ by¢ skuteczne tylko u potowy pacjentéw
(Stroup i wsp., 2000), wykazujac dziatanie gldéwnie w tagodzeniu objawow psychotycznych
(Carbon i wsp., 2014).

Jak wspomniano wyzej, zaden z opracowanych juz lekéw nie jest wolny od skutkow
ubocznych, dlatego istnieje realna i pilna potrzeba poszukiwania nowych, bezpieczniejszych
terapii. Ze wzgledu na fakt, ze leczenie schizofrenii czesto jest dlugotrwale, a nawet trwajace
cale zycie, istnieje potrzeba poszukiwania dobrze tolerowanego sposobu leczenia
farmakologicznego, ktore bedzie w stanie ztagodzi¢, poza wytwoérczymi, takze negatywne i

poznawcze symptomy choroby.
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1.6.1. Olanzapina i jej zastosowanie w leczeniu schizofrenii

Olanzapina jest tienobenzodiazepina, chemicznym analogiem klozapiny o dobrze poznanych
wilasciwo$ciach farmakologicznych i dziala gltdéwnie na receptory DA i 5-HT (Laguado i
Saklad, 2022). Olanzapina uwazana jest za jeden z najskuteczniejszych $rodkéw w leczeniu
schizofrenii (Meftah i wsp., 2020). Przez blokowanie mezolimbicznych D2R, zapobiega
potencjalnemu dziataniu DA na receptory postsynaptyczne (Thomas i Saadabadi, 2022),
jednak selektywno$¢ olanzapiny dla D2R jest znacznie nizsza niz dla typowych lekow
przeciwpsychotycznych. Antagonistyczne dzialanie olanzapiny na receptory 5-HToa jest
silniejsze niz na D2R, natomiast dzialanie antagonistyczne olanzapiny wobec 5-HToc jest
podobne do D:R. Dodatkowo, olanzapina dzialta na receptory ai-adrenergiczne,
Hai-histaminergiczne i muskarynowe M5 jako antagonista (Pryor i Storer, 2019).

Wplyw olanzapiny na uklad serotoninergiczny prowadzi do ztagodzenia negatywnych
objawow schizofrenii, takich jak sptaszczenie afektu, awolicja czy alogia (Tollens i wsp.,
2018). Co wazne, olanzapina wykazuje niski profil toksycznosci (Thomas i Saadabadi, 2022).
Jako atypowy typ leku przeciwpsychotyczny, olanzapina charakteryzuje si¢ niskim ryzykiem
wystgpienia objawow pozapiramidowych wsrdéd leczonych pacjentow (Ishigooka i wsp.,
2001). Jednak, podobnie jak inne leki przeciwpsychotyczne, stosowanie olanzapiny jest
obcigzone skutkami ubocznymi, takimi jak zwigkszony apetyt, przyrost masy ciala 1
zmniejszona wrazliwo$¢ na insuling, co moze prowadzi¢ do zaburzen tolerancji glukozy

(Nicool i wsp., 2018; Thomas i Saabadabi, 2022).

1.7. Charakterystyka 1-metylo-1,2,3,4-tetrahydroizochinoliny (1MeTIQ)

1-Metylo-1,2,3,4-tetrahydroizochinolina (IMeTIQ) jest endogenng aming wystepujaca w
mozgu ssakow, m. in. gryzoni, matp i cztowieka (Niwa i wsp., 1987; Ohta i wsp., 1987;
Igarashi 1 wsp., 1999). 1MeTIQ zostat odkryty w 1986 roku przez Kohno i
wspotpracownikow ~ w  mozgu  zdrowego szczura jako metylowa pochodna

tetrahydroizochinoliny (T1Q) (Kohno i wsp., 1986).
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Ponadto stwierdzono obecnos¢ 1MeTIQ w Rys. 1

Zywnosci bogatej A4 2-fenyloetyloaming

(phenethylamine - PEA), m.in. w kakao, serze i

winie (Makino 1 wsp., 1988), z ktoérego w

niezmienionej postaci jest w stanie tatwo przeniknaé N H
przez barier¢ krew-mozg (Kikuchi i wsp., 1991).

Dodatkowo, 1MeTIQ moze by¢ syntetyzowany

enzymatycznie z PEA 1 pirogronianu w mozgu CH3
(Yamakawa 1 Ohta, 1997). Syntetyzujacy enzym — Rys. 1: Wzor strukturalny IMeTIQ
1MeTIQaza — jest obecny w mitochondriach frakcji

synaptosomalnej mozgu szczura (Tasaki 1 wsp., 1993), a jego aktywnos$¢ wykazuje najwyzsze
wartosci w strukturach zwigzanych z DA, takich jak STR, istota czarna (substantia nigra —
SN) i CX, jednoczes$nie malejac wraz z wiekiem (Ayala i wsp., 1994; Absi i wsp., 2002). W
obszarach moézgu, takich jak HIP, PFC czy podwzgorze (hypothalamus — HTH), nie
zaobserwowano zmian w aktywnos$ci 1-MeTIQazy (Absi i wsp., 2002). Wczesniejsze badania
na matpach wykazaly, Ze regionalny rozklad aktywnosci 1MeTIQazy 1 1MeTIQ jest
powigzany (Yamakawa i Ohta, 1999).

IMeTIQ moze wystgpowa¢ w postaci Stereoizomeréw R- 1 S-, jednak ich dziatanie
biologiczne jest zblizone (Wasik i wsp., 2012). Natomiast wczesniejsze badania wykazaty, ze
w zywnosci 1 w mozgu 1MeTIQ wystepuje jako racemat (Makino i wsp., 1990). Stezenie
1MeTIQ w zdrowym mozgu szczura oszacOwano na okoto 3.5 ng/g tkanki, co kilkukrotnie
przekracza stgzenia innych zwigzkow z grupy tetrahydroizochinolin. W mozgu matpy
zaobserwowano najwyzsze poziomy 1MeTIQ w strukturach silnie dopaminowych, takich jak
STR i SN (Inoue i wsp., 2008).

1.7.1. Wiasciwosci neuroprotekcyjne 1MeTIQ

1MeTIQ wykazuje dobrze udokumentowane wlasciwosci neuroprotekcyjne, co wigze si¢ z
jego hamujacym wplywem na aktywno$¢ enzymow monoaminooksydazy (MAO) (Patsenka i
Antkiewicz-Michaluk, 2004). Wykazano, ze 1MeTIQ ma dzialanie hamujace na enzymy
MAO-A i MAO-B i wlasciwos¢ ta wydaje si¢ by¢ kluczowa dla jego dziatania
neuroprotekcyjnego. Badania przedkliniczne in vitro wykazaty, ze 1MeTIQ, w

przeciwienstwie do innych tetrahydroizochinolin, hamuje aktywno$¢ enzymow MAO-A i
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MAO-B zwigzanych z utlenianiem DA i produkcja wolnych rodnikow w przebiegu reakcji
Fentona (Antkiewicz-Michaluk i wsp., 2006). Dodatkowo, 1MeTIQ nasila katabolizm
monoamin zalezny od enzymu katecholo-O-metylotransferazy (COMT) oraz procesy
O-metylacji (Antkiewicz-Michaluk i wsp., 2006), ktore nie sg zwigzane z generacja wolnych
rodnikéw. MAO to rodzina enzyméw zlokalizowanych w zewnegtrznej blonie
mitochondrialnej 1 zaangazowanych w procesy oksydacyjne roéznych amin i procesy
deaminacji neuroprzekaznikéw (Duarte i wsp., 2021). W reakcji deaminacji kontrolowanej
przez MAO powstaje nadtlenek wodoru (H203), ktory moze prowadzi¢ do powstania wolnych
rodnikéw (Duarte i wsp., 2021) powodujacych zaréwno strukturalne, jak i funkcjonalne
uszkodzenia komorek. OS spowodowany obecno$cia wolnych rodnikéw jest uznawany za
istotny czynnik roznych schorzen, takich jak choroba Alzheimera (AD) (Chen i Zhong, 2014),
choroba Parkinsona (PD) (Trist i wsp., 2019) czy depresja (Black i wsp., 2015). Wiele
dowodow wskazuje na rolg OS rowniez w schizofrenii (Upthegrove i Khandaker, 2020).
Gléwnym zrédlem wolnych rodnikéw w moézgu sa reakcje katalizowane przez MAO, np.
deaminacja bioamin w procesach katabolicznych DA (Antkiewicz-Michaluk i wsp., 2014).
Kolejng istotng cechg 1MeTIQ jest fakt, ze wywiera on silne dziatanie antydopaminergiczne,
hamujac nienaturalne wzmocnienie transmisji DA (Antkiewicz-Michaluk i wsp., 2001), co
moze mie¢ kluczowe znaczenie dla jego korzystnego dziatania w schizofrenii, gdyz nasilona
transmisja DA wydaje si¢ by¢ podstawowa cechg choroby. Badania in vitro wykazaty, ze
1MeTIQ wypiera agoniste receptora DA - [®H]-apomorfing, ale nie antagoniste DA ([3H]-
spiperon) z miejsca wigzania receptora. Obserwacje te sugeruja oddziatywanie 1MeTIQ z
aktywna (agonistyczng) formg receptora DA (Antkiewicz-Michaluk i wsp., 2007), co moze
thumaczy¢ fakt, ze 1MeTIQ nie powoduje objawoéw pozapiramidowych (Wasik 1 wsp., 2010).
Dobrze udokumentowane sa ochronne wilasciwosci 1MeTIQ w dopaminergicznych
strukturach mozgu. Wezeséniejsze badania in vivo i ex vivo wykazatly, ze wielokrotne iniekcje
1MeTIQ sa w stanie zapobiega¢ zaburzeniom neurotransmisji DA, wywiera¢ dzialanie
neuroprotekcyjne na komorki dopaminergiczne 1 utrzymywac prawidtowe, fizjologiczne
funkcje neuronow dopaminowych (Wasik i wsp., 2018). Co wigcej, wielokrotne podania
1MeTIQ nie prowadza do rozwoju tolerancji, co oznacza, ze sila dziatania zwiazku nie
zmniejsza si¢ wraz z kolejnymi podaniami (Wasik i wsp., 2016).

Inng istotng wtasciwoscig 1MeTIQ jest to, ze wplywa on rowniez na transmisje
glutaminianergiczng. Badania wykazaly, ze 1MeTIQ dziata jako antagonista NMDAR, jednak
jego powinowactwo do NMDAR jest 1000 razy stabsze niz MK-801 i jest obserwowane w

stezeniach p-molowych (Antkiewicz-Michaluk i wsp., 2006). Wyniki eksperymentow in vitro
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wykazaly, ze 1MeTIQ jest zwiagzkiem zdolnym do hamowania ekscytotoksycznosci
indukowanej GLU, nadmiernego naptywu Ca?* 1 zapobiegania $mierci komorek
spowodowanej neurotoksycznoscig GLU (Antkiewicz-Michaluk i wsp., 2006). Co ciekawe,
1MeTIQ jest zdolny do indukcji wzrostu poziomu BDNF i czynnika wzrostu nerwow (nerve
growth factor - NGF) (Kikuchi i wsp., 1991), ktore wydaja si¢ by¢ zaburzone w przebiegu
schizofrenii (Turkmen i wsp., 2021).

Podsumowujac, neuroprotekcyjne dziatanie 1MeTIQ jest spowodowane zdolnoscig do
hamowania MAO, gtéwnego enzymu zwigzanego z utlenianiem monoamin, a takze zmiatania
wolnych rodnikéw 1 hamowania ekscytotoksycznosci indukowanej GLU (Wasik i
Antkiewicz-Michaluk, 2017).

Co wigcej, wczesniejsze badania donosity o istotnych witasciwosciach przeciwdepresyjnych
IMeTIQ. W zwierzecych modelach depresji, takich jak model rezerpinowy czy klonidynowy,
wykazano, ze 1MeTIQ lagodzi zachowania podobne do depresji (Wasik i wsp. 2014;
Antkiewicz-Michaluk i wsp., 2017), skracajac czas bezruchu w tescie wymuszonego
ptywania (forced swimming test - FST). Ponadto wykazano, ze przeciwdepresyjny potencjat
IMeTIQ w FST =zblizony jest sita dziatania do imipraminy - Kklasycznego leku
przeciwdepresyjnego (Wasik i wsp., 2013). Badania neurochemiczne potwierdzaja
przeciwdepresyjne dziatanie 1MeTIQ (Antkiewicz-Michaluk i1 wsp., 2017). Efekt
przeciwdepresyjny 1MeTIQ moze by¢ zwigzany z jego zlozonym i szerokim mechanizmem
dziatania w OUN. 1MeTIQ reguluje st¢zenie monoamin: DA, NA i 5-HT poprzez odwracalne
hamowanie aktywnosci MAO, wptywa na aktywno$¢ receptoréw NMDA, a takze ma
wlasciwos$ci zmiatacza wolnych rodnikéw (Wasik i wsp., 2014). Co ciekawe, ostatnie badania
przedkliniczne wskazujg na skuteczno$¢ leczenia skojarzonego lekami przeciwdepresyjnymi i
nieaktywna dawka lekow przeciwpsychotycznych w lagodzeniu objawdéw negatywnych i
poznawczych schizofrenii (Hereta i wsp., 2020).

Bioragc pod uwage neuroprotekcyjne i przeciwdepresyjne dzialanie 1MeTIQ, jego zdolnos¢ do
kontrolowania transmisji monoaminergicznej oraz wplyw na aktywnos¢ receptorow NMDA,
jest wysoce prawdopodobne, ze 1MeTIQ moze wywiera¢ korzystny wplyw na symptomy

zwigzane ze schizofrenig.
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2. CEL PRACY

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byla ocena przeciwpsychotycznego potencjatu
endogennej aminy, 1-metylo-1,2,3,4-tetrahydroizochinoliny (1MeTIQ) badanego w
zwierzecych modelach schizofrenii w testach behawioralnych, biochemicznych i
molekularnych oraz poréwnanie jego efektow z atypowym lekiem przeciwpsychotycznym -

olanzapina.
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3. MATERIALY I METODY

3.1.  Zwierzeta

W  eksperymentach wykorzystano samce szczuréw szczepu Sprague Dawley o wadze
poczatkowej 225-250 g. Zwierzeta bytowaly w poliakrylowych klatkach (5 osobnikow w
klatce) z nieograniczonym dostepem do wody Oraz pozywienia, w warunkach sztucznego
rytmu dzien/noc (12 godzin/12 godzin) w temperaturze 22 + 2°C. Wszystkie eksperymenty na
zwierzgtach zostaly przeprowadzone po uzyskaniu stosownej zgody Lokalnej Komisji
Etycznej i1 byt przeprowadzone zgodnie z migdzynarodowymi wytycznymi dotyczacymi
minimalizacji bolu i cierpienia zwierzat (Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady
2010/63/UE z dnia 22 wrzesnia 2010 r. w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do

celow naukowych).

3.2.  Testy behawioralne
3.2.1. Test podniesionego labiryntu krzyzowego (Elevated Plus Maze — EPM)

Pleksiglasowy labirynt krzyzowy zostal podniesiony do wysokosci 50 cm 1 sktadat si¢ z
dwoch ramion otwartych (40x12 cm) i dwoch ramion zamknigtych (40x12x20 cm),
umieszczonych prostopadle do siebie i rozciggajacych sie z centralnej platformy (12x12 cm).
Eksperymenty zostaly przeprowadzone w o$wietleniu o $redniej intensywnos$ci (30 lux).
Zwierzg zostato umieszczone w centralnej czesci labiryntu, przodem do otwartego ramienia.
Czas testu dla kazdego zwierzgcia wynosit 5 minut i zostal zarejestrowany kamerg przy
pomocy systemu Any-maze®. W czasie testu zostaly zmierzone parametry okreslajace
poziom Igku u zwierzat: % wej$¢ do otwartych ramion i % czasu spedzony w otwartych
ramionach. Dodatkowo zmierzono catkowitg liczbe wejs¢ do ramion (zaréwno otwartych, jak
1 zamknietych) oraz liczbe wspie¢, jako wskaznik aktywnos$ci lokomotorycznej zwierzat.
Wspigcia traktowano jako uniesienie tutlowia zwierzecia, opierajacego si¢ na tylnych
konczynach. Aparat zostal doktadnie wyczyszczony po kazdym tescie.

Grupa kontrolna otrzymata roztwor soli fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p.). Zwierzgta otrzymaty
takze nastepujgce zwigzki: 1MeTIQ (w dawce 25 lub 50 mg/kg, i.p.) lub olanzapine (w dawce
3 mg/kg, i.p.). W grupach tacznych, 20 minut przed dootrzewnowa iniekcja ketaminy (10
mg/kg, 1.p.), zwierzgta otrzymaty dootrzewnowa iniekcje 1MeTIQ (w dawce 25 lub 50
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mg/Kg, i.p.) lub olanzapin¢ (3 mg/kg, i.p.). Test zostat przeprowadzony 90 minut po iniekcji
ketaminy. Kazda z grup liczyta 10 osobnikow. Dawki lekéw zostaly wyznaczone na
podstawie poprzednich badan (w przypadku 1MeTIQ) oraz na podstawie literatury (w
przypadku ketaminy i olanzapiny).

Po zakonczonym eksperymencie zwierzgta zostaly poddane dekapitacji, a struktury (FCX,
HIP, STR) zostaly pobrane i natychmiast umieszczone w suchym lodzie (-70°C) do czasu

dalszej analizy biochemiczne;j.

3.2.2. Test rozpoznawania nowego obiektu (Novel Object Recognition Test - NORT)

Zwierzgta zostaly poddane testowi rozpoznawania nowego obiektu w aparacie otwartego
pola o wymiarach 60x60%25 cm w warunkach o$wietlenia o $redniej intensywnosci (20 lux).
Test sktadat si¢ z adaptacji (24 h przed whasciwym testem) oraz dwoch faz (T1 i T2) o
interwale trwajacym 1 h pomig¢dzy fazami:

- adaptacja: zwierze zostalo umieszczone w pustym aparacie typu otwartego pola i mogto
przez 5 minut swobodnie eksplorowa¢ srodowisko;

- faza 1 (T1): dwa identyczne obiekty (puszki wypelnione piaskiem i owinigte szarg tasma)
zostaly umieszczone w aparacie obok siebie w odleglosci 15 cm od $cian aparatu. Zwierzg
mogto dowolnie eksplorowaé obiekty przez okres 5 minut. Po zakonczeniu fazy T1 zwierze
wrocito do swojej klatki domowej;

- faza 2 (T2): dwa rozne obiekty (jeden obiekt uzyty w T1 - familiar object; FO i jeden nowy -
szklana butelka wypelniona woda - novel object; NO) o zblizonym rozmiarze zostaty
umieszczone w aparacie w odleglosci 15 cm od $cian aparatu. Zwierze moglto dowolnie
eksplorowac obiekty przez okres 5 minut.

Fazy T1 i T2 zostaly zarejestrowane przy uzyciu kamery oraz oprogramowania Any-maze®.
Zmierzono nastgpujace parametry: czas eksploracji kazdego obiektu (zarowno w fazie T1, jak
i T2). Na podstawie czasu eksploatacji wyznaczono parametry takie jak: indeks rozpoznania
(recognition index - Rl = czas eksploracji NO/[czas eksploracji NO + czas eksploracji FO]
oraz indeks dyskryminacji (discrimination index - DI = [czas eksploracji NO - czas
eksploracji FO] / [czas eksploracji NO + czas eksploracji FO]).

Umiejscowienie nowego obiektu w fazie T2 bylo losowe, aby unikna¢ zjawiska preferencji
miejsca. Eksploracja byta definiowana jako ogladanie, lizanie, wachanie badz dotykanie

obiektow przez zwierze. Kazdy z obiektoéw byl wystarczajaco cigzki, aby nie zostat
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przewrdcony badz przesunigty przez zwierze w czasie trwania testu. Po kazdym te$cie aparat
zostal doktadnie wyczyszczony.

Grupa kontrolna otrzymata roztwor soli fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p.). Zwierzgta otrzymaty
takze nastepujace zwigzki: 1MeTIQ (w dawce 25 lub 50 mg/kg, i.p.) lub olanzapine (w dawce
3 mg/kg, i.p.). W grupach tgcznych, 30 minut przed dootrzewnowym podaniem ketaminy (20
mg/Kg, i.p.), zostaly podane dootrzewnowo 1MeTIQ (25 Iub 50 mg/kg, i.p.) lub olanzapina (3
mg/kg, i.p.). Test rozpoznawania nowego obiektu zostal przeprowadzony 30 minut po
podaniu ketaminy. Kazda z grup liczyta 10 osobnikéw. Dawki 1MeTIQ zostaly wyznaczone
na podstawie poprzednich badan, natomiast dawki ketaminy i olanzapiny na podstawie

dostepnej literatury.

3.2.3. Test interakcji socjalnych (Social Interaction Test - SIT)

Test interakcji socjalnych zostat przeprowadzony w aparacie typu otwartego pola (60x60x25
cm) w warunkach umiarkowanego oswietlenia (18 lux). 24 godziny przed wlasciwym testem
zwierzeta zostaty umieszczone kolejno w aparacie w celu habituacji.

W kazdym z testow udzial braty dwa osobniki, dobrane na podstawie wagi (maksymalna
réznica wagi: 15 g), otrzymanych zwigzkow (osobniki otrzymaty iniekcje tych samych
zwiagzkow), natomiast nie bytowaty w jednej klatce.

Kazda z par zostala umieszczona w przeciwlegtych bokach aparatu. Czas zachowan
socjalnych zwierzat takich jak obwachiwanie (rowniez ano-genitalne), wzajemne $ciganie czy
walka, zostal zmierzony manualnie przez eksperymentatora w czasie 10 minut trwania testu
dla kazdej z par. Dodatkowo zmierzono liczbe incydentow socjalnych. Kazda z grup liczyta
12 osobnikéw (6 par zwierzat).

Zwierzeta otrzymaty podskorng iniekcje MK-801 (0.1 mg/kg, s.c.) 240 minut przed testem.
1MeTIQ (25 lub 50 mg/kg, i.p.) lub olanzapina (3 mg/kg, i.p.) zostaly podane dootrzewnowo
30 minut przed testem (w grupach tacznych - 210 minut po podaniu MK-801). W przypadku
chronicznych podan 1MeTIQ (w dawce 25 mg/kg, i.p.), podania miaty miejsce przez 7 dni,
przy czym ostatnie - sioddme podanie mialo miejsce 30 minut przed testem. Grupa kontrolna
otrzymata roztwor soli fizjologicznej (0.9% NacCl, i.p.).

Dawki 1MeTIQ zostaty ustalone na podstawie wczesniejszych badan, natomiast dawki MK-

801 oraz olanzapiny zostaly ustalone na podstawie dost¢pnej literatury.
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3.2.4. Test pamigci strachu (Fear Memory Test — FMT)

Warunkowanie strachu (fear conditioning - FC) i test pamigci warunkowanej strachem zostaty
wykonane z wykorzystaniem dwoch réznych aparatow i1 kontekstow (kontekst A 1 kontekst
B). Kazda z jednostek aparatu sktadata si¢ z obudowy wygluszajacej z gltosnikiem, kamery,
wentylatora, czterech symetrycznie rozmieszczonych lamp i aparatu testowego.

W kontekscie A, aparat o wymiarach 46x46x47 cm zostal wykonany z przezroczystego
akrylu. Podloga zostata wykonana z pretow z nierdzewne;j stali (o $rednicy 4 mm i odstgpach
8.9 mm pomig¢dzy nimi), ktore zostaly podigczone do pradu, z mozliwosciag wysylania
impulsow elektrycznych o okreslonej sile i dlugosci trwania. Aparat zostat wyposazony takze
w wentylator generujacy dzwigk (tzw. “biaty szum™) o natezeniu 65 dB i lampy o natezeniu
$wiatta 60 lux.

Aparat wykorzystany do testu byt czyszczony 1% roztworem kwasu octowego. Podczas testu
w kontekscie A, $wiatla w pokoju eksperymentalnym zostaly wlaczone. Zwierzeta bytly
transportowane do pokoju eksperymentalnego w przezroczystych, plastikowych klatkach.
Eksperymentatorzy nosili biate fartuchy i rekawiczki.

W kontekscie B, aparat o wymiarach 46x46x47 cm zostat wykonany z czarnego akrylu,
natomiast podtoga z szarego plastiku. Aparat byl czyszczony 70% roztworem alkoholu
etylowego. Nate¢zenie o$wietlenia aparatu, w ktorym zwierzeta zostaly poddane testom,
wynosito 4 lux, natomiast $wiatlo w pokoju eksperymentalnym zostato wytaczone na czas
testu. Zwierzeta byty transportowe do pokoju eksperymentalnego w czarnych, plastikowych
pudetkach. Eksperymentatorzy nosili niebieskie fartuchy i rekawiczki.

Warunkowanie strachu i pamig¢ zostaly oceniane wykorzystujac paradygmat Pawlowa. W
dzien 1 eksperymentu, wszystkie zwierzgta zostaly poddane warunkowaniu strachu w
kontekscie A. Grupa kontrolna otrzymata dootrzewnowna iniekcje soli fizjologicznej (0.9%
NaCl, i.p.). Dootrzewnowa iniekcja 1MeTIQ (25 mg/kg, i.p.) lub olanzapiny (3 mg/kg, i.p.)
miata miejsce 35 minut przed poddaniem zwierzat treningowi, natomiast dootrzewnowa
iniekcja MK-801 (0.3 mg/kg, i.p.) zostata wykonana 15 minut przed treningiem. W grupach
tacznych zwierzgta najpierw otrzymaty podania 1MeTIQ lub olanzaping (35 minut przed
treningiem), natomiast MK-801 zostalo podane po 20 minutach od podania 1MeTIQ lub
olanzapiny (15 minut przed faza treningu). W przypadku wielokrotnych podan 1MeTIQ
(rowniez w dawce 25 mg/kg, i.p.), zwierzeta otrzymywaly codzienne iniekcje przez 6 dni
poprzedzajacych test. Ostatnia dawka 1MeTIQ zostata podana w dniu eksperymentu, w czasie

okreslonym powyzej.
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Zwierzgta zostaly umieszczone w aparacie w kontekscie A 1 zostaly poddane habituacji
trwajacej 180 sekund. Nastgpnie zwierzeta otrzymaly 5 sparowanych bodzcow dzwigk - szok
elektryczny (dzwiek o amplitudzie 80 dB, czgstotliwosci 2 kHz i czasie trwania 10 sekund;
bodziec elektryczny o natezeniu 1 mA i czasie trwania 1 sekundy). Przerwy pomiedzy
bodzcami wynosily 60 sekund. Zwierzeta zostaly zabrane z kontekstu A 60 sekund po
ostatnim bodzcu.

W drugi dzien eksperymentu, zwierzeta po raz kolejny zostaty umieszczone w kontekscie A i
pozostawione w aparacie na 6 minut (w celu sprawdzenia ekspresji strachu uwarunkowanego
kontekstem (contextual fear conditioning - CFC), po czym powrocity do swoich klatek. Dwie
godziny pdzniej, zwierzeta zostaly umieszczone w kontekscie B i poddane habituacji przez
180 sekund. Nastepnie zwierzetom pigciokrotnie zaprezentowano bodziec dzwigkowy w
odstgpach 61 sekund, w celu zmierzenia reakcji strachu uwarunkowanego bodZzcem
dzwigkowym (auditory fear conditioning - AFC).
Zachowanie zwierzat w kazdej z pOszczegdlnych sesji eksperymentu bylo automatycznie
rejestrowane i analizowane przy pomocy kontrolowanego przez komputer systemu (TSE, Bad
Homburg, Germany), tak jak opisano w protokole (Biaton i wsp., 2021). Reakcja bezruchu
(tzw. freezing) stanowila miare¢ Strachu zwierzat i byta definiowana jako brak jakichkolwiek
ruchow (niebgdacych ruchami oddechowymi) przez co najmniej 2 sekundy. Catkowita suma
czasu bezruchu zostata zmierzona dla kazdej z sesji 1 wyrazona jako procent catkowitego

czasu trwania sesji (z wyjatkiem czasu habituacji w przypadku AFC).

3.3. Badania biochemiczne i molekularne

3.3.1. Badania biochemiczne ex vivo w wybranych strukturach tkanki mézgowej (FCX,
HIP, STR)

Poziomy DA i jej metabolitow: zewnatrzneuronalnej 3-metoksytyraminy (3-MT),
wewnagtrzneuronalnego kwasu 3,4-dihydroksyfenylooctowego (DOPAC) i konicowego kwasu
hmowanilinowego (HVA); 5-HT i jej metabolitu kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-
HIAA) oraz NA i jej metabolitu normetanefryny (NM), zostaty zmierzone w homogenatach
poszczeg6lnych struktur przy pomocy aparatu do wysokosprawnej chromatografii cieczowej
z elektrochemiczng detekcja (HPLC-ED) wyposazonego w kolumne C18. Tkanka zostata
zwazona a nast¢gpnie poddana homogenizacji w 0.1 M Kkwasie trichlorooctowym

zawierajacym 0.05 mM kwasu askorbinowego. Homogenat zostat poddany wirowaniu
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(10 000xg, 5 min.). Nastepnie zebrany supernatant zostal przefiltrowany przez membrane
celulozowag (RC58 0.2-um). Faza ruchoma sktadata si¢ z: 0.05 M buforu cytrynianowo-
fosforanowego o pH 3.5, 0.1 mM EDTA, 1 mM oktylowego sulfonianu sodu i 3.5 %
metanolu. Wielko$¢ przeptywu zostata ustalona na 1 ml/min. Poziom wskazanych monoamin
1 ich metabolitéw zostal oszacowany na podstawie wykresow z chromatografu i poréwnania
wielkosci pikow z wzorem uzyskanym w wyniku analizy standardow o okreslonym stezeniu

przygotowanych w danym dniu.

3.3.2. Eksperyment mikrodializy in vivo

Zwierzeta zostaly poddane anestezji w procedurze domig$niowych iniekcji ketaminy
(75 mg/kg, i.m.) i ksylazyny (10 mg/kg, i.m.). Nastgpnie szczury zoStaly umieszczone w
aparacie stereotaktycznym. Po nacigciu skory i odstonieciu czaszki, wertykalne kaniule
prowadzace zostaly wprowadzone do mozgu wedlug koordynatow (wedlug atlasu
stereotaktycznego G. Patsinos i C. H. Watson, 1998) dla struktur odpowiednich dla kazdego
eksperymentu:

a) prazkowie: A/P + 1.0, L/IM + 2.5 1 V/D — 3.5 mm, liczagc od umiejscowienia bregmy i
dury

b) hipokamp: A/P —5.5, L/M +5.0 and V/D —4.8 mm, liczac od umiejscowienia bregmy
i dury

c) kora frontalna: A/P + 2.9; L/M + 0./8 and V/D — 4.0 mm, liczac od umiejscowienia
bergmy i dury.

Przez 7 kolejnych dni zwierzgta zostaly poddane okresowi rekonwalescencji w pojedynczych
klatkach. W 7 dniu od przeprowadzenia operacji, kaniule mikrodializacyjne (o dtugosci 4 mm
dla STR i 2 mm dla FCX i HIP) zostaly wprowadzone do kaniul prowadzacych i odpowiednie
struktury zostaly poddane procesowi ptukania z wykorzystaniem sztucznego ptynu mozgowo
rdzeniowego o nastepujgcym sktadzie: 140 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 1.2 mM CaCl2,1 mM
MgCI2, 0.3 mM NaH2PO4 i 1.7 mM Na2HPO4 (pH 7.4). Predkos¢ przeptywu wynosita 1.5
ul/min i byla stale utrzymywana dzigki pompie mikroinfuzyjnej. Probki byty kolekcjonowane
u swobodnie poruszajacych si¢ zwierzat w odstepie 20 minut (dla analizy monoamin) i 30
minut (dla analizy glutaminianu) po 3-godzinnym okresie plukania i natychmiast zostaty

umieszczone w temp. -70°C, oczekujac na dalszg analize.
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3.3.2.1. Analiza poziomu monoamin i ich metabolitow w mikrodializatach uzyskanych

w eksperymencie mikrodializy in vivo

Poziomy DA, 5-HT, NA i ich metabolitow (DOPAC, 3-MT, HVA, NM i 5-HIAA) zostaly
zmierzone w mikrodializatach o objetosci 20 pl z wykorzystaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) z detekcja elektrochemiczng. Chromatografia zostata
wykonana przy uzyciu pompy LC-10 AD, detektora amperometrycznego LC-4B i kolumny
analitycznej BDS-Hypersil C18. Faza ruchoma sktadalta si¢ z 0.1 M kwasu
monochlorooctowego o pH 3.7, 0.5 mM EDTA, soli sodowej kwasu 1-oktanosulfonowego o
stezeniu 25 mg/l, 5.7 % metanolu i 2.5 % acetonitrylu. Wielko$¢ przepltywu zostata ustalona
na 0.5 ml/min. Potencjat elektrody wynosit +600 mV o czutosci 2 nA/V.

Dane chromatograficzne zostaly zanalizowane przy pomocy programu Chromax 2009.
Poziom wskazanych monoamin i ich metabolitow zostat oszacowany na podstawie wykresow
z chromatografu i porownania wielkosci pikdéw z wzorem uzyskanym w wyniku analizy

standardow o okreslonym stezeniu.

3.3.2.2. Analiza poziomu glutaminianu w mikrodializatach uzyskanych w eksperymencie

mikrodializy in vivo

100 pL roztworu zmieszanych aminokwasow badz mikrodializatu, 175 pL roztworu buforu
boranowego, 200 pl acetonitrylu i 25 pl roboczego roztworu NBD-F zmieszano w probowce
wirdwkowej. Zmieszany roztwor pozostawiono w zaciemnionej kapieli wodnej (60°C) na 7
minut, w celu umozliwienia zajscia reakcji (NBD-F reaguje z grupami aminowymi i
umozliwia wykrycie aminokwaséw przy uzyciu $wiatla ultrafioletowego - UV). Po
ochtodzeniu roztworu do temperatury pokojowej, 20 uL. roztworu zostalo poddane analizie z
uzyciem aparatu HPLC wyposazonego w detektor UV (472 nm) i kolumng CI18. Faza
ruchoma sktadata si¢ z 0.02 M buforu fosforanowego (pH 6.0) i 16 % acetonitrylu. Wielko$¢
przeptywu zostala ustalona na 0.75 ml/min. Poziom glutaminianu zostal oszacowany na
podstawie wykresow z chromatografu i porownania wielkosci pikow z wzorem uzyskanym w

wyniku analizy standardow o okre$lonym stezeniu.
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3.3.3. Analiza aktywnoS$ci enzymow zwiazanych ze stresem oksydacyjnym

Zwierzeta otrzymatly wielokrotne (7x), dootrzewnowe iniekcje 1MeTIQ (w dawce 25 lub 50
mg/kg, i.p.) lub MK-801 (w dawce 0.3 mg/kg, i.p.). W grupie tacznej 1MeTIQ byt podawany
30 minut przed iniekcja MK-801. Grupa kontrolna otrzymywata iniekcje soli fizjologicznej
(0.9% NaCl, i.p.). W ostatnim dniu eksperymentu, zwierzeta zoStaly u$miercone przez
dekapitacje 2 godziny po podaniu ostatniej dawki MK-801. Pobrano struktury takie jak FCX i
HIP, ktore natychmiast umieszczono na suchym lodzie (-70°C) i poddane dalszej analizie z

wykorzystaniem odpowiednich zestawow.

3.3.3.1. Peroksydaza glutationowa

Tkanka mézgowa zostata poddana procesowi homogenizacji na lodzie w buforze (50 mM
Tris—Hydrochloride, pH 7.5; 5 mM kwas wersenowy (EDTA); 1 mM ditiotreitol (DDT)) w
proporcji 7 ml buforu/1 g tkanki. Nastepne homogenat zostal poddany wirowaniu (10 000xg,
15 minut, 4°C). Zebrano nadsacz do dalszej analizy z wykorzystaniem zestawu Glutathione
Peroxidase Assay Kit (nr kat. 703102, Cayman Chemical), wedtug protokotu producenta.

3.3.3.2. Reduktaza glutationowa

Tkanka mézgowa zostata zostata poddana procesowi homogenizacji na lodzie w buforze (50
mM fosforan potasu, pH 7.5; 1 mM EDTA) w proporcji 7 ml buforu/l g tkanki. Nastepnie
homogenat zostal poddany wirowaniu (10 000xg, 15 minut, 4°C). Zebrano nadsgcz do dalszej
analizy z wykorzystaniem zestawu Glutathione Reductase Assay Kit (nr kat. 703202, Cayman

Chemical) wedtug protokotu producenta.

3.3.3.3. Katalaza

Tkanka méozgowa zostata poddana procesowi homogenizacji na lodzie w buforze (50 mM
fosforan potasu, pH 7.0; 1 mM EDTA) w proporcji 7 ml buforu/l g tkanki. Nastepnie
homogenat zostat poddany wirowaniu (10 000xg, 15 minut, 4°C). Zebrano nadsacz do dalszej
analizy z wykorzystaniem zestawu Catalase Assay Kit (nr kat. 707002, Cayman Chemical)

wedlug protokotu producenta.

3.3.3.4. Dysmutaza ponadtlenkowa
Tkanka mozgowa zostala poddana procesowi homogenizacji na lodzie w buforze HEPES o

pH 7.2 (zawierajacym 1 mM EGTA; 210 mM mannitolu; 70 mM sacharozy) w proporcji 1 ml
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buforu/ 1 g tkanki. Nastepnie homogenat zostat poddany wirowaniu (1500xg, 5 minut, 4°C).
Zebrano nadsacz do dalszej analizy z wykorzystaniem zestawu Superoxide Dismutase Assay
Kit (nr kat. 706002, Cayman Chemical) wedlug protokotu producenta.

3.3.4. Analiza poziomu cytokin (IL-6, IL-18, TNF-a, IL-10)

Zwierzeta otrzymaty wielokrotne (7x), dootrzewnowe iniekcje 1MeTIQ (w dawce 25 mg/kg
lub 50 mg/kg, i.p.) lub MK-801 (w dawce 0.3 mg/kg, i.p.). W grupie tacznej 1MeTIQ byt
podawany 30 minut przed inickcja MK-801. Grupa kontrolna otrzymywata iniekcje soli
fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p.). W ostatnim dniu eksperymentu, zwierzgta zostaty
usmiercone przed dekapitacje 2 godziny po podaniu ostatniej dawki MK-801. Pobrano
struktury takie jak FCX, HIP i STR, ktore natychmiast umieszczono na suchym lodzie

(-70°C) i poddane dalszej analizie z wykorzystaniem odpowiednich zestawow.
3.3.4.1. IL-6

Tkanka moézgowa (FCX, HIP, STR) zostala poddana procesowi homogenizacji w PBS
(0.01M; pH = 7.4) w proporcji 9ml buforu/1 g tkanki. Nastgpnie homogenaty zostaty poddane
wirowaniu (500xg, 5 minut, 4°C). Zebrano nadsacz do dalszej analizy z wykorzystaniem
zestawu Rat IL-6 (Interleukin-6) ELISA Kit (nr kat. ER0042, Fine Test), zgodnie z
protokotem producenta. Zawarto$¢ biatka w probce zostata okreSlona z wykorzystaniem
zestawu BCA Protein Assay Kit (nr kat. 23227, Thermo Scientific™),

3.3.4.2. IL-1B

Tkanka moézgowa (FCX, HIP, STR) zostala poddana procesowi homogenizacji w PBS
(0.01M; pH = 7.4) w proporcji 9ml buforu/1 g tkanki. Nastepnie homogenaty zostaly poddane
wirowaniu (500xg, 5 minut, 4°C). Zebrano nadsacz do dalszej analizy z wykorzystaniem
zestawu Rat IL-B (Interleukin-1B) ELISA Kit (nr kat. ER1094, Fine Test), zgodnie z
protokotem producenta. Zawarto$¢ biatka w probce zostala okreslona z wykorzystaniem

zestawu BCA Protein Assay Kit (nr kat. 23227, Thermo Scientific™),
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3.3.4.3. TNF-a

Tkanka mozgowa (FCX, HIP, STR) zostala poddana procesowi homogenizacji w PBS
(0.01M; pH = 7.4) w proporcji 9ml buforu/1 g tkanki. Nast¢pnie homogenaty zostaly poddane
wirowaniu (500xg, 5 minut, 4°C). Zebrano nadsgcz do dalszej analizy z wykorzystaniem
zestawu Rat TNF-a (Tumor Necrosis Factor Alpha) ELISA Kit (nr kat. ER1393, Fine Test),
zgodnie z protokotem producenta. Zawartos¢ bialka w probce zostala okreslona z

wykorzystaniem zestawu BCA Protein Assay Kit (nr kat. 23227, Thermo Scientific™),

3.3.4.4.1L-10

Tkanka mozgowa (FCX, HIP, STR) zostala poddana procesowi homogenizacji w PBS
(0.01M; pH = 7.4) w proporcji 9ml buforu/1 g tkanki. Nastgpnie homogenaty zostaty poddane
wirowaniu (500xg, 5 minut, 4°C). Zebrano nadsacz do dalszej analizy z wykorzystaniem
zestawu Rat IL-10 (Interleukin-10) ELISA Kit (nr kat. ER0033, Fine Test), zgodnie z
protokotem producenta. Zawarto$¢ biatka w probce zostala okreslona z wykorzystaniem

zestawu BCA Protein Assay Kit (nr kat. 23227, Thermo Scientific™),

3.3.5. Badania in vitro

Hodowle pierwotne komoérek neuronalnych zostaty pozyskane z przodomozgowia zarodkow
myszy szczepu Albino Swiss (w 15 dniu cigzy, Charles River), zgodnie z procedurg opisang
w publikacji autorstwa Wasik i wsp., 2021. Wyizolowane komoérki zawieszono
i utrzymywano w pozywce Neurobasal, dodatkowo uzupetnionej B27 (bez przeciwutleniaczy)
1 antybiotykami. Pozywke zmieniano co 2 dni. Hodowle utrzymywano w 37°C w atmosferze
zawierajacej 5% CO2 przez 3 dni przed whasciwym eksperymentem.

Zawarto$¢ gleju w hodowlach komorek neuronalnych zweryfikowano za pomoca podwojnej
immunocytochemii: anty-MAP2 (marker neuronalny) i anty-GFAP (marker astrocytow),
gdzie liczba astrocytow nie przekraczala 10%. Protokot generowania pierwotnych hodowli
komorek nerwowych byt zgodny z lokalnymi 1 migdzynarodowymi wytycznymi dotyczacymi
etycznego wykorzystywania zwierzat.

W pierwszej kolejnosci, po 24 i 48 godzinach okreslono efektywne stezenie i czas ekspozycji
komorek na MK-801 (50-200 uM) w celu wywotania znacznego uszkodzenia komoérek w
3 dniu in vitro (DIV). Nastepnie zbadano wptyw 1MeTIQ (50, 100 i 500 uM) podawanego w
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monoterapii do hodowli komoérkowej na 24 godziny w celu zweryfikowania bezpieczenstwa
biologicznego 1MeTIQ dla hodowli komoérek neuronalnych. W celu zbadania potencjatu
neuroprotekcyjnego 1MeTIQ, hodowle komoérkowe w 3 DIV traktowano jednocze$nie
1MeTIQ (10, 50, 100, 250 i 500 uM) i MK-801 (200 uM) przez 24 godziny.

3.3.5.1. Test redukcji MTT

Zywotno$¢ komorek okreslono iloéciowo przy uzyciu testu kolorymetrycznego soli
tetrazoliowej z bromkiem [4,5-dimetylotiazol-2-ilo]-2,5-difenylotetrazoliowym (MTT), jak
opisano w publikacji autorstwa Wasik i wsp., 2021. Absorbancj¢ kazdej probki mierzono przy
dhugosci fali 570 nm przy uzyciu czytnika mikroptytek (Infinite M200 PRO, Tecan). Dane
znormalizowano do komorek potraktowanych nosnikiem (100%) i wyrazono jako procent

kontroli = SEM ustalonej w 2 do 3 niezaleznych eksperymentach z 2-4 powtorzeniami.

3.3.5.2. Test uwalniania LDH

Poziom cytotoksyczno$ci po traktowaniu komorek 1MeTIQ i MK-801 oszacowano przez
pomiar dehydrogenazy mleczanowej (LDH) uwalnianej z komorek do pozywki hodowlanej z
wykorzystaniem zestawu do wykrywania cytotoksycznosci (Roche), jak opisano w publikacji
autorstwa Wasik i wsp., 2021. Absorbancj¢ kazdej probki mierzono przy dhugosci fali 490 nm
przy uzyciu czytnika mikroptytek (Infinite M200 PRO, Tecan). Dane z 2 do 3 niezaleznych
eksperymentow z 2-4 powtdrzeniami znormalizowano wzglgdem komorek poddanych

dziataniu Triton X100 (100%) i wyrazono jako procent catosci + SEM.

3.3.5.3. Immunocytochemia i barwienie Hoechst 33342 — analiza jader pyknotycznych

Czysto$¢ pierwotnych hodowli komorek neuronalnych i zmiany morfologiczne po
traktowaniu hodowli 1MeTIQ i MK-801 w poszczegdlnych typach komorek okreslono
metodg immunocytochemiczng, jak opisano w publikacji autorstwa Wasik i wsp. 2021.
Probki z hodowli komorek neuronalnych w 3 DIV, po utrwaleniu, permeabilizacji i
zablokowaniu, inkubowano przez noc z przeciwcialami swoistymi dla neuronéw
(anty-MAP-2, 1:250) i astrocytow (anty-GFAP, 1:500), a nastgpnie przez 60 minut

znakowano przeciwcialami wtornymi (przeciwciata anty-mysie, Alexa Fluor®488 i anty-
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krolicze Alexa Fluor®568, rozcienczenie 1:500). Jadra uwidoczniono przez barwienie
barwnikiem Hoechst 33342, jak opisano wcze$niej w publikacji autorstwa Wasik 1 wsp.,
2021. Nastepnie probki poddano dziataniu ProLong®Gold (Invitrogen, USA), a sondy badano
przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego AxioObserver (Carl Zeiss, Niemcy) o dtugosci
fali wzbudzenia 355 nm (Hoechst 33342), 470 nm (Alexa® 488) i 555 nm (Alexa®568). Dla
kazdego panelu wykonano 5 mikrofotografii (w dwoch egzemplarzach) dla kazdej z badanych
grup przy uzyciu czarno-biatej kamery (Axio-CamMRm, Carl Zeiss). Obrazy z barwienia
Hoechst 33342 oceniano ilosciowo, okreSlajac jednolicie wybarwione jadra jako zdrowe,
podczas gdy te o skondensowanej lub fragmentarycznej morfologii zidentyfikowano jako
jadra pyknotyczne. Dane obliczono jako procent komorek z obecno$cia jader pyknotycznych i

przedstawiono jako $rednig + SEM.

3.4.  Analiza statystyczna

Analizg statystyczng przeprowadzono przy pomocy programu Statistica 10 (StatSoft Inc.,
Tulsa, OK, USA). W zaleznosci od eksperymentu, do analizy wykorzystano jednoczynnikowa
analiz¢ wariancji ANOVA (w przypadku analizy testow behawioralnych oraz analizy
wynikow w eksperymentach z podaniami jednokrotnymi 1MeTIQ), dwuczynnikowg analize
wariancji ANOVA (w przypadku analizy danych z podaniami chronicznymi 1MeTIQ),
dwuczynnikowa analize wariancji ANOVA dla powtarzanych pomiarow (w przypadku
analizy danych z eksperymentu mikrodializy) lub test t-studenta (w przypadku analizy danych
z testu NORT). Do analizy post hoc wykorzystano test Duncana. Wynik byt uznany za istotny
statystycznie gdy p < 0.05.
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4, WYNIKI

4.1. Test podniesionego labiryntu krzyzowego (EPM)
4.1.1. Podania jednokrotne 1MeTI1Q w dawce 25 i 50 mg/kg

Rys. 2

A. B.
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Rys. 2: Wplyw IMeTIQ i olanzapiny (OLA) na zmiany w zachowaniu zwierzgt wywotane
ketaming w tescie EPM. Zwierzeta otrzymaly jednokrotne iniekcje soli fizjologicznej (grupa
kontrolna), ketaminy (KET; 10 mg/kg, i.p.), IMeTIQ (25 lub 50 mg/kg i.p.) lub olanzapiny
(OLA; 3 mg/kg i.p.). W grupach tgcznych, IMeTIQ lub OLA podano 20 min przed iniekcjg
KET. Test EPM przeprowadzono 90 min po podaniu KET. Czas trwania testu wynosit
5 minut. Zmierzono zachowania takie jak: % czasu spedzonego W otwartych ramionach (A),
% wejs¢ do otwartych ramion (B), aktywnos¢ lokomotoryczng (C) oraz wspiecia (D). Dane
przedstawione sq jako Srednie £ SEM. Liczba zwierzqt na grupe: n = 9-10; *p < 0.05;
**p < 0.01; ***p< 0.001 oznaczajq roznice w stosunku do grupy kontrolnej (sol); #p < 0.05;
##p < 0.01; ###p < 0.001 oznaczajg roznice w stosunku do grupy KET.
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Analiza statystyczna wykazata, ze % czasu spedzonego w otwartych ramionach labiryntu
znacznie roznity si¢ wérod badanych grup (F[7,61]=3.07, p < 0.05). Test post hoc wykazat, ze
jednokrotna dawka KET istotnie zmniejszyta (p < 0.05) % czasu spedzonego w otwartych
ramionach w poréwnaniu z grupg kontrolng. 1MeTIQ podawany w dawce 25 mg/kg wraz z
KET nie odwrocit jej efektu. 1IMeTIQ podawany w dawce 50 mg/kg, jak réwniez OLA,
catkowicie zablokowaty efekt wywolany przez KET (rys. 2 A).

Jednoczynnikowa wariancji ANOVA wykazata brak istotnego wptywu podanych zwigzkoéw
na % wejs¢ do otwartych ramion (F[7,68]=2.04, N. S.) (rys. 2 B).

Analiza statystyczna wykazata wplyw na aktywno$¢ lokomotoryczng zwierzat (catkowita
liczba wej$¢ do otwartych i zamknietych ramion labiryntu) (F[7,71]=3.77, p < 0.01). Test post
hoc wykazal, ze 1MeTIQ (50 mg/kg) podany w potaczeniu z KET wywotal istotny spadek
aktywnos$ci lokomotorycznej (p < 0.05) w pordwnaniu z grupa kontrolng. Podobny efekt
zaobserwowano po podaniu OLA (p < 0.01). Dodatkowo, iniekcja OLA z KET roéwniez

znaczgco zmniejszylta catkowitg liczbg wejs¢ do ramion labiryntu (p < 0.05) (rys. 2 C).

Analiza statystyczna ANOVA wykazata, ze ilos¢ wspig istotnie rdéznita si¢ pomigdzy
badanymi grupami (F[7,60]=5.64, p < 0.01). Test post hoc wykazal, ze zar6wno 1MeTIQ (50
mg/kg), jak i OLA (3 mg/kg) podawane oddzielnie znaczaco zmniejszyly liczbe wspigé
(p < 0.05). Podobny efekt zaobserwowano w grupach tgcznych, gdzie 1MeTIQ (50 mg/kg)
i OLA podano wraz z KET (p < 0.05) (rys. 2 D).
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4.1.2. Podania chroniczne (7x) 1IMeTI1Q w dawce 50 mg/kg

Rys. 3
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Rys. 3: Wphw wielokrotnych (7x) podan IMeTIQ na zmiany w zachowaniu zwierzqt
wywolane jednokrotnym podaniem ketaminy w ftescie EPM. Zwierzeta otrzymaty wielokrotne
iniekcje soli fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p., grupa kontrolna), jednokrotng iniekcje ketaminy
(KET; 10 mg/kg, i.p.) lub wielokrotne iniekcje (przez 7 kolejnych dni) 1MeTIQ (50 mg/kg,
I.p.). W grupach tgcznych, IMeTIQ podano 20 min przed inickcjg KET. W dniu testu,
zwierzeta otrzymaty ostatniqg dawke 1MeTIQ. Test EPM przeprowadzono 90 min po podaniu
KET. Czas trwania testu wynosil 5 minut. Zmierzono zachowania takie jak: % czasu
spedzonego w otwartych ramionach (A), % wejs¢ do otwartych ramion (B), aktywnosé
lokomotoryczng (C) oraz wspiecia (D). Dane przedstawione sq jako srednie + SEM. Liczba
zwierzqt na grupe: N = 9-10; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 oznaczajq roznice w
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stosunku do grupy kontrolnej (sol), #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p< 0.001 oznaczajq roznice w
stosunku do grupy KET.

Dwuczynnikowa analiza statystyczna ANOVA nie wykazata istotnego wplywu wielokrotnych
podan 1MeTIQ (odpowiednio F[1,33]=0.29, N. S.) na % czasu spedzonego w otwartych
ramionach. Natomiast ta sama analiza wykazata istoty statystycznie wptyw (F[1,33]=10.33,
p < 0.01) iniekcji KET na badany parametr. Interakcja obu iniekcji okazata si¢ by¢ nieistotna
statystycznie (F[1,33]=2.86, N. S.). Test post hoc wykazatl, ze KET istotnie (p < 0.01)
obnizyta % czasu spgdzonego w otwartych ramionach labiryntu w poréwnaniu do grupy

kontrolnej. Nie stwierdzono istotnych zmian w pozostatych grupach (rys. 3 A)

Dwuczynnikowa analiza wariancji nie wykazata istotnego wplywu wielokrotnych podan
1MeTIQ (F[1,33]=0.008, N. S.), jednokrotnego podania KET (F[1,33]1=1.70, N. S.) oraz ich
interakcji (F[1,33]=3.21, N. S.) na % wej$¢ do otwartych ramion labiryntu (rys. 3 B)

Analiza statystyczna wykazata istotny wptyw wielokrotnych podan 1MeTIQ (F[1,31]=36.95,
p < 0.001) na aktywno$¢ lokomotoryczng zwierzat wyrazong jako suma wejs¢ do wszystkich
ramion aparatu. Jednokrotne podanie KET (F[1.31]=2.95, N. S.) oraz interakcja obu iniekcji
(F[1,31]=3.69, N. S.) okazaly si¢ by¢ nieistotne. Test post hoc wykazat istotnie zwigkszong
aktywnos$¢ po podaniu KET (p < 0.05), natomiast wielokrotne podania samego 1MeTIQ
istotnie (p < 0.01) obnizyly wskazany parametr w poréwnaniu z grupa kontrolng. W grupie
tacznej (IMeTIQ x7 + KET) rowniez zaobserwowano istotny spadek aktywnoS$ci
lokomotorycznej w pordwnaniu zaréwno do grupy kontrolnej (p < 0.01) oraz grupy, ktora
otrzymata samg KET (p < 0.01) (rys. 3 C).

Dwuczynnikowa analiza ANOVA wykazata istotny wptyw chronicznych podan 1MeTIQ
(50 mg/kg) na liczbe wspie¢ (F[1,31]=15.84, p < 0.001) w podniesionym labiryncie
krzyzowym. Jednokrotna iniekcja KET (F[1,31]=0.53, N. S) oraz interakcja obu zwiazkow
(F[1,31]=1.54, N. S.) okazaly si¢ nie mie¢ istotnego wptywu na badany parametr. Test post
hoc wykazat istotny (p < 0.01) spadek liczby wspie¢ w grupie tacznej (1MeTIQ x7 + KET) w
porownaniu zaréwno do grupy kontrolnej (p < 0.01) jak i grupy, ktora otrzymata KET
(p < 0.01). Analiza ANOVA nie wykazata istotnego wptywu jednokrotnej iniekcji KET oraz

interakcji obu zwigzkoéw na badany parametr (rys. 3 D).
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4.2.  Test rozpoznawania nowego obiektu (NORT)
4.2.1. Podania jednokrotne 1MeTI1Q w dawce 25 mg/kg

Rys. 4
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Rys. 4: Wplyw IMeTIQ i olanzapiny (OLA) na zmiany w zachowaniu zwierzqt wywolane
ketaming na czasy eksploracji obiektu 1(O1) i obiektu 2 (O2) w fazie T1 (A) oraz w fazie T2
(B) w tescie NORT. Zwierzeta otrzymaly jednokrotne dootrzewnowe iniekcje soli
fizjologicznej (0.9% NacCl, i.p., grupa kontrolna), ketaminy (KET; 20 mg/kg, i.p.), IMeTIQ
(25 mg/kg i.p.) lub olanzapiny (OLA; 3 mg/kg i.p.). W grupach tgcznych, 1MeTIQ lub OLA
podano 30 min przed inickcjg KET. Dane przedstawiono jako srednig + SEM. N = 9-10
szczurow na grupe. Istotnosé statystyczna: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p <(0.001 w czasach
eksploracji nowego obiektu (NO) i znanego obiektu (FO) (B). Istotnos¢ statystyczna
w zmianach indeksu dyskryminacji odnosi si¢ do punktu 0 (C) natomiast w przypadku indeksu
preferencji istotnosé oznacza roznice wzgledem punktu 50% - losowego poziomu preferencji
(linia przerywana) (D).
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Test t-studenta nie wykazat istotnych réznic migdzy czasami eksploracji obiektu 1 1 obiektu 2

we wszystkich grupach w fazie T1 testu rozpoznawania nowego obiektu (rys. 4 A).

Ten sam test wykazat istotne rdznice (p < 0.001) w czasie eksploracji dla NO i FO w grupie
kontrolnej (s6l) w fazie T2. U zwierzat, ktorym podano KET, nie zaobserwowano istotnych
réznic w czasie eksploracji obiektow. Zaobserwowano istotne statystycznie réznice w czasach
eksploracji NO i FO w grupach 1MeTIQ (p <0.001), tacznych 1MeTIQ z KET (p <0.05),
olanzaping (p <0.01) oraz tgcznych olanzaping z KET (p <0.05) (rys. 4 B).

Testy t-studenta dla jednej proby wykazat istotno$¢ statystyczng dla wartosci indeksu
dyskryminacji w grupie kontrolnej, 1IMeTIQ 25 mg, OLA 3 mg (wszystkie p < 0.001), oraz w
obu badanych grupach tacznych (oba p < 0.01). Nie zaobserwowano statystycznie istotnej

réznicy w grupie zwierzat, ktora otrzymata KET (rys. 4 C)

Ta sama analiza statystyczna wykazala statystycznie istotne réznice w wartosciach indeksu
preferencji w poroéwnaniu do losowego poziomu szansy — 50%. Istotne roznice
zaobserwowano w grupie kontrolnej, 1MeTIQ 25mg, OLA 3 mg (wszystkie p < 0.001) oraz
w obu badanych grupach tacznych (oba p < 0.01). Nie zaobserwowano istotnej roznicy w

grupie zwierzat, ktora otrzymata KET (rys. 4 D).
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4.2.2. Podania jednokrotne 1IMeTI1Q w dawce 50 mg/kg

Rys. 5
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Rys. 5: Wplyw IMeTIQ i olanzapiny (OLA) na zmiany w zachowaniu zwierzgt wywotane
ketaming na czasy eksploracji obiektu 1(O1) i obiektu 2 (O2) w fazie T1 (A) oraz w fazie T2
(B) w tescie NORT. Zwierzeta otrzymaly jednokrotne dootrzewnowe iniekcje soli
fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p., grupa kontrolna), ketaminy (KET; 20 mg/kg, i.p.), 1MeTIQ
(50 mg/kg i.p.) lub olanzapiny (OLA; 3 mg/kg, i.p.) . W grupach #gcznych, 1MeTIQ lub OLA
podano 30 min przed iniekcjg KET. Dane przedstawiono jako srednig + SEM. N =9-10
szczurow na grupe. Istotnosé statystyczna: *p < 0.05; **p <0.01; ***p <0.001 w czasach
eksploracji nowego obiektu (NO) i znanego obiektu (FO) (B). Istotnos¢ statystyczna w
zmianach indeksu dyskryminacji odnosi si¢ do punktu 0 (C) natomiast w przypadku indeksu
preferencji istotnos¢ oznacza roznicg wzgledem punktu 50% - losowego poziomu preferencji
(linia przerywana) (D).
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Test t-studenta nie wykazat istotnych zmian w czasie eksploracji obiektu 1 i obiektu 2 we
wszystkich grupach w fazie T1 testu rozpoznawania nowego obiektu (rys. 5 A).

Ta sama analiza statystyczna wykazata istotne zmiany czasow eksploracji dla FO i NO w
fazie T2 testu rozpoznawania nowego obiektu w grupie kontrolnej (sol) (p< 0.001).
U zwierzat, ktore otrzymaty KET, nie zaobserwowano istotnych réznic w czasie eksploracji
NO i FO. Statystycznie istotne zmiany czaséw eksploracji dla FO i NO wystapily w grupach
traktowanych 1MeTIQ (p <0.01), IMeTIQ i KET (p <0.05), OLA (p<0.01) oraz olanzaping
I KET (p <0.05) (rys. 5 B).

Testy t-studenta dla pojedynczej proby wykazaty istotne rdéznice pomiedzy warto$cig indeksu
dyskryminacji a wartoscig 0 w nastepujacych grupach: kontrolnej, 1MeTIQ 50 mg, obu
grupach tacznych (wszystkie p < 0.01) oraz w grupie zwierzat, ktora otrzymala OLA
(p < 0.001). W grupie, ktorej podano jednokrotng dawk¢ KET nie zaobserwowano istotnej
roznicy pomigdzy warto$cig indeksu dyskryminacji a punktem ,,0” (rys. 5 C).

Ta sama analiza wykazatla istotne statystycznie rdéznice w wartosciach indeksu preferencji w
porownaniu do losowego poziomu szansy (50%) w grupie kontrolnej, 1MeTIQ 50 mg, w obu
grupach tacznych (wszystkie p < 0.01) oraz w grupie, ktora otrzymata iniekcj¢ samej OLA
(p < 0.001). Wartos¢ indeksu preferencji w grupie, ktora otrzymata KET nie roznita si¢
istotnie od losowego poziomu szansy (rys. 5 D).
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4.2.3. Podania chroniczne (7x) 1MeTIQ w dawce 50mg/kg

Rys. 6
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Rys. 6: Wplyw wielokrotnych (7x) podan IMeTIQ na zmiany w zachowaniu zwierzqgt
Wywotane jednokrotym podaniem ketaminy w tescie NORT. Zwierzeta otrzymaly wielokrotne
iniekcje dootrzewnowe soli fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p., grupa kontrolna), jednokrotng
iniekcje ketaminy (KET; 20 mg/kg, 1.p.) lub wielokrotne iniekcje (przez 7 kolejnych dni)
1IMeTIQ (50 mg/kg i.p.). W grupach gcznych, IMeTIQ podano 30 min przed iniekcjg KET.
W dniu testu, zwierzeta otrzymaly ostatniq dawke 1MeTIQ. Dane przedstawiono jako srednig
+ SEM. N=9-10 szczurow na Qrupe. Istotnos¢ statystyczna: *p <0.05; **p<0.01;
**%n < 0.001 w czasach eksploracji nowego obiektu (NO) i znanego obiektu (FO) (B).
Istotnos¢ statystyczna w zmianach indeksu dyskryminacji odnosi si¢ do punktu 0 (C)
natomiast w przypadku indeksu preferencji istotnos¢ oznacza roznice wzgledem punktu 50% -
losowego poziomu preferencji (linia przerywana) (D).

Test t-studenta nie wykazatl statystycznie istotnych zmian w czasie eksploracji obiektu 1 i

obiektu 2 we wszystkich grupach w fazie T1 testu (rys. 6 A), natomiast w fazie T2, zwierzeta
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w grupie kontrolnej (s6l) oraz tacznej (1MeTIQx7 + KET) eksplorowaty NO istotnie dtuzej
niz FO (oba p < 0.05). Nie zaobserwowano istotnych réznic w grupach, ktore otrzymaty KET
lub chroniczne iniekcje 1MeTIQ (rys. 6 B).

Test t-studenta dla pojedynczych prob wykazat istotne réznice pomigdzy wartoscig indeksu
dyskryminacji w grupie kontrolnej (p < 0.05), 1MeTIQ x7 (p < 0.01) i grupie lacznej
(p < 0.05) a punktem ,,0”. Nie wykryto istotnych réznic w obrg¢bie badanego parametru w

grupie, ktora otrzymata jednokrotng iniekcje KET (rys. 6 C).

Ta sama analiza statystyczna wykazata istotne réznice pomig¢dzy warto$cig indeksu
preferencji a losowym poziomem szansy (50%) w grupie kontrolnej oraz tacznej (oba
p < 0.05). Nie zaobserwowano istotnych réznic pomigdzy indeksem preferencji a poziomem
szansy w grupie ktora otrzymata KET badz chroniczne iniekcje 1MeTIQ (rys. 6 D).
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4.2.4. Test interakcji socjalnych (SIT)

4.2.4.1. Podania jednokrotnelMeTIQ w dawce 25 mg/kg
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Rys. 7: Wplyw 1MeTIQ i olanzapiny (OLA) na zmiany W zachowaniu zwierzqt wywotane
MK-801 na czas trwania interakcji (A) i liczbe interakcji (B) socjalnych w tescie SIT.
Zwierzeta otrzymaty jednokrotne dootrzewnowe iniekcje soli fizjologicznej (0.9% NacCl, i.p.,
grupa kontrolna), MK-801 (0.1 mg/kg, s.c.), IMeTIQ (25 mg/kg i.p.) lub olanzapiny (OLA;
3 mg/kg i.p.). W grupach tgcznych, 1MeTIQ lub OLA podano 30 min przed iniekcjg MK-801.
Dane przedstawiono jako srednie +SEM. N=8-10 szczurow na grupe. *p < 0.05;
**p < 0.01; ***p<0.001 w porownaniu z grupq kontrolng (sol). #p <0.05; ##p <0.01;
###p < 0.001 w porownaniu z grupg MK-801.

Jednoczynnikowa ANOVA wykazala istotny statystycznie (F[5,48] =90.77, p <0.001) wptyw
zastosowanych zwigzkow na czas interakcji spotecznych. Test post hoc wykazat istotny
(p< 0.001) spadek czasu interakcji socjalnych po iniekcji MK-801 w poréwnaniu z grupa
kontrolng. Pojedyncza dawka 1MeTIQ istotnie (p <0.05) skrocita czas interakcji socjalnych w
poréwnaniu z grupa kontrolng. W grupie, ktora otrzymata iniekcje OLA, zaobserwowano
silne skrocenie czasu interakcji (p < 0.001). U zwierzat, ktore otrzymaty zarowno 1MeTIQ,
jak i MK-801, czas interakcji socjalnych byt istotnie (p <0.001) zmniejszony w poréwnaniu z

grupa kontrolng. Zwierzeta, ktore otrzymaly iniekcje zarowno OLA, jak i MK-80,
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wykazywaly istotnie obnizony czas interakcji socjalnych w poréwnaniu ze zwierzetami z

grupy kontrolnej i grupy MK-801 (odpowiednio p <0.001 i p <0.05) (rys. 7 A).

Analiza statystyczna wykazata istotny (F[5,48]=43.71, p<0.001) wplyw podanych
zwiazkow na liczbe interakcji socjalnych. Analiza post hoc wykazata spadek liczby
incydentow socjalnych po podaniu MK-801, 1MeTIQ lub OLA (p <0.001) w poréwnaniu z
grupa kontrolng (sol). Podobny efekt zaobserwowano w grupie tacznej (LMeTIQ + MK-801).
Podanie tgczne OLA i MK-801 istotnie obnizylo liczbe interakcji socjalnych w poréwnaniu z
grupa kontrolng i MK-801 (odpowiednio p <0.001 i p <0.05) (rys. 7 B).
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4.2.5. Podania chroniczne (7x) 1IMeTI1Q w dawce 25 mg/kg
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Rys. 8: Wplyw wielokrotnych (7x) podan IMeTIQ na czas trwania interakcji socjalnych (A)
i liczbe interakcji socjalnych (B) w tescie SIT.. Zwierzeta otrzymaly wielokrotne iniekcje
dootrzewnowe soli fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p., grupa kontrolna), jednokrotng iniekcje
MK-801 (MK-801; 0.1 mg/kg, s.c.) lub wielokrotne iniekcje (przez 7 kolejnych dni) 1MeTIQ
(25 mg/kg i.p.) W grupach Zgcznych, IMeTIQ podano 30 min przed iniekcjg KET. W dniu
testu, zwierzeta Otrzymaly ostatnig dawke 1MeTIQ. Dane przedstawiono jako srednie + SEM.
N =8-10 szczurow na grupe. *p < 0.05; **p <0.01; ***p <0.001 w porownaniu z grupgq
kontrolng (sol). #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 w porownaniu z grupg MK-801.

Dwuczynnikowa analiza ANOVA wykazata istotny wpltyw podan MK-801 (F[1,17]=58.40,
p<0.001), wielokrotnych podan 1MeTIQ (F[1,17]=100.77, p<0.001) i interakcji obu
zwigzkow (F[1,17]=38.04, p <0.001) na czas interakcji socjalnych mierzonych w tescie SIT.
Test post hoc wykazal istotne zmniejszenie czasu interakcji (p<0.001) w grupie, ktorej
podano MK-801 lub chronicznielMeTIQ. W grupie tacznej, wielokrotne podania 1MeTIQ
podawane razem z jednokrotng dawka MK-801, spowodowaty istotny spadek czasu interakcji
socjalnych w porownaniu zarowno ze zwierzetami z grupy kontrolnej (p <0.001) jak i z grupy
MK-801 (p <0.05) (rys. 8 A).

Dwuczynnikowa ANOVA wykazata istotny wplyw podan MK-801 (F[1,17]=17.62,
p<0.001), wielokrotnych podan 1MeTIQ (F[1,17]=51.71, p<0.001) lub interakcji obu
zwigzkoéw (F[1,17]=7.44, p<0.05) na liczb¢ interakcji spotecznych. Analiza post hoc
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ujawnita istotny spadek liczby interakcji socjalnych po jednokrotnej iniekcji MK-801 lub
wielokrotnych podaniach 1MeTIQ (oba p<0.001). 7-krotne podanie 1MeTIQ wraz z
jednokrotng iniekcjg MK-801 spowodowalo istotny spadek liczby interakcji socjalnych w
pordwnaniu z grupami otrzymujgcymi sol fizjologiczng (p <0.001) 1 MK-801 (p<0.01)
(rys. 8 B).

54



4.3. Test pamieci warunkowanej strachem (FMT)
4.3.1. Podania jednokrotne 1MeTIQ w dawce 25 mg/kg
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Rys. 9: Wplyw IMeTIQ i olanzapiny (OLA) na zmiany w zachowaniu zwierzgt wywolane
MK-801 na ekspresje strachu uwarunkowanego kontekstem (CFC) (A) i strachu
uwarunkowanego bodzcem dzwickowym (AFC) (B) w fazie testu (dzien 2 eksperymentu,).
Zwierzeta otrzymaty jednokrotne dootrzewnowe iniekcje soli fizjologicznej (0.9% NacCl, i.p.,
grupa kontrolna), MK-801 (0.3 mg/kg, i.p.), IMeTIQ (25 mg/kg i.p.) lub olanzapiny (OLA;
3 mg/kg i.p.). W grupach tgcznych, 1MeTIQ lub OLA podano 20 min przed iniekcjg MK-801.
Dane przedstawiono jako srednie =SEM i wyrazono jako procent czasu trwania sesji.
N =8—10 szczurow na grupe. *p < 0.05; **p <0.01; ***p <0.001 w porownaniu z grupg
kontrolng (sol). Nie zaobserwowano istotnych zmian w poréwnaniu z grupg MK-801.

Jednoczynnikowa ANOVA wykazata statystycznie istotny wptyw (F[5,46] = 15.50, p <0.001)
podanych zwigzkéw na % czasu bezruchu w CFC. Test post hoc wykazat istotny (p < 0.001)
spadek % czasu bezruchu po jednokrotnej iniekcji MK-801. Jednorazowe podanie olanzapiny
istotnie (p< 0.01) zmniejszyto % czasu bezruchu w poréownaniu z grupg kontrolg (sol).
Laczne podanie 1MeTIQ z MK-801 istotnie (p< 0.001) obnizylo % czasu bezruchu w
poréwnaniu z grupa kontrolng. Podobny efekt — zmniejszony % czasu bezruchu -
obserwowano w grupie tacznej (OLA + MK-801) (p < 0.001) (rys. 9 A).

Jednoczynnikowa ANOVA wykazala istotny statystycznie wplyw (F5,45=7.14, p<0,001)

zastosowanych zwigzkow na % czasu bezruchu w AFC. Test post hoc wykazat istotny
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(p<0.01) spadek % czasu bezruchu po podaniu MK-801. Zarowno 1MeTIQ, jak i OLA,
podane facznie z MK-801 istotnie (p<0.001) zmniejszyly % czasu bezruchu w AFC w
poréwnaniu z grupg kontrolng. Olanzapina podana razem z MK-801 istotnie (p < 0.001)

skrocita % czasu bezruchu. Oba badane zwigzki nie odwrocity efektu wywotanego przez
MK-801 (rys. 9 B).
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4.3.2. Podania chroniczne (7x) 1IMeTI1Q w dawce 25 mg/kg

Rys. 10
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Rys. 10: Wplyw wielokrotnych (7x) podan IMeTIQ na ekspresje strachu uwarunkowanego
kontekstem (CFC) (A) i strachu uwarunkowanego bodzcem dzwigkowym (AFC) (B) w fazie
testu (dzien 2 eksperymentu). Zwierzeta otrzymaly wielokrotne dootrzewnowe iniekcje soli
fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p., grupa kontrolna), jednokrotng iniekcje MK-801 (MK-801;
0.3 mg/kg, i.p.) lub wielokrotne iniekcje (przez 7 kolejnych dni) 1MeTIQ (25 mg/kg, i.p.).
W grupach tqcznych, 1MeTIQ podano 20 min przed iniekcjg MK-801. W dniu testu, zwierzeta
otrzymaty ostatnig dawke IMeTIQ. Dane przedstawiono jako srednie = SEM i wyrazono jako
procent czasu trwania sesji. N=8-10 szczurow na grupe. *p <0.05; **p<0.01;
*#%p < 0.001 w porownaniu z grupg kontrolng (sol). Nie zaobserwowano istotnych zmian
w porownaniu z grupg MK-801.

Dwuczynnikowa analiza wariancji ~ wykazata istotny wplyw MK-801 (F[1,32]=287.9,
p<0.001) na % czasu bezruchu w CFC. Ta sama analiza nie wykazata istotnego wptywu
(F[1,32]=0.17, N. S.) wielokrotnych podan 1MeTIQ na badany parametr. Interakcja obu
zwigzkoéw nie miata istotnego wptywu (F[1,32] =0.13, N. S.) na % czasu bezruchu. Test post
hoc wykazat istotny (p<0.001) spadek % czasu bezruchu w CFC po iniekcji MK-801.
Wykazat takze istotne statystycznie (p <0.001) zmniejszenie % czasu bezruchu w grupie
podan tgcznych (1MeTIQ 7x i MK-801) (rys. 10 A).

Dwuczynnikowa ANOVA wykazata statystycznie istotny wplyw podan MK-801

(F[1,31] =84.28, p<0.001) na % czasu bezruchu. Ta sama analiza nie wykazata znaczacego
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wplywu (F[1.31] =1.66, N. S.) wielokrotnych podan 1MeTIQ na % czasu bezruchu w AFC.
Interakcja obu substancji nie miata istotnego wptywu (F[1,32]=3.88, N. S.) na % czasu
bezruchu. Test post hoc wykazat istotny (p < 0.001) spadek % czasu bezruchu u zwierzat,
ktorym podano MK-801 (p < 0.001). Chroniczne iniekcje 1MeTIQ wraz z jednokrotnym
podaniem MK-801 znaczaco (p <0.001) zmniejszylty % czasu bezruchu, w poréwnaniu do
grupy kontrolnej (rys. 10 B).
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4.4. Eksperymenty mikrodializy in vivo

4.4.1. Mikrodializa w STR — jednorazowe podania 1MeTIQ 25 mg/kg i ketaminy

20 mg/kg, analiza poziomu monoamin i ich metabolitéw

4.4.1.1. DA i jej metabolity (DOPAC, HVA, 3-MT)
Rys. 11
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Rys. 11: Wplyw jednokrotnego podania 1MeTIQ (25 mg/kg, i.p.) na zmiany stezenia DA (A)
i jej metabolitow DOPAC (B) HVA (C) i 3-MT (D) wywolane podaniem ketaminy
(KET; 20 mg/kg, ip.) w STR szczura. Grupa kontrolna otrzymata sol fizjologiczng
(0.9% NaCl, i.p.). Probki kontrolne (bazalne) pobrano od punktu czasowego ,,-60" do ,,0";
nastepnie podano IMeTIQ (w punkcie czasowym ,,07) lub KET (w punkcie czasowym ,,207).
W grupie tgcznej, IMeTIQ podano 20 min przed podaniem KET. Wartosci wyrazon0 jako
Srednie + SEM (N=6). Istotnos¢ statystyczna: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001
w porownaniu do wartosci kontrolnej — sredniej dla 4 pomiarow bazalnych; #p < 0.05;
##p < 0.01; ###p < 0.007 w porownaniu do grupy KET w danym punkcie czasowym. Strzatki
symbolizujq czas podania zwigzkow.

Analiza wariancji ANOVA dla powtarzanych pomiaréw wykazata istotny wptyw podanych
substancji (F[3,18]=3.18, p < 0.05), czasu (F[12,216]=7.28, p < 0.001) oraz interakcji obu
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analizowanych czynnikow (F[36,216]=2.23, p < 0.001) na st¢zenie DA w STR szczura.
Analiza post hoc wykazata znamienne st¢zeniec DA w punkcie czasowym ,,60” w grupie,
ktora otrzymata jednokrotne podanie 1MeTIQ (25 mg/kg) w pordéwnaniu do poziomu
bazalnego. W grupie tacznej zaobserwowano istotne zwigkszenie uwalniania DA w 40 — 120
minucie eksperymentu (p < 0.05 dla punktéw czasowych ,,40” i ,,120”; p < 0.01 dla punktu
czasowego ,,100”; p < 0.001 dla punktow czasowych ,,60” 1 ,,80”) w poréwnaniu do poziomu
kontrolnego. Dodatkowo w tej grupie wykazano istotny wzrost stezenia DA w 40 — 100
minucie eksperymentu (p < 0.05 dla punktu czasowego ,,100”; p < 0.01 dla punktu czasowego
,»80”; p < 0.001 dla punktu czasowego ,,60””) w poréwnaniu do danych punktow czasowych z
grupy KET (rys. 11 A).

Ta sama analiza statystyczna wykazata brak istotnego wplywu podanych substancji
(F[3,18]=1.96, N. S.) na stgzenie DOPAC w STR, natomiast efekt czasu (F[13,216]=24.82,
p < 0.001) oraz interakcja obu analizowanych czynnikow (F[36,216]=2.71, p < 0.001)
okazaly si¢ by¢ statystycznie istotne dla poziomu DOPAC. Analiza post hoc wykazata istotny
spadek stezenia DOPAC w czasie 100 — 180 minuty eksperymentu (p < 0.05 dla punktu
czasowego ,,100”; p < 0.01 dla punktu czasowego ,,120”; p < 0.001 dla punktow czasowych
,»140” — [180”) w grupiec KET w poréwnaniu do wartosci kontrolnej. Znamienny spadek
poziomu DOPAC, poréwnujac do poziomu bazalnego, zaobserwowano takze w grupie, ktora
otrzymata 1MeTIQ (25 mg/kg) w 160 i 180 minucie (p < 0.05). Podobny efekt wykazano
takze w grupie tacznej, w 120 — 180 minucie eksperymentu (p < 0.05) w poréwnaniu do
wartos$ci kontrolnej. Dodatkowo w tej grupie wykazano istotne zwigkszenie poziomu DOPAC
w 160 (p < 0.05) i 180 (p < 0.01) minucie eksperymentu, w poréwnaniu do danych punktéw
czasowych z grupy KET (rys 11 B).

Analiza wariancji dla powtarzanych pomiaré6w wykazata istotny wplyw iniekcji
(F[3,18]=10.20, p < 0.001), czasu (F[12,216]=22.38, p < 0.001) oraz interakcji obu
zmiennych (F[36,216]=10.06, p < 0.001) na poziom HVA. Analiza post hoc wykazata
znamienny spadek poziomu HVA w grupie KET w 160 i 180 minucie eksperymentu
(p < 0.05). Nie zaobserwowano istotnych zmian stezenia w pozostalych grupach w

analizowanych punktach czasowych (rys. 11 C).

Analiza statystyczna ANOVA dla powtarzanych pomiaréw wykazata brak istotnego wptywu
podanych substancji (F[3,18]=1.30, N. S.) na poziom 3-MT w STR szczura. Efekt czasu
(F[12,216]=1.90, p < 0.05) oraz interakcja obu analizowanych zmiennych (F[36, 216]=1.53,

60



p < 0.05) okazaly si¢ by¢ znamienne dla st¢zenia 3-MT. Test post hoc ujawnit istotne
statystycznie zwigkszenie poziomu 3-MT w grupie, ktéra otrzymala iniekcj¢ 1MeTIQ
(25 mg/kg) w punktach czasowych ,,40” — ,,180” (wszystkie p < 0.001), w poréwnaniu do
poziomu kontrolnego. W grupie tacznej wykazano znamienny wzrost poziomu 3-MT w 60 —
100 minucie eksperymentu (p < 0.05), porownujac do wartosci bazalnej. Dodatkowo w grupie
tacznej zaobserwowano istotny wzrost stezenia 3-MT w 60 i 80 minucie (p < 0.05), w

porownaniu do danych punktéw czasowych z grupy KET (rys. 11 D).
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4.4.1.2.NA i Jej metabolit (NM) oraz 5-HT i jej metabolit (5-HIAA)

Rys. 12
O so6l 4 KET20mg <+ 1MeTIQ25mg {1F 1MeTIQ 25 mg + KET 20 mg
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Rys. 12: Wplyw jednokrotnego podania 1MeTIQ (25 mg/kg, i.p.) na zmiany stezenia NA (A)
i jej metabolitu NM (B) oraz 5-HT (C) i jej metabolitu 5-HIAA (D) wywotane podaniem
ketaminy (KET; 20 mg/kg, i.p.) w STR szczura. Grupa kontrolna otrzymata sol fizjologiczng
(0.9% NaCl, i.p.). Probki kontrolne (bazalne) pobrano od punktu czasowego ,,-60" do ,,0";
nastgpnie podano IMeTIQ (w punkcie czasowym ,,07) lub KET (w punkcie czasowym ,,207).
W grupie lgcznej, IMeTIQ podano 20 min przed podaniem KET. Wartosci wyrazono jako
srednie + SEM (N=6). Istotnos¢ statystyczna: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001
w porownaniu do wartosci kontrolnej — sredniej dla 4 pomiarow bazalnych; #p < 0.05;
##p < 0.01; ###p < 0.00/ w poréwnaniu do grupy KET w danym punkcie czasowym. Strzatki
symbolizujq czas podania zwigzkow.

Analiza statystyczna ANOVA dla powtarzanych pomiaréw wykazata istotny efekt podanych
zwigzkow (F[3,18]=38.96, p < 0.001), czasu (F[12,216]=34.10, p < 0.001) oraz interakcji obu
badanych czynnikow (F[36,216])=32.43, p < 0.001) na poziom NM w STR szczura. Test post

62



hoc wykazal istotny wzrost stgzenia NA w 40 — 180 minucie eksperymentu (p < 0.01 dla
punktu czasowego ,,40”; p < 0.001 dla punktéw czasowych ,,60” — ,,180”) w poréwnaniu do
poziomu kontrolnego. Efekt ten zostal calkowicie zablokowany przez podanie 1MeTIQ
(25 mg/kg) w grupie tacznej, gdzie wykazano istotny spadek poziomu NA w 40 — 180
minucie w porownaniu do danych punktéw czasowych z grupy KET (p < 0.01 dla punktu
czasowego ,,40”; p <0.001 dla punktow czasowych ,,60” —,,180”) (rys. 12 A).

Ta sama analiza wykazata brak istotnego efektu podanych zwigzkoéw (F[3,18]=1.44, N. S.) na
stezenie NM w STR. Efekt czasu (F[12,216]=2.04, p < 0.05) oraz interakcja obu zmiennych
(F[36,216]=2.71, p < 0.001) okazaty si¢ by¢ istotne dla poziomu NM. Analiza post hoc
wykazata znamienny wzrost poziomu NM w 120 (p < 0.01), 160 (p < 0.05) i 180 (p < 0.01)
minucie eksperymentu w grupie, ktora otrzymata 1MeTIQ (25 mg/kg) w poréwnaniu do

poziomu bazalnego. Nie zaobserwowano istotnych zmian w pozostatych grupach (rys. 12 B).

Analiza ANOVA dla powtarzanych pomiaréw wykazata brak istotnego wplywu iniekcji
(F[3,18]=1.49, N. S.) na poziom uwalniania 5-HT, natomiast efekt czasu (F[12,216]=1.83,
p < 0.05) oraz interakcja obu badanych zmiennych (F[36,216]=1.65, p < 0.05) okazat si¢ by¢
istotny. Analiza post hoc wykazata znamienny wzrost stezenia 5-HT w 40 minucie
eksperymentu (p < 0.05) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. W grupie Iacznej
zaobserwowano istotne zwigkszenie poziomu 5-HT w 80 (p < 0.05) i 140 (p < 0.01) minucie

eksperymentu w poroéwnaniu do danych punktow czasowych z grupy KET (rys. 12 C).

Analiza wariancji dla powtarzanych pomiarow wykazata brak istotnego efektu podanych
zwigzkow (F[3,18]=1.86, N. S.) na stgzenie 5-HIAA w STR szczura. Wplyw czasu
(F[12,216]=5.38, p < 0.001) oraz interakcja obu czynnikow (F[36,216]=2.13, p < 0.001)
okazaly si¢ mie¢ istotny wplyw na poziom 5-HIAA. Analiza post hoc wykazata znamienny
spadek (p < 0.05) stezenia 5-HIAA w 100 minucie eksperymentu w grupie, ktéra otrzymata
jednokrotne podania 1MeTIQ (25 mg/kg), poréwnujac do poziomu kontrolnego (rys. 12 D).
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4.4.2. Mikrodializa w STR — jednorazowe podania 1MeTIQ 50 mg/kg i ketaminy 20
mg/kg

4.4.2.1. DA i jej metabolity (DOPAC, HVA, 3-MT)

Rys. 13
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Rys. 13: Wphyw jednokrotnego podania 1MeTIQ (50 mg/kg, i.p.) na zmiany stgzenia DA (4)
i jej metabolitow DOPAC (B) HVA (C) i 3-MT (D) wywotane podaniem ketaminy (KET;
20 mg/kg, i.p.) w STR szczura. Grupa kontrolna otrzymata sél fizjologiczng (0.9% NaCl, i.p.).
Probki kontrolne (bazalne) pobrano od punktu czasowego ,,-60” do ,,0”; nastgpnie podano
1MeTIQ (w punkcie czasowym ,,07) lub KET (w punkcie czasowym ,,20"). W grupie tgcznej,
1MeTIQ podano 20 min przed podaniem KET. Wartosci wyrazono jako Srednie + SEM
(N=6). Istotnos¢ statystyczna: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 w poréownaniu do
wartosci kontrolnej — Sredniej dla 4 pomiarow bazalnych;, #p < 0.05; ##p < 0.01;
###p < 0.001 w porownaniu do grupy KET w danym punkcie czasowym. Strzatki symbolizujg
czas podania zwigzkow.

Dwuczynnikowa analiza ANOVA dla powtarzanych pomiarow wykazata istotny efekt
podanych zwigzkow (F[3,18]=5.45, p < 0.01), czasu (F[12,216]=13.88, p < 0.001) oraz
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interakcji obu czynnikéw (F[12,216]=5.15, p < 0.001) na poziom DA w STR szczura. Analiza
post hoc wykazata istotny wzrost uwalniania DA w czasie 40 — 100 minucie eksperymentu w
grupie 1MeTIQ (50 mg/kg) (p < 0.05 dla punktow ,,80” i ,,100”; p < 0.01 dla punktoéw ,,40”
i,,60”) w porownaniu do poziomu kontrolnego. W grupie tacznej zaobserwowano podobny
efekt — w 40 — 160 minucie eksperymentu poziom DA istotnie wzrést (p < 0.05 dla punktu
czasowego ,,160”; p < 0.01 dla punktéw czasowych ,40”, ,,120” i ,,140”; p < 0.001 dla
punktow czasowych ,,60” — ,,100”) w porownaniu do warto$ci bazalnej. Dodatkowo w tej
grupie wykazano istotne zwigkszenie stezenia DA w porownaniu do danych punktow
czasowych z grupy KET, w 40 — 160 minucie (p < 0.05 dla punktu czasowego ,,160”;
p < 0.01 dla punktéw czasowych ,,40” i ,,140”; p < 0.001 dla punktow czasowych ,,60” —
,»1007) (rys. 13 A).

Ta sama analiza statystyczna wykazata brak istotnego wplywu podanych zwigzkéw
(F[3,18]=2.57, N. S.) na stezenie DOPAC w STR szczura, natomiast efekt czasu
(F12,216]=35.38, p < 0.001) oraz interakcja obu zmiennych (F[36,216]=2.73, p < 0.001)
oOkazaly si¢ by¢ istotne dla poziomu DOPAC. Analiza post hoc wykazata obnizony poziom
DOPAC w grupie KET w czasie 120 — 160 minucie eksperymentu (p < 0.01 dla punktu
czasowego ,,120”; p < 0.001 dla punktow czasowych ,,140” i ,,160”) w poréwnaniu do
poziomu bazalnego. W grupie zwierzat, ktora otrzymata iniekcje¢ 1MeTIQ (50 mg/kg),
wykazano obnizone st¢zenie DOPAC w 60 — 180 minucie eksperymentu (p < 0.05 dla punktu
czasowego ,,60”; p < 0.01 dla punktow czasowych ,,80” — ,,180”), porownujac do wartosci
kontrolnej. W grupie tacznej takze obserwowano spadek poziomu DOPAC w punktach
czasowych ,,40” — ;180 (p < 0.05 dla punktow czasowych ,,40” 1 ,,80”; p <0.01 dla punktow
czasowych ,,60” 1,,100”; p < 0.001 dla punktow czasowych ,,120” — ,,180”) w poréwnaniu do
poziomu bazalnego. Dodatkowo w tej grupie zaobserwowano obnizone stezenie DOPAC w

60 minucie (p < 0.05), poréwnujac do danego punktu czasowego z grupy KET (rys. 13 B).

Dwuczynnikowa analiza ANOVA dla powtarzanych pomiarow nie wykazata istotnego
wplywu iniekcji (F[3,18]=2.93, N. S.) na stgzenie HVA w STR. Wplyw czasu
(F[12,216]=5.05, p < 0.001) oraz interakcja obu badanych zmiennych (F[36,216]=2.60,
p < 0.001) okazaty si¢ by¢ istotne dla poziomu HVA. Test post hoc wykazat spadek stezenia
HVA w 160 i 180 minucie eksperymentu (p < 0.05) w poréwnaniu do poziomu kontrolnego.
Podobny efekt byt obserwowany w punkcie czasowym ,,60” w grupie, ktora otrzymata

IMeTIQ (50 mg/kg), porownujac do wartosci kontrolnej (p < 0.05) (rys. 13 C).

65



Dwuczynnikowa analiza wariancji dla powtarzanych pomiaré6w wykazata istotny wplyw
zastosowanych zwigzkow (F[3,18]=35.33, p < 0.001), czasu (F[12,216]=64.54, p < 0.001)
oraz interakcji obu czynnikow (F[36,216]=27.44), p < 0.001) na stezenic 3-MT w STR
szczura. Analiza post hoc wykazala znaczne zwigkszenie poziomu 3-MT w grupie, ktora
otrzymata 1MeTIQ (50 mg/kg) w 40 — 180 minucie eksperymentu (p < 0.01 dla punktu
czasowego ,,40”; p < 0.001 dla punktéw czasowych ,,60” — ,,180”") w poréwnaniu do wartosci
kontrolnej. Istotny wzrost poziomu 3-MT byl takze obserwowany W grupie facznej, w
punktach czasowych ,,40” —,,180” (wszystkie p < 0.001), zaro6wno w poréwnaniu do poziomu
kontrolnego, jak i danych punktow czasowych w grupie KET (wszystkie p < 0.001)
(rys. 13 D).
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4.4.2.2. NA i jej metabolit (NM) oraz 5-HT i jej metabolit (5-HIAA)

Rys. 14
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Rys. 14: Wplyw jednokrotnego podania I1MeTIQ (50 mg/kg, i.p.) na zmiany stezenia NA (A)
i jej metabolitu NM (B) oraz 5-HT (C) i jej metabolitu 5-HIAA (D) wywotane podaniem
ketaminy (KET; 20 mg/kg, i.p.) w STR szczura. Grupa kontro/na otrzymata sol fizjologiczng
(0.9% NaCl, i.p.). Probki kontrolne (bazalne) pobrano od punktu czasowego ,,-60" do ,,0";
nastgpnie podano IMeTIQ (w punkcie czasowym ,,0”) lub KET (w punkcie czasowym ,,207).
W grupie lgcznej, 1MeTIQ podano 20 min przed podaniem KET. Wartosci wyrazono jako
Srednie + SEM (N=6). Istotnos¢ statystyczna: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001
W porownaniu do wartosci kontrolnej — sredniej dla 4 pomiarow bazalnych; #p < 0.05;
##p < 0.01; ###p < 0.001 w poréwnaniu do grupy KET w danym punkcie czasowym. Strzatki
symbolizujq czas podania zwigzkow.

Dwuczynnikowa analiza ANOVA dla powtarzanych pomiaréw wykazala istotny wplyw
zastosowanych zwigzkow (F[3,18]=21.44, p < 0.001), czasu (F[12,216]=52.28, p < 0.001)
oraz obu analizowanych czynnikow (F[36,216]=21.45, p < 0.001) na poziom NA w STR
szczura. Test post hoc wykazat istotny wzrost stezenia NA w grupie KET w 40 — 180 minucie
eksperymentu (p < 0.05 dla punktu czasowego ,,40”; p < 0.001 dla punktéw czasowych ,,60”
- ,,180”) w porownaniu do poziomu kontrolnego. W grupie, ktora otrzymata 1MeTIQ
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(50 mg/kg) rowniez zaobserwowano zwigkszony poziom uwalniania NA w czasie 40 — 180
minut (p < 0.01 dla punktéw czasowych ,40” i ,,80” — ,,160”; p < 0.001 dla punktéw
czasowych ,,60” 1 ,,180”) w poroOwnaniu z wartoscig bazalng. W grupie tacznej wykazano
obnizone stezenie NA w 40 — 180 minucie eksperymentu (p < 0.05 dla punkty czasowego
»40”; p < 0.001 dla punktow czasowych ,,60” — ,,180”) w poréwnaniu z odpowiednimi

punktami czasowymi w grupie KET (rys 14 A).

Dwuczynnikowa analiza wariancji dla powtarzanych pomiarow wykazata istotny
statystycznie wplyw iniekcji (F[3,18]=12.77, p < 0.001), czasu (F[12,216]=14.73, p < 0.001)
oraz interakcji obu analizowanych czynnikow (F[36,216]=8.50, p < 0.001) na ste¢zenie NM w
STR. Analiza post hoc wykazata znamiennie zwigkszenie poziomu NM w grupie, ktora
otrzymata 1MeTIQ (50 mg/kg) w czasie 100 — 140 minucie eksperymentu (p < 0.05 dla
punktu czasowego ,,140”; p < 0.01 dla punktéw czasowych ,,100” 0 ,,120"), poréwnujac do
poziomu kontrolnego. Istotnie zwigkszony poziom NM zaobserwowano takze w grupie
tacznej, w 60 — 180 minucie eksperymentu (p < 0.001 dla wszystkich punktow czasowych) w
porownaniu do poziomu bazalnego. Dodatkowo w tej grupie wykazano istotnie wyzsze
stezenie NM w punktach czasowych ,,60” —,,180” (dla wszystkich p < 0.001), poréwnujac do
danych punktéw czasowych w grupie KET (rys. 14 B).

Ta sama analiza statystyczna nie wykazata istotnego wplywu podanych zwigzkoéw
(F[3,18]=2.15, N. S.), czasu (F[12,216]=1.14, N. S.) oraz interakcji obu czynnikéw
(F[12,216]=1.31, N. S.) na poziom 5-HT w STR szczura (rys. 14 C).

Dwuczynnikowa analiza wariancji dla powtarzanych pomiarow wykazata statystycznie
istotny efekt podanych substancji (F[3,18]=4.26, p < 0.05), czasu (F[12,216]=15.53,
p < 0.001) oraz interakcji obu badanych zmiennych (F[36,216]=4.69, p < 0.001) na st¢zenie
5-HIAA w STR. Analiza post hoc wykazata obnizenie poziomu 5-HIAA po podaniu 1MeTIQ
(50 mg/kg) w 80 — 180 minucie eksperymentu (p < 0.05 dla punktéw czasowych ,,80”, ,,140”
1,,180”; p <0.01 dla punktow czasowych ,,100”, ,,120” 1 ,,160”) w poréwnaniu z poziomem
kontrolnym. Podobny efekt zaobserwowano w grupie tgcznej w punktach czasowych ,,60” —
»180” (p < 0.01 dla punktéw czasowych ,,60” — ,,100”, ,,140” 1 ,,180”; p < 0.001 dla punktow
czasowych ,,120” 1 ,,160”), poréwnujac do wartosci bazalnych. Dodatkowo w tej grupie
wykazano istotnie obnizony poziom 5-HIAA w stosunku do punktéw czasowych z grupy
KET w 60 i 100 — 160 minucie eksperymentu (p < 0.05 dla wszystkich punktéw czasowych)
(rys. 14 D).
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4.4.3. Mikrodializa w STR — jednorazowe podania olanzapiny 3 mg/kg i ketaminy
20 mg/kg

4.4.3.1. DA i jej metabolity (DOPAC, HVA, 3-MT)

Rys. 15
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Rys. 15: Wphw jednokrotnego podania olanzapiny (OLA; 3 mg/kg, i.p.) na zmiany stezenia
DA (4) i jej metabolitow DOPAC (B) HVA (C) i 3-MT (D) wywolane podaniem ketaminy
(KET; 20 mg/kg, i.p.) w STR szczura. Grupa kontrolna otrzymata sél fizjologiczng
(0.9% NaCl, i.p.). Probki kontrolne (bazalne) pobrano od punktu czasowego ,,-60" do ,,0";
nastepnie podano OLA (w punkcie czasowym ,,07) lub KET (w punkcie czasowym ,,207).
W grupie tgcznej, OLA podano 20 min przed podaniem KET. Wartosci wyrazono jako srednie
+ SEM (N=6). Istotnos¢ statystyczna: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 w porownaniu do
wartosci kontrolnej — sredniej dla 4 pomiarow bazalnych; #p < 0.05; ##p < 0.01;
#H##p < 0.001 w poréwnaniu do grupy KET w danym punkcie czasowym. Strzatki symbolizujg
czas podania zwigzkow.

Dwuczynnikowa analiza ANOVA dla powtarzanych pomiarow wykazata brak istotnego
efektu podanych zwigzkoéw (F[3,18]=1.27, N. S.) na poziom DA w STR szczura. Efekt czasu
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(F[12,216]=2.91, p < 0.001) okazat si¢ by¢ istotny dla stezenia DA, natomiast interakcja obu
czynnikow (F[36,216]=1.62, N. S.) nie byla istotna. Test post hoc wykazal znamienne
zwickszenie uwalniania DA w grupie tacznej w punkcie czasowym ,,60”, porownujac

zarowno do poziomu kontrolnego jak i danego punktu czasowego z grupy KET (rys. 15 A).

Ta sama analiza statystyczna wykazata istotny efekt zastosowanych substancji
(F[3,18]=10.27, p < 0.001), czasu (F[12,216]=19.54, p < 0.001) oraz interakcji obu
czynnikow (F[36,216]=9.56, p < 0.001) na stezenie DOPAC w STR. Analiza post hoc
wykazata znaczne zwigkszenie poziomu DOPAC w grupie, ktora otrzymata OLA w 60 — 180
minucie eksperymentu (p < 0.01 dla punktu czasowego ,,60”; p < 0.001 dla pozostatych
punktow czasowych) w porownaniu do poziomu bazalnego. Podobny efekt byt obserwowany
w grupie tacznej w punktach czasowych ,,60” — ,,180” (p < 0.01 dla punktu ,,60”; p < 0.001
dla pozostatych punktow czasowych), poréwnujac do warto$ci kontrolnej. Dodatkowo
zaobserwowano znaczne zwickszenie stgzenia DOPAC w 60 — 180 minucie eksperymentu
(p < 0.01 dla punktu czasowego ,,60”; p < 0.001 dla pozostatych punktow czasowych)
porownujac do danych punktéw czasowych z grupy KET (rys. 15 B).

Dwuczynnikowa analiza wariancji dla powtarzanych pomiaréw wykazala istotny wplyw
czasu (F[3,18]=12.23, p < 0.001), czasu (F[12,216]=27.60, p < 0.001) oraz interakcji obu
analizowanych zmiennych (F[36,216]=12.04, p < 0.001). Test post hoc wykazatl istotne
zwigkszenie stezenia HVA w STR w grupie OLA w 80 — 180 minucie eksperymentu (p <
0.01 dla punktu czasowego ,,80”; p < 0.001 dla pozostalych punktow czasowych) w
poréwnaniu do poziomu kontrolnego. W grupie tacznej wykazano znaczne zwigkszenie
poziomu HVA w punktach czasowych ,,80” —,,180” (p < 0.01 dla punktu ,,80”; p < 0.001 dla
pozostatych punktow czasowych), poréwnujgc do wartosci bazalnej. Dodatkowo w tej grupie
zaobserwowano zwigkszenie poziomu HVA w 80 — 180 minucie (p < 0.01 dla punktu
czasowego ,,80”; p < 0.001 dla pozostatych punktow czasowych), porownujac do danych

punktéow czasowych z grupy KET (rys.15 C).

Ta sama analiza statystyczna wykazata brak istotnego wptywu zastosowanych substancji
(F[3,18]=1.25, N. S.) na stezenie 3-MT w STR szczura. Efekt czasu (F[12,216]=2.63, p <
0.01) okazal si¢ by¢ istotny dla poziomu 3-MT, natomiast wplyw interakcji obu
analizowanych czynnikow (F[36,216]=1.40, N. S.) byt nieistotny. Analiza post hoc wykazata
zwigkszone stezenie 3-MT w grupie kontrolnej (s61) w 20 (p < 0.01) i 140 (p < 0.05) minucie
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eksperymentu, porownujac do poziomu kontrolnego. Nie zaobserwowano istotnych zmian w

pozostatych grupach w analizowanych punktach czasowych (rys. 15 D).
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4.4.3.2. NA i jej metabolit (NM) oraz 5-HT i jej metabolit (5-HIAA)

Rys. 16
O sol & KET20mg & OLA3mg i OLA 3 mg + KET 20 mg
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Rys. 16: Wphyw jednokrotnego podania olanzapiny (OLA; 3 mg/kg, i.p.) na zmiany stezenia
NA (A) i jej metabolitu NM (B) oraz 5-HT (C) i jej metabolitu 5-HIAA (D) wywofane
podaniem ketaminy (KET; 20 mg/kg, i.p.) w STR szczura. Grupa kontrolna otrzymata sol
fizjologiczng (0.9% NaCl, i.p.). Probki kontrolne (bazalne) pobrano od punktu czasowego
,-60" do ,,0”; nastepnie podano OLA (w punkcie czasowym ,,0”) lub KET (w punkcie
czasowym ,,207). W grupie tlgcznej, OLA podano 20 min przed podaniem KET. Wartosci
wyrazono jako Srednie £+ SEM (N=6). Istotnos¢ statystyczna: *p < 0.05; **p < 0.01;
***p < 0.001 w poréwnaniu do wartosci kontrolnej — sredniej dla 4 pomiaréow bazalnych;
#p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 w porownaniu do grupy KET w danym punkcie
czasowym. Strzatki symbolizujg czas podania zwigzkow.

Dwuczynnikowa analiza statystyczna ANOVA dla powtarzanych pomiaréw wykazata istotny
wplyw iniekcji (F[3,18]=33.32, p < 0.001), czasu (F[12,216]=30.81, p < 0.001) oraz interakcji
obu analizowanych zmiennych (F[36,216]=27.32, p < 0.001) na poziom NA w STR. Test post
hoc wykazat znaczne zwigkszenie st¢zenie NA po podaniu KET w 40 — 180 minucie
eksperymentu (p < 0.01 dla punktu czasowego ,,40”; p < 0.001 dla pozostatych punktéw
czasowych) w poréwnaniu do poziomu kontrolnego. W grupie tacznej, podanie OLA

odwrocito ten efekt i znacznie obnizylto stgzenie NA w 20 — 180 minucie (p < 0.05 dla punktu
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czasowego ,,20”; p < 0.01 dla punktu czasowego ,,40”; p < 0.001 dla punktow czasowych
,00” —,180”), porownujac do danych punktow czasowych z grupy KET (rys.16 A).

Ta sama analiza statystyczna nie wykazata istotnego wplywu podanych zwigzkoéw
(F[3,18]=0.31, N. S.), czasu (F[12,216]=1.34, N. S.) oraz interakcji obu zmiennych
(F[36,216]=1.34, N. S.) na stezenie NM w STR szczura (rys. 16 B).

Dwuczynnikowa analiza ANOVA dla powtarzanych pomiaré6w nie wykazala statystycznie
istotnego wptywu podanych zwigzkow (F[3,18]=1.24, N. S.), czasu (F[12,216]=0.82, N. S.)
oraz interakcji obu zmiennych (F[36,216]=0.73, N. S.) na poziom 5-HT w STR szczura
(rys. 16 C).

Dwuczynnikowa analiza wariancji dla powtarzanych pomiaréw nie wykazata znamiennego
wplywu iniekcji (F[3,18]=1.76, N. S.) na poziom 5-HIAA w STR, natomiast efekt czasu
(F[12,216]=2.59, p < 0.01) oraz interakcja obu czynnikow (F[36,216]=2.28, p < 0.001)
okazaly si¢ by¢ istotne statystycznie dla st¢zenia 5S-HIAA. Analiza post hoc wykazata spadek
poziomu 5-HIAA w grupie, ktora otrzymata OLA w 160 i 180 minucie (p < 0.05) poréwnuja

do poziomu kontrolnego (rys. 16 D).
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4.4.4. Mikrodializa w STR - chroniczne (7x) podania 1MeTIQ 25 mg/kg i jednokrotne

podanie ketaminy 20 mg/kg, analiza poziomu monoamin i ich metabolitow

4.4.4.1. DA i jej metabolity (DOPAC, HVA, 3-MT)

Rys. 17
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Rys. 17: Wphw wielokrotnych podan 1MeTIQ (7 x 25 mg/kg, i.p.) na zmiany pozioméw DA
(A) i jej metabolitow: DOPAC (B), HVA (C) i 3-MT (D) wywoltane jednokrotnym podaniem
ketaminy (KET; 20 mg/kg, i.p.) w STR szczura. Grupa kontrolna otrzymata wielokrotne
podania soli fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p.). Probki kontrolne (bazalne) pobrano od punktu
czasowego ,,-60" do ,,0”; nastgpnie podano ostatniq dawke IMeTIQ (w punkcie czasowym
,07) lub KET (w punkcie czasowym ,,207). W grupie lgcznej, IMeTIQ podano 20 minut
przed podaniem KET. Wartosci wyrazono jako srednie £ SEM (N=6). Istotnos¢ statystyczna:
*n < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 w porownaniu do wartosci kontrolnej — Sredniej dla
4 pomiarow bazalnych; #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 w poréwnaniu do KET
w danym punkcie czasowym. Strzatki symbolizujq czas podania zwigzkow.
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Dwuczynnikowa analiza ANOVA dla powtarzanych pomiaréw wykazala istotny wplyw
podanych zwigzkow (F[3,18]=4.11, p < 0.05), czasu (F[12,216]=3.73, p < 0.001) oraz
interakcji obu zmiennych (F[36,216]=2.48, p < 0.001) na poziom uwalniania DA w STR
szczura. Test post hoc wykazal znamienny wzrost stezenia DA w grupie tgcznej w 60 — 120
minucie eksperymentu (p < 0.05 dla punktow czasowych ,,80” —,,120”; p < 0.01 dla punktu
czasowego ,,00”) w porownaniu do grupy kontrolnej. Dodatkowo w tej grupie
zaobserwowano istotny wzrost poziomu DA w poréwnaniu do poziomu z grupy KET w

punkcie czasowym ,,60” (p < 0.01) (rys. 17 A)

Ta sama analiza wykazata istotny wptyw podanych substancji (F[3,18]=7.87, p < 0.01), czasu
(F[12,216]=21.65, p < 0.001) oraz interakcji obu analizowanych czynnikow (F[36,216]=4.06,
p < 0.001) na poziom DOPAC w STR szczura. Analiza post hoc wykazala istotny spadek
stezenia DOPAC w czasie 120 — 180 minut po podaniu KET w poréwnaniu do wartosci
kontrolnej (p < 0.05 dla punktu czasowego ,,120”; p < 0.01 dla punktéw czasowych ,,140” i
»160”; p < 0.001 dla punktu czasowego ,,180”). W grupie, ktora otrzymala wielokrotne
podania 1MeTIQ (25 mg/kg), zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu DOPAC
w STR we wszystkich analizowanych punktach czasowych w poréwnaniu do poziomu
bazalnego (p < 0.05 dla punktéw czasowych ,,-60” — ,,0”; p < 0.01 dla punktéw czasowych
»207, ,,60” 1 ,,120”; p < 0.001 dla punktéw czasowych ,,40”, ,,807, ,,100” 1 ,,140” — ,,180”).
Podobny efekt zaobserwowano w grupie acznej, w 40 — 180 minucie eksperymentu (p < 0.05
dla punktow czasowych ,,60” 1,,80”; p < 0.01 dla punktow czasowych ,,40”, ,,100” 1 ,,120”;
p < 0.001 dla punktéw czasowych ,,140” — ,,180”). W grupie tacznej nie zaobserwowano
istotnych zmian stgzenia DOPAC w poroéwnaniu do danych punktow czasowych z grupy KET
(rys. 17 B).

Dwuczynnikowa ANOVA wykazala istotny wptyw czasu (F[12,216]=4.47, p < 0.001) na
poziom HVA w STR, natomiast wptyw zastosowanych zwigzkéw (F[3,18]=0.65, N. S.) oraz
interakcja obu analizowanych czynnikéw (F[36,216]=1.37, N. S.) okazaly si¢ by¢ nieistotne.
Test post hoc wykazat znamienny spadek poziomu HVA w STR szczura w grupie KET w 180
minucie eksperymentu (p < 0.05) w poréwnaniu do wartosci kontrolnej. W grupie, ktoéra
otrzymata wielokrotne podania 1MeTIQ (25 mg/kg), zaobserwowano znamienny Spadek
stezenia HVA 40 minut po podaniu ostatniej dawki zwigzku (p < 0.05), poréwnujac do
poziomu kontrolnego. W grupie gcznej nie wykazano istotnych zmian w poziomie HVA we

wszystkich analizowanych punktach czasowych (rys. 17 C).
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Ta sama analiza wykazala istotny statystycznie wplyw zastosowanych zwigzkéw
(F[3,18]=7.64, p < 0.01), czasu (F[12,216]=5.09, p < 0.001) oraz interakcji obu
analizowanych czynnikow (F[26,216]=2.60, p < 0.001) na poziom 3-MT w STR szczura.
Analiza post hoc wykazala istotny wzrost poziomu 3-MT w grupie, ktora otrzymata
wielokrotne podania 1MeTIQ (25 mg/kg) w 60 — 100 minucie eksperymentu w poréwnaniu
do wartosci kontrolnych (p < 0.01 dla punktéw czasowych ,,60” 1 ,,80”; p < 0.001 dla punktu
czasowego ,,100"). Podobny efekt zaobserwowano w grupie tacznej w punktach czasowych
407 — 180, porownujac do poziomu kontrolnego (p < 0.05 dla punktow czasowych ,,40” i
»140” — [180”; p < 0.01 dla punktow czasowych ,,80” — ,,120”; p < 0.001 dla punktu
czasowego ,,00”). W grupie tacznej zaobserwowano takze znamienny wzrost stezenia 3-MT
w porownaniu do danych punktow czasowych w grupie KET (p < 0.05 dla punktow
czasowych ,,-40”, ,,40”, ,,100”, ,,140” i ,,180”; p < 0.01 dla punktow czasowych ,,60”, ,,80”
1,,120”) (rys. 17 D).
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4.4.4.2. NA i jej metabolit (NM) oraz 5-HT i jej metabolit (5-HIAA)

Rys. 18
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Rys. 18: Wplyw wielokrotnych (7x) podan I1MeTIQ (25 mg/kg, i.p.) na zmiany poziomow NA
(A) i jej metabolitu NM (B) oraz 5-HT (C) i jej metabolitu 5-HIAA (D) wywolane
jednokrotnym podaniem ketaminy (KET; 20 mg/kg, i.p.) w STR szczura. Grupa kontrolna
otrzymata wielokrotne podania soli fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p.). Probki kontrolne
(bazalne) pobrano od punktu czasowego ,,-60" do ,,0; nastepnie podano ostatniq dawke
IMeTIQ (w punkcie czasowym ,,07) lub KET (w punkcie czasowym ,,20”). W grupie tqcznej,
1MeTIQ podano 20 minut przed podaniem KET. Wartosci wyrazono jako srednie + SEM.
N=6 zwierzqt na grupe. Istotnos¢ statystyczna: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001
w porownaniu do wartosci kontrolnej — Sredniej dla 4 pomiarow bazalnych; #p < 0.05;
##p < 0.01; ###p < 0.001 w porownaniu do KET w danym punkcie czasowym. Strzatki
symbolizujg czas podania zwigzkow.

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA dla powtarzanych pomiaré6w wykazala istotny
wplyw podanych substancji (F[3,17]=9.08, p < 0.001), czasu (F[12,204]=20.04, p < 0.001)
oraz interakcji obu czynnikéw (F[36,204]=5.29, p < 0.001) na stezenie NA w STR szczura.

Test post hoc wykazal znaczne zwigkszenie uwalniania NA w 80 — 180 minucie
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eksperymentu w grupie KET w porownaniu do poziomu kontrolnego (p < 0.05 dla punktu
czasowego ,,80”; p < 0.01 dla punktu czasowego ,,100”; p < 0.001 dla punktéw czasowych
,120” — . 180”). W grupie tgcznej zaobserwowano istotny wzrost stezenia NA poroéwnaniu
do poziomu bazalnego w 160 i 180 minucie eksperymentu (p < 0.05). Dodatkowo w grupie
tacznej, w poréwnaniu do danych punktéw czasowych w grupie KET, zaobserwowano
spadek poziomu NA w 80 — 160 minucie eksperymentu (p < 0.05 dla punktéw czasowych
»80”—,,120”1,,160”; p <0.01 dla punktu czasowego ,,140”) (rys. 18 A).

Ten sam rodzaj analizy statystycznej wykazal istotny wplyw zastosowanych zwigzkow
(F[3,18]=2.54, p < 0.001), czasu (F[12,216]=7.25, p < 0.001) oraz interakcji obu czynnikow
(F[36,216]=3.76, p < 0.001) na stezenie NM w STR. Analiza post hoc ujawnita znamienny
wzrost poziomu uwalnianej NM w grupie, ktora otrzymata wielokrotne podania 1MeTIQ
(25 mg/kg) we wszystkich analizowanych punktach czasowych eksperymentu w poréwnaniu
do poziomu bazalnego (p < 0.05 dla punktéw czasowych ,,-60” —,,0”; p < 0.01 dla punktow
czasowych ,,20” 1 ,,40”; p < 0.001 dla punktéw czasowych ,,60” — ,,180”). W grupie laczne;j
analiza post hoc wykazata istotny wzrost stezenia NM w 40 — 180 minucie eksperymentu w
porownaniu do wartosci kontrolnych (p < 0.05 dla punktéw czasowych ,,80”, ,,100” 1 ,,140” —
,»180”; p <0.01 dla punktow czasowych ,,40”, ,,60” 1,,120”). Dodatkowo w grupie tacznej, w
poréownaniu do danych punktéw czasowych w grupie KET, wykazano wzrost poziomu NM w
40 — 180 minucie eksperymentu (p < 0.05 dla punktéw czasowych ,,40” — ,,100”; p < 0.01 dla
punktow czasowych ,,120” — ,180”) (rys. 18 B).

Analiza ANOVA dla powtarzanych pomiaréw wykazata brak istotnego efektu podanych
substancji (F[3,18]=0.41, N. S.) oraz czasu (F[12,26]=1.70, N. S.), natomiast efekt interakcji
obu analizowanych czynnikéw (F[36,216]=1.71, p < 0.05) okazat si¢ by¢ istotnym na st¢zenia
5-HT w STR. Test post hoc wykazat znaczny wzrost uwalniania 5-HT w 80 minucie
eksperymentu (p < 0.001) w poréwnaniu do wartosci bazalnej w grupie, ktora otrzymata
wielokrotne podania 1MeTIQ. Nie zaobserwowano istotnych zmian st¢zenia 5-HT w

pozostatych grupach w analizowanych punktach czasowych (rys. 18 C).

Analiza wariancji dla powtarzanych pomiarow wykazala istotny statystycznie wplyw
zastosowanych zwigzkoéw (F[3,18]=22.43, p < 0.001), czasu (F[12,216]=4.13, p < 0.001)
i interakcji obu analizowanych zmiennych (F[36,216]=2.35, p < 0.001) na st¢zenie 5-HIAA w
STR. Test post hoc wykazat istotny spadek poziomu 5-HIAA w grupie, ktora otrzymata

wielokrotne podania 1IMeTIQ (25 mg/kg) we wszystkich analizowanych punktach czasowych
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w porownaniu z wartoscig bazalng (,,-60” — ,,180”; p < 0.001). W grupie l3cznej
zaobserwowano znamienny spadek stgzenia 5-HIAA we wszystkich punktach czasowych
eksperymentu w odniesieniu do poziomu kontrolnego (p < 0.01 dla punktow czasowych ,,-60”
- ,,20”; p < 0.001 dla punktéw czasowych ,,40” — ,,180”). Dodatkowo w grupie tacznej
wykazano istotny statystycznie spadek poziomu 5-HIAA w poréwnaniu do wszystkich
punktéw czasowych z grupy KET (p < 0.01 dla punktéow czasowych ,,-60” — ,,60” 1 ,,100” —
,180”; p <0.001 dla punktu czasowego ,,80”) (rys. 18 D).
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4.45. Mikrodializa w STR- chroniczne (7x) podania 1MeTI1Q 50 mg/kg i jednorazowe

podanie ketaminy 20 mg/kg, analiza poziomu monoamin i ich metabolitow

4.45.1. DA i jej metabolity (DOPAC, HVA, 3-MT)

Rys. 19
O 0l = KET 20 mg & 1MeTIQ 50 mg x7 @ 1MeTIQ 50 mg x7 + KET 20 mg
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Rys. 19: Wplyw wielokrotnych (7x) podan IMeTIQ (50 mg/kg, i.p.) na zmiany poziomow DA
(A) i jej metabolitow: DOPAC (B), HVA (C) i 3-MT (D) wywolane jednokrotnym podaniem
ketaminy (KET; 20 mg/kg, i.p.) w STR szczura. Grupa kontrolna otrzymata wielokrotne
podania soli fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p.). Probki kontrolne (bazalne) pobrano od punktu
czasowego ,,-60" do ,,0”; nastepnie podano ostatnig dawke 1MeTIQ (w punkcie czasowym
,07”) lub KET (w punkcie czasowym ,,20”). W grupie {qcznej, IMeTIQ podano 20 minut
przed podaniem KET. Wartosci wyrazono jako srednie £ SEM (N=6). Istotnos¢ statystyczna.
*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 w porownaniu do wartosci kontrolnej — sredniej dla
4 pomiarow bazalnych; #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 w porownaniu do KET
w danym punkcie czasowym. Strzatki symbolizujq czas podania zwigzkow.

Dwuczynnikowa analiza ANOVA dla powtarzanych pomiarow wykazata brak istotnego
wplywu podanych zwigzkow (F[3,17]=1.93, N. S.) na poziom uwalnianej DA w STR szczura,
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natomiast efekt czasu (F[12,204]=25.77, p < 0.001) i interakcja obu badanych czynnikow
(F[36,204]=8.28, p < 0.001) okazaly si¢ mie¢ istotny wptyw na badany parametr. Test post
hoc wykazal istotnie zwigkszony poziom uwalniania DA w grupie, ktorej wielokrotnie
podano 1MeTIQ w czasie 40 — 140 minut po podaniu zwigzku (p < 0.05 dla punktow
czasowych ,,40”, ,,120” 1 ,,140”; p < 0.001 dla punktow czasowych ,,60” i1 ,,80”) w
porownaniu do poziomu kontrolnego. Réwnocze$nie, w grupie lacznej zaobserwowano
istotny wzrost poziomu DA w punktach czasowych 40 — 80 minut (p < 0.05 dla punktow
czasowych ,40” 1 ,, 80”; p < 0.01 dla punktu czasowego ,,60”) w porownaniu do grupy
kontrolnej oraz danych punktow czasowych w grupie, ktéra otrzymata KET (p < 0.05 dla

punktow czasowych ,,40”1,,80”; p < 0.001 dla punktu czasowego ,,60”) (rys. 19 A).

Ta sama analiza statystyczna wykazala istotny wptyw podanych zwigzkow (F[3,17]=6.55,
p < 0.01), czasu (F[12,206]=7.18, p < 0.001) oraz interakcji obu czynnikoéw (F[26,204]=3.76,
p < 0.001) na poziom DOPAC w STR. Test post hoc wykazal istotny spadek stg¢zenia
DOPAC po podaniu KET w czasie 120 — 180 minut od podania zwigzku (p < 0.01 dla
punktéw czasowych ,,120” 1 ,,140”; p < 0.001 dla punktéw czasowych ,,160” 1 ,,180”) w
poréwnaniu do poziomu kontrolnego. W grupie, ktorej wielokrotnie podano 1MeTIQ w
dawce 50 mg/kg zaobserwowano istotny spadek poziomu DOPAC w czasie 80 — 180 minut
po podaniu ostatniej dawki zwigzku (p < 0.01) w poréwnaniu do poziomu bazalnego. W
grupie tacznej zaobserwowano istotny spadek stezenia DOPAC w poréwnaniu do grupy
kontrolnej we wszystkich analizowanych punktach czasowych (p < 0.05 dla punktéw
czasowych ,,-60” — ,,0”, ,,40” — 807, ,,140” 1,,180”; p < 0.01 dla punktéw czasowych ,,100”,
»120” 1 ,,160”; p < 0.001 dla punktu czasowego ,,20”). Dodatkowo w grupie tacznej
wykazano istotny spadek poziomu DOPAC w poréwnaniu do danych punktow czasowych w
grupie, ktora otrzymata KET (p < 0.05 dla punktéw czasowych ,,-60” — ,,-20”; p < 0.01 dla
punktu czasowego ,,20). (rys. 19 B).

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA dla powtarzanych pomiarow wykazata istotny
wplyw podanych zwigzkow (F[3,17]=5.56, p < 0.01) na stgzenie HVA w STR szczura. Efekt
czasu okazat si¢ by¢ nieistotny (F[12,204]=1.36, N. S.), natomiast interakcja obu czynnikoéw
(F[36,204]=3.59, p < 0.001) okazata si¢ by¢ istotna. Test post hoc wykazat istotny spadek
poziomu HVA 160 — 180 minut po podaniu KET (p < 0.05) w poréwnaniu do poziomu
kontrolnego. W grupie tacznej zaobserwowano znamienny wzrost poziomu HVA w punktach
czasowych ,,160” i ,,180” w poréwnaniu do wartosci bazalnych (p < 0.05). Dodatkowo w

grupie tacznej wykazano istotny wzrost stgzenia HVA w punktach czasowych ,,60” — ,,180”
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(p < 0.05 dla punktow czasowych ,,60”, ,,80”; p < 0.01 dla punktu czasowego ,,100”;
p < 0.001 dla punktéow czasowych ,,120” — ,,180”) w porownaniu do danych punktow
czasowych w grupie KET (rys. 19 C).

Dwuczynnikowa analiza ANOVA dla powtarzanych pomiaréw wykazata istotny statystycznie
ptyw podanych substancji (F[3,17]=31.68, p < 0.001), czasu (F[12,204]=13.71, p < 0.001)
oraz interakcji obu analizowanych czynnikéow (F[36,204]=5.60, p < 0.001) na poziom 3-MT
w STR szczura. Analiza post hoc wykazata znaczny wzrost stezenia 3-MT w grupie, ktorej
wielokrotnie podano 1MeTIQ (50 mg/kg) w czasie 40-180 minut po podaniu ostatniej dawki
zwigzku, w porownaniu do poziomu kontrolnego (p < 0.001 dla wszystkich punktow
czasowych). Dodatkowo zaobserwowano istotny wzrost poziomu 3-MT w grupie tgcznej w
porownaniu do wartosci bazalnych, w punktach czasowych ,,40” — 180" (p < 0.05 dla
punktéw czasowych ,,40”, ,,160” 1,,180”; p <0.01 dla punktu czasowego ,,140’; p < 0.001 dla
punktéw czasowych ,,60” —,,120”). W grupie tacznej wykazano takze istotny wzrost poziomu
3-MT w porownaniu do danych punktéw czasowych w grupie KET w czasie 60 — 160 minut
od podania 1MeTIQ (p < 0.05 dla punktu czasowego ,,160”; p < 0.01 dla punktu czasowego
,»140”; p <0.001 dla punktow czasowych ,,60” —,,120”) (rys. 19 D).
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4.4.5.2. NA i jej metabolit (NM) oraz 5-HT i jej metabolit (5-HIAA)

Rys. 20
O 50l = KET 20 mg & 1MeTIQ 50 mg x7 @ 1MeTIQ 50 mg x7 + KET 20 mg
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Rys. 20: Wphyw wielokrotnych (7x) podan IMeTIQ (50 mg/kg, i.p.) na zmiany pozioméw NA
(A) i jej metabolitu NM (B), 5-HT (C) i jej metabolitu 5-HIAA (D) wywolane jednokrotnym
podaniem ketaminy (KET; 20 mg/kg, i.p.) w STR szczura. Grupa kontrolna otrzymata
wielokrotne podania soli fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p.). Probki kontrolne (bazalne) pobrano
od punktu czasowego ,,-60" do ,,0”; nastgpnie podano ostatnig dawke IMeTIQ (w punkcie
czasowym ,,0”) lub KET (w punkcie czasowym ,,20”). W grupie tgcznej, IMeTI1Q podano 20
minut przed podaniem KET. Wartosci wyrazono jako Srednie = SEM (N=6). Istotnosé¢
statystyczna: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 w porownaniu do wartosci kontrolnej —
Sredniej dla 4 pomiarow bazalnych; #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 w porownaniu do
KET w danym punkcie czasowym. Strzatki symbolizujg czas podania zwigzkow.

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA dla powtarzanych pomiarow wykazata istotny
statystycznie efekt podanych zwigzkow (F[1,17]=504.21, p < 0.001), czasu (F[12,204]=33.74,
p < 0.001) oraz interakcji obu analizowanych czynnikow (F[36,204]=29.24, p < 0.001) na
poziom uwalniania NA w STR szczura. Analiza post hoc wykazata znaczny wzrost poziomu

NA w grupie KET w czasie 40 — 180 minut eksperymentu, w porownaniu do poziomu
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kontrolnego (p < 0.01 dla punktu czasowego ,,40”; p < 0.001 dla punktéw czasowych ,,60” —
,»1807). W grupie, ktora otrzymata wielokrotne podania 1MeTQ (50 mg/kg) zaobserwowano
istotny spadek stezenia NA w punktach czasowych ,,-40” oraz ,,100” — ,,180” w poréwnaniu
do warto$ci bazalnej (p < 0.05 dla wszystkich punktéw czasowych). W grupie tacznej
wykazano spadek uwalniania NA w punktach czasowych ,,-40” — ,0” w poréwnaniu do
warto$ci kontrolnej oraz w czasie ,,-20” — ,,180”, poréwnujac do danego punktu czasowego w
grupie KET (p< 0.05 dla punktu czasowego ,,-20”; p < 0.01 dla punktéw czasowych ,,0”
1,,20”; p <0.001 dla punktow czasowych ,,40” — 180”) (rys. 20 A).

Ta sama analiza statystyczna ujawnita istotny wplyw podanych substancji (F[3,17]=5.45,
p < 0.01) oraz czasu (F[12,204]=1.85, p < 0.05) na poziom NM w STR. Efekt interakcji obu
czynnikow okazal si¢ by¢ nieistotny (F[36,204]=1.32, N. S.). Analiza post hoc ujawnita
znamienny wzrost stezenia NM w punktach czasowych ,,40” — ,,.80” oraz ,,180” w grupie,
ktora otrzymata chroniczne podania 1MeTIQ (50 mg/kg) (p < 0.05 dla wszystkich punktow
czasowych) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. W grupie tacznej wykazano istotny wzrost
poziomu NM w punktach czasowych ,,20” i ,,60” — ,,180” w poréwnaniu do poziomu
bazalnego (p < 0.05 dla wszystkich punktow czasowych). Ten sam efekt zaobserwowano,
porownujac poziomy stezen NM w grupie lacznej do danych punktéw czasowych z grupy
KET (p < 0.05 dla punktéw czasowych ,,20”, ,,60” — ,,120”, ,,160” — ,,180”; p < 0.01 dla
punktu czasowego ,,140”) (rys. 20 B).

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA dla powtarzanych pomiaréw wykazala brak
istotnego efektu podanych substancji (F[3,16]=0.37, N. S.), czasu (F[12,192]=1.44, N. S.)
oraz interakcji obu czynnikéw (F[36,192]=0.86, N. S.) na poziom 5-HT w STR (rys. 20 C).

Ta sama analiza wykazala istotny wptyw podanych zwiazkow (F[3,17]=24.63, p < 0.001),
czasu (F[12,294]=8.10, p < 0.001) oraz interakcji obu badanych czynnikoéw (F[36,204]=3.04,
p < 0.001) na poziom 5-HIAA w STR szczura. Analiza post hoc ujawnita istotny statystycznie
spadek stgzenia S-HIAA w grupie, ktora otrzymata chroniczne podania 1MeTIQ (50 mg/kg)
we wszystkich badanych punktach czasowych (p < 0.01 dla punktéow czasowych ,,0”i ,,20”,
p <0.001 dla pozostatych punktow czasowych), w poréwnaniu do grupy kontrolnej. W grupie
tacznej réwniez zaobserwowano istotny spadek poziomu 5-HIAA we wszystkich
analizowanych punktach czasowych w porownaniu do st¢zenia bazalnego (p < 0.001 dla

wszystkich punktow czasowych). Dodatkowo w grupie tgcznej wykazano znaczny spadek

84



5-HIAA we wszystkich punktach czasowych w porownaniu do grupy KET (p < 0.001 dla
wszystkich punktéw czasowych eksperymentu) (rys. 20 D).
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4.4.6. Mikrodializa w FCX - jednorazowe podania 1MeTIQ 25 mg/kg i ketaminy 20

mg/kg, analiza poziomu glutaminianu

Rys. 21

O sol ® KET20mg 2 1MeTIQ25mg 1IF 1MeTIQ 25 mg + KET 20 mg
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Rys. 21: Wplyw jednokrotnego podania 1MeTIQ (25 mg/kg, i.p.) na zmiany stezenia GLU
wywotane podaniem ketaminy (KET; 20 mg/kg, i.p.) w FCX szczura. Grupa kontrolna
otrzymata sol fizjologiczng (0.9% NaCl, 1.p.). Probki kontrolne (bazalne) pobrano od punktu
czasowego ,,-60" do ,,0”; nastgpnie podano 1MeTIQ (w punkcie czasowym ,,0”) lub KET
(w punkcie czasowym ,,307). W grupie tgcznej, 1MeTIQ podano 30 min przed podaniem KET.
Wartosci wyrazono jako Srednie + SEM (N=5-6). Istotnos¢ statystyczna: *p < 0.05;
**p <0.01; ***p<0.001 w poréwnaniu do wartosci kontrolnej — sredniej dla 3 pomiaréw
bazalnych; #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 w porownaniu do grupy KET w danym
punkcie czasowym. Strzatki symbolizujq czas podania zwigzkow.

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA dla powtarzanych pomiarow wykazata istotny
wplyw podanych substancji (F[3,17]=25.48, p < 0.001), czasu (F[8,136]=14.26, p < 0.001)
oraz interakcji obu analizowanych zmiennych (F[24,136]=14.26, p < 0.001) na stezenie GLU
w FCX szczura. Test post hoc wykazat istotny spadek poziomu GLU w grupie, ktora
otrzymata 1MeTIQ (25 mg/kg) w 60 — 180 minucie eksperymentu (p < 0.05 dla punktow
czasowych ,,60” 1,,70”; p < 0.001 dla punktow czasowych ,,120” — 180”) w poréwnaniu do

wartos$ci bazalnej. W grupie tacznej zaobserwowano istothie zwigkszony poziom GLU w
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czasie 90 — 180 minut (p < 0.01 dla punktu czasowego ,,90”; p < 0.001 dla pozostatych
punktow czasowych), poréwnujac do poziomu kontrolnego. W tej grupie zaobserwowano
takze istotne zwiekszenie st¢zenia GLU w stosunku do danych punktow czasowych z grupy
KET, w 90 — 180 minucie eksperymentu (p < 0.01 dla punktu czasowego ,,90”; p < 0.001 dla
pozostatych punktow czasowych) (rys. 21).
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4.4.7. Mikrodializa w FCX - jednorazowe podania 1MeTIQ 50 mg/kg i ketaminy

20 mg/kg, analiza poziomu glutaminianu

Rys. 22
O s6l =w KET20mg = 1MeTIQ50mg 1 1MeTIQ 50 mg + KET 20 mg

GLU
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Rys. 22: Wplyw jednokrotnego podania IMeTIQ (50 mg/kg, i.p.) na zmiany stezenia GLU
wywolane podaniem ketaminy (KET; 20 mg/kg, i.p.) w FCX szczura. Grupa kontrolna
otrzymata sol fizjologiczng (0.9% NaCl, i.p.). Probki kontrolne (bazalne) pobrano od punktu
czasowego ,,-60" do ,,0”; nastepnie podano IMeTIQ (w punkcie czasowym ,,0”) lub KET
(W punkcie czasowym ,,307). W grupie tqcznej, 1MeTIQ podano 30 min przed podaniem KET.
Wartosci wyrazono jako srednie £ SEM (N=35-6). Istotnosc statystyczna: *p<0.05; **p<0.01;
***p<0.001 w porownaniu do wartosci kontrolnej — sredniej dla 3 pomiarow bazalnych;
#p<0.05; ##p<0.01; ###p<0.001 w porownaniu do grupy KET w danym punkcie czasowym.
Strzatki symbolizujq czas podania zwigzkow.

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA dla powtarzanych pomiaréw wykazala istotny
statystycznie wptyw iniekcji (F[3,16]=7.11, p < 0.01), czasu (F[8,128]=3.80, p < 0.001) oraz
interakcji obu analizowanych czynnikow (F[24,128]=6.33, p < 0.001) na poziom GLU w
FCX.

Analiza post hoc wykazata znamienny spadek stezenia GLU w grupie 1MeTIQ (50 mg/kg) w

180 minucie eksperymentu (p < 0.05) w poréwnaniu do wartosci kontrolnej. W grupie taczne;j
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zaobserwowano istotny wzrost uwalniania GLU w 120 — 180 minucie eksperymentu (p < 0.01
dla punktu czasowego ,,120”; p < 0.001 dla punktéw czasowych ,,120” — ,,150”), porownujac
do poziomu kontrolnego. W grupie tacznej zaobserwowano takze istotny wzrost stezenia
GLU w poréwnaniu do danych punktéw czasowych z grupy KET: w 120, 150 i 180 minucie
eksperymentu (p < 0.01 dla punktu czasowego ,,120”; p < 0.001 dla punktow czasowych
,15071,,180”) (rys. 22).
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4.4.8. Mikrodializa w FCX — jednorazowe podania olanzapiny 3 mg/kg i ketaminy

20 mg/kg, analiza poziomu glutaminianu

Rys. 23
O s6l ® KET20mg #4 OLA3mg 1 OLA3mg+KET 20 mg
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Rys. 23: Wphw jednokrotnego podania olanzapiny (OLA; 3 mg/kg, i.p.) na zmiany stezenia
GLU wywotane podaniem ketaminy (KET; 20 mg/kg, i.p.) w FCX szczura. Grupa kontrolna
otrzymata sol fizjologiczng (0.9% NaCl, 1.p.). Probki kontrolne (bazalne) pobrano od punktu
czasowego ,,-60" do ,,0”; naStepnie podano OLA (w punkcie czasowym ,,0”) lub KET
(w punkcie czasowym ,,307). W grupie tgcznej, OLA podano 30 min przed podaniem KET.
Wartosci wyrazono jako srednie £ SEM (N=5-6). Istotnosé¢ statystyczna: *p < 0.05;
**p < 0.01; ***p < 0.001 w poréownaniu do wartosci kontrolnej — sredniej dla 3 pomiarow
bazalnych; #p<0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 w poréwnaniu do grupy KET w danym
punkcie czasowym. Strzatki symbolizujq czas podania zwigzkow.

Dwuczynnikowa analiza ANOVA dla powtarzanych pomiaréw wykazata brak istotnego
wptywu czasu (F[8,136]=1.99, N. S.) na stezenie GLU w FCX szczura. Efekt podanych
substancji  (F[3,17]=4.58, p < 0.05) oraz interakcja obu analizowanych zmiennych
(F[24,136]=2.84, p < 0.001) okazaly si¢ by¢ istotne dla poziomu GLU. Test post hoc wykazat
znamienny spadek stezenia GLU w 90 — 180 minucie eksperymentu w grupie, ktora

otrzymata OLA (p < 0.05 dla wszystkich punktow czasowych), poréwnujac do wartosci
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kontrolnej. W grupie tacznej obserwowano podobny efekt w 120 - 180 minucie (p < 0.05 dla
punktu czasowego “120”; p < 0.01 dla punktow czasowych “150” i “180), w poréwnaniu do

poziomu bazalnego (rys. 23).
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4.4.9. Mikrodializa w HIP - jednorazowe podania 1MeTIQ 50 mg/kg i MK-801

0.1 mg/kg, analiza poziomu monoamin i ich metabolitow

4.4.9.1. DA i jej metabolity (DOPAC, HVA, 3-MT)

Rys. 24
< sol & MK-8010.1mg = 1MeTIQ50mg & 1MeTIQ 50 mg + MK-801 0.1 mg
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Rys. 24: Wplyw jednokrotnego podania 1MeTIQ (50 mglkg, i.p.) na zmiany stezenia DA (4)
i jej metabolitow DOPAC (B), HVA (C) i 3-MT (D) wywolane podaniem MK-801
(0.1 mg/kg, i.p.) w HIP szczura. Grupa kontrolna otrzymata sél fizjologiczng (0.9% NaCl,
i.p.). Probki kontrolne (bazalne) pobrano od punktu czasowego ,,-60" do ,,0”; nastepnie
podano IMeTIQ (w punkcie czasowym ,,0”) lub MK-801 (w punkcie czasowym ,,20”).
W grupie tgcznej, IMeTIQ podano 20 min przed podaniem MK-801. Wartosci wyrazono jako
srednie £ SEM (N=6). Istotnos¢ statystyczna: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001
w porownaniu do wartosci kontrolnej — Sredniej dla 4 pomiarow bazalnych; #p < 0.05;
##p < 0.01; ##p < 0.001 w porownaniu do grupy MK-801 w danym punkcie czasowym.
Strzatki symbolizujq czas podania zwigzkow.
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Dwuczynnikowa ANOVA dla powtarzanych pomiaréw wykazata istotny wptyw podanych
zwiazkow (F[3,16]=5.54, p < 0.01), czasu (F[12,192]=3.12, p < 0.001) i interakcji obu tych
czynnikow (F[36,192]=1.78, p < 0.01) na poziom uwalniania DA w HIP. Analiza post hoc
wykazala, ze podanie 1MeTIQ powoduje zwickszony poziom uwalniania DA w HIP w czasie
40 - 60 minut po iniekcji w pordwnaniu do wartosci kontrolnej. Podanie obu zwigzkéw
jednoczesénie (grupa taczna) spowodowato istotne zwigkszenie uwalniania DA w 100 i 180
minucie od podania 1MeTIQ (p < 0.05) w poréwnaniu do wartosci kontrolnej, jak i do danych

punktow czasowych w grupie MK-801 (rys. 24 A).

Ta sama analiza wykazata brak istotnego wptywu podanych zwigzkow (F[3,16]=0.64, N. S.),
czasu (F[12,192]=1.28, N. S.) czy interakcji obu badanych czynnikow (F[36,192]=0.78,
N. S.) na stezenie DOPAC w HIP szczura (rys. 24 B).

Dwuczynnikowa analiza wariancji dla powtarzanych pomiaré6w wykazata istotny wplyw
podanych substancji (F[3,16]=6.45, p < 0.01), czasu (F[12,192]=5.62, p < 0.001) i interakcji
obu czynnikéw (F[36,192]=5.11, p < 0.001) na poziom HVA w HIP szczura. Analiza post
hoc wykazata, ze jednokrotne podanie 1MeTIQ w dawce 50 mg/kg spowodowalo nieznaczne,
lecz istotne zwigkszenie stgzenia HVA w 120 — 160 minucie eksperymentu (p < 0.05). W
grupie tgcznej zaobserwowano zwigkszenie poziomu HVA o okoto 50% w porownaniu do
poziomu kontrolnego w 80 — 180 minucie eksperymentu (p < 0.05 dla punktu czasowego
»80”; p < 0.01 dla punktow czasowych ,,100” i ,,180”; p < 0.001 dla punktéw czasowych
,120” —,,160”). Dodatkowo w grupie tacznej zaobserwowano istotny wzrost stezenia HVA w
odniesieniu do danych punktow czasowych z grupy MK-801 (p < 0.05 dla punktu czasowego
»100”; p <0.001 dla punktow czasowych ,,120” — ,,180”) (rys. 24 C).

Analiza statystyczna ANOVA dla powtarzanych pomiarow wykazata istotny wptyw podan
(F[3,16]=4.72, p < 0.05), czasu (F[12,192]=3.06, p < 0.001) i interakcji obu badanych
czynnikoéw (F[36,192]=2.17, p < 0.001) na poziom 3-MT w HIP. Test post hoc wykazat, ze
podanie 1MeTIQ w dawce 50 mg/kg istotnie zwigksza stezenie 3-MT w poréwnaniu do
poziomu kontrolnego (p < 0.05 dla punktéw czasowych ,,80” 1 ,,160”; p < 0.01 dla punktow
czasowych ,,60” i ,,100”). Nie zaobserwowano istotnych r6znic w poziomie 3-MT w innych

badanych grupach w analizowanych punktach czasowych (rys. 24 D).
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4.4.9.2. NA i jej metabolit (NM) oraz 5-HT i jej metabolit (5-HIAA)

Rys. 25
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Al NA Bl NM

250+ 3001

n
=1
<

% poziomu bazalnego

% poziomu bazalnego
N
(=]
(=3
4

"-sn -JD -2'0 I‘) iﬂ Eo 6'0 80 160 1i0 1:10 1&0 11'30 ‘150 ﬂ4l,0 ~2'0 6 2|0 4'0 s'o glg 160 1&0 1.'10 160 1;;0
czas [min] czas [min]
C 5-HT D. 5-HIAA

1504

- »n N
(5] = o
o =] S

% poziomu bazalnego
-
(=]
=]
HORpH

% poziomu bazalnego

%3
=3

o

‘:BO 40 -20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 ‘160 —4I-0 -2'0 6 2|0 4'0 EID BIO 160 150 1&0 1('50 160
czas [min] czas [min]

Rys. 25: Wphw jednokrotnego podania I1MeTIQ (50 mg/kg, i.p.) na zmiany stezenia NA (A) i
jej metabolitu NM (B), 5-HT (C) i jej metabolitu 5-HIAA (D) wywotane podaniem MK-801
(0.1 mg/kg, i.p.) w hipokampie szczura. Grupa Kontrolna otrzymata sol fizjologiczng
(0.9% NaCl, i.p.). Probki kontrolne (bazalne) pobrano od punktu czasowego ,,-60" do ,,0";
nastgpnie podano IMeTIQ (w punkcie czasowym ,,0”) lub MK-801 (w punkcie czasowym
,207). W grupie lgcznej, 1MeTlQ podano 20 min przed podaniem MK-801. Wartosci
wyrazono jako srednie + SEM (N=6). Istotnos¢ statystyczna: *p < 0.05; **p < 0.01;
***n < 0.001 w porownaniu do wartosci kontrolnej — sredniej dla 4 pomiarow bazalnych;
#p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 w porownaniu do grupy MK-801 w danym punkcie

czasowym. Strzatki symbolizujg czas podania zwigzkow.

Dwuczynnikowa analiza ANOVA dla powtarzanych pomiaréw wykazata brak istotnego
wplywu podanych substancji (F[3,16]=2.89, N. S.) na poziom uwalnianej NA w HIP,
natomiast efekt czasu (F[12,192]=3.13, p < 0.001) oraz interakcji obu czynnikow
(F[36,192]=1.52, p < 0.05) okazaly si¢ statystycznie istotne. Analiza post hoc wykazata, ze

podanie 1MeTIQ w dawce 50 mg znamiennie zwigkszyto uwalnianie NA w 140 minucie po
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podaniu (p < 0.05) w porownaniu do wartosci kontrolnych. W grupie tacznej, zaobserwowano
istotne zwickszenie stezenia NA w czasie 80 — 100 minut po podaniu 1MeTIQ w poréwnaniu
do poziomu bazalnego (p < 0.05). Dodatkowo w grupie lacznej wykazano zwiekszenie
poziomu NA w poréwnaniu do danych punktow czasowych z grupy MK-801 w 80 i 120
minucie eksperymentu (p < 0.05) (rys. 25 A).

Ta sama analiza wykazala statystycznie istotny wplyw zastosowanych zwigzkow
(F[3,16]=4.01, p < 0.001), czasu (F[12,192]=8.19, p < 0.001) i interakcji obu wspomnianych
czynnikow (F[36,192]=2.54, p < 0.001) na poziom NM w HIP szczura. Analiza post hoc
wykazata istotnie zwigkszone stezenie NM po podaniu 1MeTIQ (do okoto 200%) do konca
trwania eksperymentu (p < 0.05 dla punktéw czasowych ,,100” i ,,140”; p < 0.01 dla punktow
czasowych ,,140” i ,,180; p < 0.001 dla punktow czasowych ,,60”, ,,80” i ,,120”), natomiast
taczne podanie 1MeTIQ i MK-801 spowodowalo istotne zwigkszenie poziomu NM w 180
minucie, w porownaniu zaréwno do poziomu kontrolnego, jak i grupy MK-801 (oba p < 0.05)

(rys. 25 B).

Dwuczynnikowa ANOVA dla powtarzanych pomiaréw wykazala istotny statystycznie wpltyw
podanych zwigzkow (F[3,16]=4.11, p < 0.05) na stezenie 5-HT. Efekt czasu okazat si¢ by¢
nieistotny (F[12,192]=0.57, N. S.), jednak interakcja obu czynnikéw byla statystycznie istotna
(F[36,192]=1.69, p < 0.05). Test post hoc wykazat istotny wzrost uwalniania 5-HT 160 minut
po podaniu 1MeTIQ, zarowno w poréwnaniu do poziomu kontrolnego, jak i MK-801
(rys. 25 C).

Analiza statystyczna dla powtarzanych pomiarow wykazata brak istotnego wptywu podanych
substancji na poziom 5-HIAA (F[3,16]=2.07, N. S.), natomiast efekt czasu (F[12,192]=25.98,
p < 0.001) 1 interakcja obu badanych czynnikéw (F[36,192]=3.13, p < 0.001) okazaly sie
istotnie wptywa¢ na poziomy 5-HIAA. Analiza post hoc wykazata istotny spadek (o okoto
50%) uwalniania 5-HIAA w grupie 1MeTIQ w czasie 80 — 180 minut po podaniu tego
zwigzku w poroéwnaniu do poziomu kontrolnego (p < 0.01 dla punktow czasowych ,,807,
,160” 1 ,,180”; p < 0.001 dla punktow czasowych ,,100” — ,,140”). Dodatkowo w grupie
tacznej, w czasie 100 — 160 minut po podaniu 1MeTIQ, zaobserwowano istotny spadek
poziomu 5-HIAA (p < 0.05) (rys. 25 D).
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4.4.10. Mikrodializa w HIP - jednorazowe podania 1MeTIQ 50 mg/kg i MK-801

0.1 mg/kg, analiza poziomu glutaminianu

Rys. 26
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Rys. 26: Wphw jednokrotnego podania I1MeTIQ (50 mg/kg, i.p.) na zmiany stezenia GLU
wywolane podaniem MK-801 (0.1 mg/kg, i.p.) w HIP szczura. Grupa kontrolna otrzymata sol
fizjologiczng (0.9% NaCl, 1.p.). Probki kontrolne (bazalne) pobrano od punktu czasowego
,-60" do ,,0”; nastepnie podano I1MeTIQ (w punkcie czasowym ,,0”) lub MK-801 (w punkcie
czasowym ,,30”). W grupie tgcznej, 1MeTIQ podano 30 min przed podaniem MK-801.
Wartosci wyrazono jako srednie £ SEM (N=6). Istotnos¢ statystyczna: *p < 0.05; **p < 0.01;
***p <0.001 w porownaniu do wartosci kontrolnej — sredniej dla 4 pomiarow bazalnych;
#p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 w porownaniu do grupy MK-801 w danym punkcie
czasowym. Strzatki symbolizujq czas podania zwigzkow.

Dwuczynnikowa analiza wariancji dla powtarzanych pomiaréw wykazala istotny efekt
iniekcji (F[3,19]=8.01, p < 0.01), czasu (F[8,152]=4.05, p < 0.001) oraz interakcji obu tych
czynnikow (F[24,152]=7.91, p < 0.001) na poziom uwalnianego GLU w HIP szczura. Test
post hoc wykazat istotny wzrost stezenia GLU w grupie, ktora otrzymata 1MeTIQ (50 mg/kg)
w czasie 90 — 180 minut po podaniu zwigzku (p < 0.05 dla punktu czasowego ,,90”; p < 0.01

dla punktow czasowych ,,120”-,,180” min) w poréwnaniu do poziomu kontrolnego. W grupie
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lacznej zaobserwowano znamienne obnizenie poziomu GLU w 60 minucie ekSperymentu

(p < 0.05) w poréwnaniu do danego punktu czasowego z grupy MK-801 (rys. 26).
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45. Badania ex vivo

4.5.1. Analiza biochemiczna poziomu monoamin i ich metabolitéow w FCX (model

ketaminowy)
45.1.1. DA jej metabolity (DOPAC, HVA, 3-MT)
Tab.1
FCX
Grupa DA DOPAC HVA 3-MT
Sol 422 + 35 132+ 10 181 £10 7.5+0.8
KET 10 mg/kg 493 + 29 139 + 8 194 + 12 45+13
1MeTIQ 25
568 £ 65 93+8 169 £ 16 6£1.9
mg/kg
1MeTIQ 50
614 +51* 80£5 99 +31* 3.7+£0.8*
mg/kg
OLA 3mg/kg 463 + 48 334 + 24** 575 £23** 6+0.3
1IMeTIQ 25
mg/kg
672 + 64**# 1156 172 +£22 55+1.4
+
KET 10 mg/kg
1MeTIQ 50
mg/kg
588 + 86 87+13 59 £ 12 **# 28+0.7*
+
KET 10 mg/kg
OLA 3mg/kg
+ 382 +49 322 & 33**## 583 £ 48 **## 2.1 +£0.4**
KET 10 mg/kg

Tab. 1: Poziomy DA i jej metabolitow (DOPAC, HVA i 3-MT) mierzone metodq HPLC w
homogenatach tkankowych z FCX. Zwierzeta otrzymaly jednokrotng dawke ketaminy (KET;
10 mg/kg, i.p), IMeTIQ (25 lub 50 mg/kg, i.p.) lub olanzapiny (OLA; 3 mg/kg, i.p.).
W grupach fgcznych 1MeTIQ lub OLA byly podane 30 minut przed podaniem KET. Grupa
kontrolna otrzymata iniekcje soli fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p.). Wartosci wyrazono jako
srednie £ SEM (ng/g tkanki). N = 9-10 zwierzqt na grupe. *p < 0.05; **p < 0.01;
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***p < 0.001 w porownaniu do grupy kontrolnej (sol); #p» < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001
w porownaniu do grupy KET.

Jednoczynnikowa analiza ANOVA wykazata istotny wplyw podanych zwigzkoéw
(F[7,40]=3.30, p < 0.01) na poziom DA w FCX szczura. Analiza post hoc wykazata
znamienny wzrost stezenia DA w grupie, ktora otrzymata 1MeTIQ w dawce 50 mg/kg
(p < 0.05) w porownaniu do grupy kontrolnej. W grupie tacznej (1MeTIQ 25 mg/kg + KET)
zaobserwowano istotne zwigkszenie poziomu DA, zardbwno w porownaniu do grupy

kontrolnej (p < 0.01), jak i grupy KET (p < 0.05) (tab. 1).

Ta sama analiza statystyczna wykazata istotny wptyw iniekcji (F[7,40]=39.59, p < 0.01) na
stezenie DOPAC w FCX. Test post hoc wykazal, ze OLA, podana zar6wno sama, jak i z
KET, istotnie zwigckszyla st¢zenie tego metabolitu, porownujac do grupy kontrolnej (oba
p < 0.01). W grupie lacznej zaobserwowano takze istotny wzrost stezenia DOPAC w
stosunku do grupy KET (p < 0.01). Nie zaobserwowano istotnych zmian w pozostatych

grupach badawczych (tab. 1).

Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata istotny efekt podanych zwigzkéw
(F[7,40]=67.83, p < 0.01) na stezenie HVA w FCX. Test post hoc wykazat znamienny spadek
poziomu HVA w grupie, ktora otrzymata 1 MeTIQ w dawce 50 mg/kg (p < 0.05), w
poréwnaniu do stezenia z grupy kontrolnej, natomiast podanie OLA spowodowato istotny
wzrost stezenia tego metabolitu (p < 0.01) w stosunku do wartosci kontrolnej. W grupie
tacznej (1MeTIQ 50 mg/kg + KET) zaobserwowano istotnie obnizone stezenie HVA,
zarowno w poréwnaniu do grupy kontrolnej, jak i grupy KET (oba p < 0.01). W grupie, ktora
otrzymala taczne podanie OLA 1 KET, wykazano znaczy wzrost stezenia HVA, w

porownaniu do grupy kontrolnej (p < 0.01) i grupy KET (p < 0.01) (tab. 1).

Jednoczynnikowa analiza statystyczna ANOVA wykazata istotny wptyw podanych zwigzkow
(F[7,40]=2.80, p < 0.05) na stezenie 3-MT w FCX. Analiza post hoc ujawnita znamienny
spadek poziomu tego metabolitu w stosunku do grupy kontrolnej w grupie, ktora otrzymata
1MeTIQ (50 mg/kg), zarbwno sam, jak i w potaczeniu z KET (oba p < 0.05). W grupie
facznej (OLA + KET) rowniez zaobserwowano istotne zmniejszenie poziomu 3-MT

(p <0.01), porownujac do poziomu kontrolnego (tab. 1).
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45.1.2. NA'ijej metabolit (NM) oraz 5-HT i jej metabolit (5-HIAA)

Tab. 2
FCX
Grupa NA NM 5-HT 5-HIAA
Sol 351 +£10 44 +7 421 £ 27 185 £7
KET 10 mg/kg 361 +9 44 +5 434 + 19 210+ 17
IMeTIQ 25 mg/kg | 362+ 18 66 + 7* 570 £ 26** 170 +9
IMeTIQ 50 mg/kg | 365+ 17 98 & 4** 533 £ 17** 147 £ 15*
OLA 3 mg/kg 293 £ 11* 37+4 385+23 202+ 17
1MeTIQ 25 mg/kg
+ 368+ 19 61£6 551 £23** 155 + 14#
KET 10 mg/kg
1MeTIQ 50 mg/kg
+ 365+ 17 85 £ 10**## 487 + 25 147 + 15##
KET 10 mg/kg
OLA 3mg/kg
+ 308 £ 13*# 27 +4 338 £23* 215+ 14
KET 10 mg/kg

Tab. 2: Poziomy NA oraz 5-HT i ich metabolitow (odpowiednio NM i 5-HIAA) mierzone
metodg HPLC w homogenatach tkankowych z FCX. Zwierzeta otrzymaty jednokrotng dawke
ketaminy (KET; 10 mg/kg, i.p), IMeTIQ (25 lub 50 mg/kg, i.p.) lub olanzapiny (OLA;
3 mg/kg, i.p.). W grupach tgcznych I1MeTIQ lub OLA byly podane 30 minut przed podaniem
KET. Grupa kontrolna otrzymata iniekcje soli fizjologicznej (0.9% NaCl, i. p.). Wartosci
wyrazono jako Srednie + SEM (ng/g tkanki). N = 9-10 zwierzqt na grupe. *p < 0.05;
**p < 0.01; ***p < 0.001 w porownaniu do grupy kontrolnej (sol); #p < 0.05; ##p < 0.01;
###p < 0.00/ w porownaniu do grupy KET.

Jednoczynnikowa analiza statystyczna ANOVA  wykazala istotny wplyw iniekcji
(F[7,40]=3.91, p < 0.01) na stezenie NA w FCX. Test post hoc wykazal znamienny spadek
poziomu NA w grupie, ktora otrzymata OLA, zaréwno sama, jak i z KET (oba p < 0.05), w
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porownaniu do grupy kontrolnej. Dodatkowo w grupie tacznej (OLA + KET) wykazano
znamienny spadek poziomu NA w stosunku do grupy KET (p < 0.05) (tab. 2).

Ta sama analiza statystyczna wykazala istotny efekt podanych substancji (F[7,40]=15.7,
p < 0.01) na stezenie NM w FCX. Test post hoc wykazal istotny wzrost w grupie, ktora
otrzymata 1MeTIQ (p < 0.05 dla dawki 25 mg/kg; p < 0.01 dla dawki 50 mg/kg) w stosunku
do wartosci kontrolnej. W grupie tgcznej (1MeTIQ 50 mg/kg + KET) zaobserwowano istotny
wzrost poziomu tego metabolitu, zar6wno w stosunku do grupy kontrolnej, jak 1 grupy ket

(oba p <0.01) (tab. 2).

Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata istotny efekt iniekcji (F[7,40]=14.14,
p < 0.01) na stezenie 5-HT w FCX. Analiza post hoc wykazala, ze podanie 1 MeTIQ,
zarowno w dawce 25, jak i 50 mg/kg, istotnie zwigksza poziom 5-HT (p < 0.01) w stosunku
do warto$ci Kontrolnej. W grupie tacznej (IMeTIQ 25 mg/kg + KET) wykazano istotny
wzrost stezenia 5-HT (p < 0.01) w poréwnaniu do grupy kontrolnej, natomiast podanie OLA

tacznie z KET spowodowato spadek poziomu tego neuroprzekaznika (p < 0.05) (tab. 2).

Ta sama analiza statystyczna wykazata istotny efekt podanych substancji (F[7,40]=5.19,
p < 0.01) na poziom 5-HIAA w FCX. Analiza post hoc wykazata znamienny spadek st¢zenia
tego metabolitu w stosunku do poziomu kontrolnego po podaniu OLA (p < 0.05). Obnizenie
poziomu 5-HIAA zaobserwowano réwniez w grupach tacznych (1MeTIQ 25 mg/kg + KET
oraz 1MeTIQ 50 mg/kg + KET) w stosunku do wartosci z grupy KET (odpowiednio p < 0.05
oraz p < 0.01) (tab. 2).
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4.5.2. Analiza biochemiczna poziomu monoamin i ich metabolitéow w HIP (model

ketaminowy)
4.5.2.1. DAi jej metabolity (DOPAC, HVA, 3-MT)
Tab.3
HIP
Grupa DA DOPAC HVA 3-MT
Sol 51+9 18+3 25+8 44 + 15
KET 10 mg/kg 56+9 24 +4 33+ 10 58+ 6
1MeTIQ 25 mg/kg 65 +4 19.7 £2 25+9 73+ 6
IMeTIQ 50 mg/kg | 92 +3** 19.5+2 12+7 51.7+12
OLA 3mg/kg 65+6 37.5£3** 44 + 16 66 £ 15

1MeTIQ 25 mg/kg
+ 86 + 11*# 19.5£2 17£10 56.5+9
KET 10 mg/kg

1MeTIQ 50 mg/kg

+ 97 £11**## 19.8+ 1 7 6 46 £3
KET 10 mg/kg
OLA 3 mg/kg

+ 65+8 40 + 3**## 61 £22 74 £ 16

KET 10 mg/kg

Tab. 3: Poziomy DA i jej metabolitow (DOPAC, HVA i 3-MT) mierzone metodq HPLC w
homogenatach tkankowych z HIP. Zwierzeta otrzymaly jednokrotng dawke ketaminy (KET;
10 mg/kg, i.p.), IMeTIQ (25 lub 50 mg/kg, i.p.) lub olanzapiny (OLA; 3 mg/kg, i.p.).
W grupach fgcznych IMeTIQ lub OLA byty podane 30 minut przed podaniem KET. Grupa
kontrolna otrzymata iniekcje soli fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p.). Wartosci wyrazono jako
Srednie £ SEM (ng/g tkanki). N = 9-10 zwierzqt na grupe. *p < 0.05; **p < 0.01;
***p<0.001 W porownaniu do grupy kontrolnej (sol); #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001
w poréwnaniu do grupy KET.

Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata istotny wptyw iniekcji (F[7,37]=4.10,
p < 0.01) na poziom DA w HIP szczura. Test pot hoc wykazat istotne zwigkszenie poziomu
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tego neuroprzekaznika po podaniu 1MeTIQ w dawce 50 mg/kg (p < 0.01) w stosunku do
grupy kontrolnej. W grupach tagcznych (MeTIQ 25 mg/kg + KET oraz 1MeTIQ 50 mg/kg +
KET) wykazano istotny wzrost stezenia DA zarowno w stosunku do poziomu kontrolnego,

jak i wartosci z grupy KET (odpowiednio p < 0.05 oraz p < 0.01) (tab. 3).

Ta sama analiza statystyczna wykazala istotny efekt podanych zwigzkow (F[7,39]=10.65,
p <0.01) na stezenie DOPAC w HIP. Analiza post hoc ujawnita istotny wzrost poziomu tego
metabolitu w poréwnaniu do poziomu kontrolnego w grupie, ktora otrzymata OLA, zaréwno
sama, jak i w potaczeniu z KET (oba p < 0.01). Podobny efekt obserwowano w grupie tacznej

(OLA + KET) w stosunku do wartosci z grupy KET (tab. 3).

Jednoczynnikowa analiza ANOVA nie wykazata istotnego wplywu zastosowanych
zwigzkow, zarowno na poziom HVA (F[7,40]=2.06, N. S.) jak i na poziom 3-MT
(F[7,32]=1.02, N. S.) w HIP szczura (tab. 3).
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4.5.2.2. NA i jej metabolit (NM) oraz 5-HT i jej metabolit (5-HIAA)

Tab. 4
HIP

Grupa NA NM S-HT S-HIAA

Sol 421 +43 70+1 403 £ 107 339 + 24

KET 10 mg/kg 333 £35* 60+ 15 257 £ 16* 350+ 30

IMeTIQ 25 mg/kg | 371 +21 78 + 8 387+9 291 +8
1MeTIQ 50 mg/kg | 308 + 10** 113 +9* 289+ 10 219 £ 19**

OLA 3 mg/kg 253 + 14** 41 +13 261 + 24* 325 +27

1MeTIQ 25 mg/kg
+ 328 £23* 92 £15 314+ 16 275+ 25
KET 10 mg/kg

1MeTIQ 50 mg/kg

+ 292 + 17** 96 £ 15 265 £ 15* 205 £ 27**##
KET 10 mg/kg
OLA 3mg/kg

+ 308 £ 21** 75 +4 264 £ 13* 382+27

KET 10 mg/kg

Tab. 4: Poziomy NA oraz 5-HT i ich metabolitow (odpowiednio NM i 5-HIAA) mierzone
metodqg HPLC w homogenatach tkankowych z HIP. Zwierzeta otrzymaty jednokrotng dawke
ketaminy (KET; 10 mg/kg, i.p), IMeTIQ (25 lub 50 mg/kg, i.p.) lub olanzapiny (OLA;
3 mg/kg, i. p.). W grupach tgcznych 1MeTIQ lub OLA byty podane 30 minut przed podaniem
KET. Grupa kontrolna otrzymata iniekcje soli fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p.). Wartosci
wyrazono jako srednie £ SEM (ng/g tkanki). N = 9-10 zwierzqt na grupe. *p < 0.05;
**p < 0.01; ***p < 0.001 w porownaniu do grupy kontrolnej (sol); #p < 0.05; ##p < 0.01,;
###p < 0.001 w porownaniu do grupy KET.

Jednoczynnikowa analiza wariancji wykazata istotny efekt iniekcji (F[7,40]=4.00, p < 0.01)
na stezenie NA w HIP. Test post hoc wykazat znamienny spadek poziomu NA w grupie KET

(p < 0.05) w stosunku do poziomu kontrolnego. Istotne obnizenie stezenia NA w stosunku do
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grupy kontrolnej obserwowano takze po podaniu IMeTIQ (50 mg/kg) oraz OLA (oba
p < 0.01). Podobny efekt — spadek poziomu NA - wykazano we wszystkich grupach tacznych,
poréwnujac do wartosci z grupy kontrolnej (p < 0.05 dla grupy 1MeTIQ 25 mg/kg + KET;
p <0.01 dla pozostatych grup) (tab. 4).

Ta sama analiza statystyczna wykazala istotny wptyw podanych zwiazkow (F[7,38]=2.61,
p < 0.01) na poziom NM w HIP szczura. Analiza post hoc wykazata znamienny wzrost
stezenia NM (p < 0.05) w grupie, ktora otrzymata 1MeTIQ w dawce 50 mg/kg, poréwnujac
do wartosci kontrolnej. Nie zaobserwowano innych zmian w pozostalych grupach

badawczych (tab. 4).

Jednoczynnikowa analiza statystyczna ANOVA wykazala znamienny wptyw zastosowanych
zwiazkow (F[7,36]=2.39, p < 0.05) na st¢zenie 5S-HT w HIP. Test post hoc ujawnit znamienny
spadek poziomu 5-HT w grupie KET oraz OLA (oba p < 0.05) w stosunku do grupy
kontrolnej. Podobny efekt zaobserwowano w grupach tacznych (1MeTIQ 50 mg/kg + KET
oraz OLA + KET), porownujac do poziomu kontrolnego (oba p < 0.05) (tab. 4).

Ta sama analiza statystyczna ujawnita istotny wplyw iniekcji (F[7,40]=6.71, p < 0.01) na
poziom 5-HIAA w HIP szczura. Test post hoc wykazat istotny spadek stezenia 5-HIAA
(p < 0.01) w grupie 1MeTIQ, ktora otrzymata 1MeTIQ (50 mg/kg) zardbwno sam, jak i w
polaczeniu z KET (oba p < 0.05) w stosunku do grupy kontrolnej. Dodatkowo, we
wspomnianej wczesniej grupie tacznej, obserwowano istotny spadek poziomu 5-HIAA w
stosunku do grupy KET (p < 0.01) (tab. 4).
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4.5.3. Badania ex vivo - analiza biochemiczna poziomu monoamin i ich metabolitow w

STR (model ketaminowy)
4.5.3.1.DA i jej metabolity (DOPAC, HVA i 3-MT)

Tab. 5
STR
Grupa DA DOPAC HVA 3-MT
Sol 10472 +£ 181 1337 £ 58 1136 £ 95 306 £42
KET 10 mg/kg 9904 + 325 1328 £ 72 1073 £50 291 +£18
IMeTIQ 25 mg/kg | 10972 + 682 1413 +47 1191 £ 61 657 £ 20**
1MeTIQ 50 mg/kg | 11 699 + 345* 767 +£37* 1011 £ 67 803 + 43**
OLA 3 mg/kg 10704 £298 | 4053 £ 176** | 4022 + 125** 280 + 26
1MeTIQ 25 mg/k
Q I 12 884 + 390
+ 1002 £ 40 1222+ 70 443 + 36*
**##
KET 10 mg/kg
1MeTIQ 50 mg/kg
+ 10 280 + 500 1757 £ 345 1190+ 11.4 1021 + 90**##
KET 10 mg/kg
OLA 3mg/kg
4619 + 289 4384 +250
+ 10 544 + 187 275+ 33
**## **##
KET 10 mg/kg

Tab. 5: Poziomy DA i jej metabolitow (DOPAC, HVA i 3-MT) mierzone metodq HPLC w
homogenatach tkankowych z STR. Zwierzeta otrzymaty jednokrotng dawke ketaminy (KET;
10 mg/kg, i.p.), IMeTIQ (25 lub 50 mg/kg, i.p.) lub olanzapiny (OLA; 3 mg/kg, i.p.).
W grupach tgcznych 1MeTIQ lub OLA byly podane 30 minut przed podaniem KET. Grupa
kontrolna otrzymata iniekcje soli fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p.). Wartosci wyrazono jako
srednie £ SEM (ng/g tkanki). N = 9-10 zwierzqt na grupe. *p < 0.05; **p<0.01; ***p <0.001
w porownaniu do grupy kontrolnej (sol); #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 w poréwnaniu
do grupy KET.
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Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata istotny wptyw iniekcji (F[7,40]=5.76,
p < 0.01) na stezenie DA w STR szczura. Analiza post hoc wykazata znamienny wzrost
poziomu tego neuroprzekaznika po podaniu 1MeTIQ (50 mg/kg) w stosunku do grupy
kontrolnej. W grupie tacznej (1MeTIQ 25 mg/kg + KET) obserwowano istotne zwigkszenie
stezenia DA, zarowno w stosunku do poziomu kontrolnego (p < 0.01) jak i poziomu z grupy
KET (p <0.01) (tab. 5).

Ta sama analiza statystyczna wykazata istotne efekt podanych zwigzkow (F[7,39]=79.66,
p < 0.01) na stgzenie DOPAC w STR. Test post hoc wykazal spadek stezenia DOPAC po
podaniu 1MeTIQ w dawce 50 mg/kg, porownujgc do poziomu kontrolnego. Wykazano tez
znaczne zwickszenie poziomu tego metabolitu po podaniu OLA, zar6wno samej, jak i w
potaczeniu z KET, w stosunku do grupy kontrolnej (oba p < 0.01). We wspomnianej grupie

facznej zaobserwowano takze wzrost stezenia DOPAC w pordwnaniu do grupy KET
(p <0.01) (tab. 5).

Jednoczynnikowa analiza wariancji wykazata istotny wptyw iniekcji (F[7,40]=140.22,
p < 0.01) na stezenie HVA w STR szczura. Analiza post hoc wykazata znaczne stezenie tego
metabolitu po podaniu OLA (p < 0.01) w stosunku do poziomu z grupy kontrolnej. W grupie
tacznej (OLA + KET) obserwowano podobny efekt, zarbwno w stosunku do poziomu

kontrolnego, jak i wartosci z grupy KET (oba p < 0.01) (tab. 5).

Ta sama analiza statystyczna wykazata statystycznie istotny wptyw zastosowanych zwigzkoéw
(F[7,40]=42.07, p < 0.01) na stezenie 3-MT w STR. Analiza post hoc ujawnita istotny wzrost
poziomu tego metabolitu po podaniu 1MeTIQ, zarowno w dawce 25, jak i 50 mg/kg (oba
p < 0.01) w poréwnaniu do poziomu kontrolnego. Znamienny wzrost stezenia 3-MT
obserwowano takze w grupie tacznej (1MeTIQ 25 mg/kg + KET) (p < 0.05), w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. W grupie tacznej (1MeTIQ 50 mg/kg + KET) wykazano znaczny wzrost
poziomu 3-MT, zaréwno w stosunku do poziomu kontrolnego, jak i poziomu z grupy KET
(oba p <0.01) (tab. 5).
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4.5.3.2.NA i jej metabolit (NM) oraz 5-HT i jej metabolit (5-HIAA)

Tab. 6
STR

Grupa NA NM S-HT S-HIAA
Sol 454 + 18 110 £ 29 200+ 8 288+ 7
KET 10 mg/kg 443 +22 84+ 19 196 + 7 291 +20
1IMeTIQ 25 mg/kg | 379 & 14** 84 £ 10 230 +14 243 + 17
1MeTIQ 50 mg/kg 439 + 14 99+ 6 280 £ 16** 237+ 14
OLA 3 mg/kg 434 + 8 103 £12 192+ 11 304 £ 17

1MeTIQ 25 mg/kg
+ 444 + 16 111+13 255 £ 22*## 252+ 24
KET 10 mg/kg

1MeTIQ 50 mg/kg

211+ 15
+ 58 +13* 209 + 15 243 +£ 22
**##
KET 10 mg/kg
OLA 3mg/kg
+ 399 £ 17* 84+ 11 150 £ 11 *# 294 + 18

KET 10 mg/kg

Tab. 6: Poziomy NA oraz 5-HT i ich metabolitow (odpowiednio NM i 5-HIAA) mierzone
metodq HPLC w homogenatach tkankowych z STR. Zwierzeta otrzymaty jednokrotng dawke
ketaminy (KET; 10 mg/kg, i.p.), IMeTIQ (25 lub 50 mg/kg, i.p.) lub olanzapiny (OLA;
3 mg/kg, i.p.). W grupach tgcznych IMeTIQ lub OLA byly podane 30 minut przed podaniem
KET. Grupa kontrolna otrzymala iniekcje soli fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p.). Wartosci
wyrazono jako srednie + SEM (ng/g tkanki). N = 9-10 zwierzgt na grupe. *p < 0.05;
*p < 0.01; ***p < 0.001 w porownaniu do grupy kontrolnej (sol); #p < 0.05; ##p < 0.01;
###p < 0.001 w porownaniu do grupy KET.

Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata znamienny wplyw iniekcji
(F[7,40]=25.39, p < 0.05) na poziom NA w STR szczura. Analiza post hoc ujawnita istotny
spadek stgzenia NA w grupie 1MeTIQ (25 mg/kg) (p < 0.01) w porownaniu do grupy
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kontrolnej. Znaczne obnizenie poziomu tego neuroprzekaznika byto obserwowane w grupie
tacznej (IMeTIQ 50 mg/kg + KET), zarowno w stosunku do wartosci kontrolnej, jak i
wartosci z grupy KET (oba p < 0.01) (tab. 6).

Ta sama analiza statystyczna wykazata istotny wptyw iniekcji badanych zwiazkow
(F[7,40]=1.25, p < 0.05.) na stezenie NM w STR. Analiza post hoc wykazata znamienny
spadek (p < 0.05) stezenia NM w grupie acznej (1MeTIQ 50 mg/kg + KET) w stosunku do
grupy kontrolnej. Nie wykazano istotnych zmian w pozostatych grupach badawczych (tab. 6).

Jednoczynnikowa analiza statystyczna ANOVA wykazata istotny wpltyw zastosowanych
zwigzkow (F[7,40]=8.52, p < 0.01) na stezenie 5-HT w STR. Analiza post hoc ujawnita, ze
podanie 1MeTIQ w dawce 50 mg/kg, spowodowato istotne zwigkszenie poziomu tego
neuroprzekaznika (p < 0.01) w stosunku do grupy kontrolnej. W grupie 1agcznej
(IMeTIQ 25 mg/kg + KET) obserwowano znamienny wzrost stezenia 5-HT w stosunku do
poziomu kontrolnego (p < 0.05) oraz wartosci z grupy KET (p <0.01). Laczne podanie OLA i
KET spowodowato natomiast znamienny spadek poziomu 5-HT, zaréwno w stosunku do

grupy kontrolnej, jak i grupy KET (oba p < 0.05) (tab. 6).

Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata istotny wptyw podanych substancji
(F[7,40]=2.30, p < 0.05) na stezenie 5-HIAA w STR szczura, natomiast analiza post hoc nie

wykazata znamiennych réznic w poziomie 5-HIAA pomigdzy badanymi grupami (tab. 6).
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45.4. Analiza biochemiczna poziomu monoamin i ich metabolitow w FCX
(model MK-801)
4.5.4.1. DA i jej metabolity (DOPAC, HVA, 3-MT)

Tab. 7
FCX
Grupa DA DOPAC HVA 3-MT
Sél 510£29 159+7 155+ 14 14+1
MK-801 0.1
213 £36*** 158+10 121+£16 17+2
mg/kg
1MeTIQ 25 mg/kg 458 +39 96+ 6 152+7 27+5
OLA 3mg/kg 319 £26%* 326 + 14%%* 272 £20%** 30+11
1MeTIQ 25 mg/kg
+
490 + 46### 92 + 8*# 127+6 24+4
MK-801 0.1
mg/kg
OLA 3mg/kg
+
543 £ 3TH#HE | 370 £36%**#HH | 245 £ 23**HHi# 19+£2
MK-801 0.1
mg/kg

Tab. 7: Poziomy DA i jej metabolitow (DOPAC, HVA i 3-MT) mierzone metodqg HPLC w
homogenatach tkankowych z STR. Zwierzeta otrzymaly jednokrotng dawke MK-801
0.1 mg/kg, i.p.), IMeTIQ (25 lub 50 mg/kg, i.p.) lub olanzaping (OLA; 3 mg/kg, i.p.).
W grupach tgcznych IMeTIQ lub OLA byly podane 30 minut przed podaniem MK-801. Grupa
kontrolna otrzymata iniekcje soli fizjologicznej (0.9% NaCl, 1.p.). Wartosci wyrazono jako
srednie £ SEM (ng/g tkanki). N = 9-10 zwierzqt na grupe. *p < 0.05; **p < 0.01;
***p < 0.001 w porownaniu do grupy kontrolnej (sol); #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001
w porownaniu do grupy MK-801.

Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata istotny wptyw podanych zwigzkéw
(F[5,36]=11.31, p < 0.001) na poziom DA w FCX. Test post hoc wykazatl znaczny spadek
stezenia DA po jednokrotnym podaniu MK-801 (p < 0.001) w stosunku do grupy kontrolnej.
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Podobny efekt, w porownaniu do poziomu kontrolnego, zaobserwowano w grupie, ktora
otrzymata inieckcjc OLA (p < 0.01). Podanie 1MeTIQ lub OLA w grupach tacznych
catkowicie zablokowato efekt MK-801 i przywrocito stezenie DA do poziomu kontrolnego

(oba p < 0.001, w poréwnaniu do grupy MK-801) (tab. 7).

Ta sama analiza statystyczna wykazata istotny efekt iniekcji (F[5,38]=37.92, p < 0.001) na
stezenie DOPAC w FCX szczura. Analiza post hoc wykazata, ze podanie OLA, zaréwno
samej, jak i z MK-801, istotnie zwicksza poziom DOPAC w stosunku do poziomu
kontrolnego (oba p < 0.001). We wspomnianej grupie tacznej zaobserwowano rowniez istotny

wzrost stezenia tego metabolitu w poréwnaniu do grupy MK-801 (p < 0.001) (tab. 7).

Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata istotny efekt iniekcji (F[5,39]=12.72,
p < 0.001) na stezenie HVA w FCX. Analiza post hoc ujawnita zwigkszony poziom tego
metabolitu po podaniu OLA (p < 0.001) w porownaniu do poziomu kontrolnego. Dodatkowo,
w grupie tacznej (OLA + MK-801) zaobserwowano istotny wzrost stezenia HVA, zarbwno w
stosunku do wartoséci kontrolnej (p < 0.01), jak i wartosci z grupy MK-801 (p < 0.001)
(tab. 7).

Jednoczynnikowa analiza ANOVA wykazata brak istotnego wptywu zastosowanych
zwigzkoéw (F[5,39]=0.97, N. S.) na stezenie 3-MT w FCX (tab. 7).
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4.5.4.2. NA i jej metabolit (NM) raz 5-HT i jej metabolit (5-HIAA)

Tab. 8
FCX
Grupa NA NM 5-HT 5-HIAA
Sol 265+15 17+3 253+12 243+5
MK-801 0.1
307 £22* 26+3 250+18 241+11
mg/kg
IMeTIQ 25 mg/kg | 336+ 11%** 44 £ 4H** 343 £ 1 1%** 202 £ 9%*
OLA 3 mg/kg 316+ 7** 20+3 262+9 254+11

1MeTIQ 25 mg/kg

+
MK-801 0.1
mg/kg

3414 10%%% | A8+ 7R%xft | 333 £ 14%%%f | 171 £ L1t

OLA 3 mg/kg

+
MK-801 0.1
mg/kg

319 £ 9** 22+2 252+9 244 +£7

Tab. 8: Poziomy NA oraz 5-HT i ich metabolitow (odpowiednio NM i 5-HIAA) mierzone
metodg HPLC w homogenatach tkankowych z FCX. Zwierzeta otrzymaty jednokrotng dawke
MK-801 (0.1 mg/kg, i.p.), IMeTIQ (25 mg/kg, i.p.) lub olanzaping (OLA; 3 mg/kg, i.p.).
W grupach tgcznych IMeTIQ lub OLA byly podane 30 minut przed podaniem MK-801. Grupa
kontrolna otrzymata iniekcje soli fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p.). Wartosci wyrazono jako
srednie £ SEM (ng/g tkanki). N = 9-10 zwierzqt na grupe. *p < 0.05; **p < 0.01;
***p < 0.001 w porownaniu do grupy kontrolnej (sol); #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001
w porownaniu do grupy MK-801.

Jednoczynnikowa analiza statystyczna ANOVA wykazata istotny efekt podan zwigzkow
(F[5,39]=4.38, p < 0.01) na stgzenie NA w FCX szczura. Analiza post hoc wykazata istotny
wzrost poziomu NA po podaniu MK-801 (p < 0.05) w stosunku do grupy kontrolnej.
Zaréwno podanie 1MeTIQ (25 mg/kg), jak i OLA (odpowiednio p < 0.001 i p < 0.01),

zwigkszylo stezenie tego neuroprzekaznika w poréwnaniu do wartosci kontrolnej. Podobny
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efekt zaobserwowano w obu grupach tacznych, gdzie stezenie NA istotnie wzrosto po
podaniu substancji (p < 0.01 dla grupy OLA + MK-801; p < 0.001 dla grupy
1MeTIQ + MK-801) (tab. 8).

Ta sama analiza statystyczna wykazata istotny wplyw iniekcji (F[5,37]=12.65, p < 0.001) na
stezenie NM w FCX. Test post hoc ujawnil istotny wzrost poziomu tego metabolitu po
podaniu 1MeTIQ (25 mg/kg), zarowno samego, jak i w polgczeniu z MK-801 (oba p <
0.001), w stosunku do grupy kontrolnej. Dodatkowo we wspomnianej wczesniej grupie
tacznej zaobserwowano istotny statystycznie wzrost stgzenia NM w stosunku do wartosci z

grupy MK-801 (tab. 8).

Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata znamienny wptyw zastosowanych
substancji na poziom 5-HT w FCX. Test post wykazal istotny wzrost stezenia tego
neuroprzekaznika po podaniu 1MeTIQ (25 mg/kg) (p < 0.001) w stosunku do grupy
kontrolnej. Podanie 1MeTIQ tacznie z MK-801 rowniez spowodowato znamienny wzrost
poziomu 5-HT w FCX, zaréwno w stosunku do warto$ci kontrolnej (p < 0.001), jak i warto$ci
z grupy MK-801 (p < 0.001) (tab. 8).

Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata istotny efekt podanych zwigzkow
(F[5,41]=10.40, p < 0.001) na stezenie 5-HIAA w FCX szczura. Analiza post hoc ujawnita
obnizenie poziomu tego metabolitu po podaniu 1MeTIQ (25 mg/kg) w porownaniu do
wartosci kontrolnej (p < 0.01). Podobny efekt zaobserwowano w grupie tacznej
(IMeTIQ + MK-801), gdzie podanie zwigzkéw obnizyto stezenie 5-HIAA, zar6wno w
stosunku do grupy kontrolnej (p < 0.001), jak i grupy MK-801 (p < 0.001) (tab. 8).
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45.5. Analiza biochemiczna poziomu monoamin i ich metabolitow w HIP
(model MK-801)

4.5.5.1. DA i jej metabolity (DOPAC, HVA, 3-MT)

Tab. 9
HIP
Grupa DA DOPAC HVA 3-MT
Sol 25+1 11+1 17+2 15+2
MK-801 0.1
23+3 17+ 1% 21+3 13+1
mg/kg
1MeTIQ 25 mg/kg 34 +£2% 12+1 26+3 20+3
OLA 3mg/kg 31+£2 26 £ 2%** 26+3 22+ 3%
1MeTIQ 25 mg/kg
+
29+2 12+ 1# 19+3 10+1
MK-8010.1
mg/kg
OLA 3 mg/kg
+
22+2 17+2* 26+3 11+1
MK-8010.1
mg/kg

Tab. 9: Poziomy DA i jej metabolitow (DOPAC, HVA i 3-MT) mierzone metodqg HPLC w
homogenatach tkankowych z HIP. Zwierzeta otrzymaly jednokrotng dawke MK-801
(0.1 mg/kg, i.p.), IMeTIQ (25 mg/kg, i.p.) lub olanzaping (OLA; 3 mg/kg, i.p.). W grupach
tgcznych IMeTIQ lub OLA byly podane 30 minut przed podaniem MK-801. Grupa kontrolna
otrzymata iniekcje soli fizjologicznej (0.9% NaCl, ip.). Wartosci wyrazono jako
srednie £ SEM (ng/g tkanki). N = 9-10 zwierzqt na grupe. *p < 0.05; **p < 0.01;
***p<0.007/ w porownaniu do grupy kontrolnej (sol); #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 w
porownaniu do grupy MK-801.

Jednoczynnikowa analiza statystyczna ANOVA wykazata istotny efekt podanych substancji
(F[5,40]=4.38, p < 0.01) na st¢zenic DA w HIP. Test post hoc wykazal istotny wzrost

poziomu tego neuroprzekaznika w stosunku do wartosci kontrolnej (p < 0.05) po podaniu
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IMeTIQ (25 mg/kg). Nie zaobserwowano istotnych réznic w pozostaltych grupach
badawczych (tab. 9).

Ta sama analiza wykazata znamienny wplyw iniekcji (F[5,39]=15.42, p < 0.001) na poziom
DOPAC w HIP. Test post hoc wykazal znamienny wzrost poziomu tego metabolitu po
podaniu MK-801 (p < 0.05), w porownaniu z grupa kontrolng. Znaczne zwigkszenie st¢zenia
DOPAC w stosunku do warto$ci kontrolnej byto obserwowane po podaniu OLA (p < 0.001)
(tab. 9).

Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA nie wykazala istotnego statystycznie wptywu
podanych zwigzkow (F[5,38]=1.51, N. S.) na st¢zenie HVA w HIP (tab. 9).

Ta sama analiza statystyczna ujawnita istotny efekt zastosowanych zwigzkéw (F[5,38]=4.36,
p <0.01) na poziom 3-MT w HIP. Analiza post hoc wykazata znamienny wzrost st¢zenia tego
metabolitu w stosunku do grupy kontrolnej po podaniu OLA (p < 0.05). Nie zaobserwowano

istotnych réznic w pozostatych grupach badawczych (tab. 9).
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4.5.5.2. NAi jej metabolit (NM) oraz 5-HT i jej metabolit (5-HIAA)

Tab. 10
HIP
Grupa NA NM 5-HT 5-HIAA
Sél 301+20 24 +3 22613 309+ 12
MK-801 0.1
295+ 16 25+4 202 +£18 327+16
mg/kg
1MeTIQ 25 mg/kg 341+£20 44 + 4x** 284 + 14%** 288+ 10
OLA 3 mg/kg 289+ 10 33+3 235+10 356+9
1MeTIQ 25 mg/kg
+
295+ 14 3243 265+ 10*## 255 £ 224
MK-8010.1
mg/kg
OLA 3mg/kg
+
313+21 22+1 217+8 302+23
MK-8010.1
mg/kg

Tab.10: Poziomy NA oraz 5-HT i ich metabolitow (odpowiednio NM i 5-HIAA) mierzone
metodqg HPLC w homogenatach tkankowych z HIP. Zwierzeta otrzymatly jednokrotng dawke
MK-801 (0.1 mg/kg, i.p.), IMeTIQ (25 mg/kg, i.p.) lub olanzapine (OLA; 3 mg/kg, i.p.).
W grupach tgcznych 1MeTIQ lub OLA byly podane 30 minut przed podaniem MK-801. Grupa
kontrolna otrzymalta iniekcje soli fizjologicznej (0.9% NaCl, 1.p.). Wartosci wyrazono jako
srednie £ SEM (ng/g tkanki). N = 9-10 zwierzgt na grupe. *p < 0.05; **p<0.01; ***p<0.001
W porownaniu do grupy kontrolnej (sol); #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 w porownaniu
do grupy MK-801.

Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA nie wykazata istotnego wpltywu iniekcji
(F[5,40]=1.35, N. S.) na stezenie NA w HIP szczura (tab. 10).

Ta sama analiza statystyczna wykazata istotny efekt podanych zwigzkow na poziom NM w

HIP. Test post hoc ujawnil znaczne zwigkszenie poziomu tego metabolitu po podaniu
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1MeTIQ (25 mg/kg) (p < 0.001) w stosunku do grupy kontrolnej. Nie obserwowano istotnych
zmian w pozostatych grupach badawczych (tab. 10).

Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata istotny wpltyw zastosowanych
substancji (F[5,40]=6.33, p < 0.001) na stezenie 5-HT w HIP. Analiza post hoc ujawnita
istotnie zwigkszony poziom tego metabolitu po podaniu 1MeTIQ (25 mg/kg) (p < 0.01) w
stosunku do grupy kontrolnej. W grupie tacznej (1IMeTIQ + MK-801) zaobserwowano
znamienny wzrost st¢zenia 5-HT, zar6wno w stosunku do wartosci kontrolnej (p < 0.05), jak i

wartosci z grupy MK-801 (p < 0.01) (tab. 10).

Jednoczynnikowa analiza ANOVA wykazata istotny efekt iniekcji (F[5,40]=3.91, p < 0.01)
na poziom 5-HIAA w HIP. Test post hoc wykazal znamienny spadek st¢zenia tego metabolitu
(p < 0.05) w grupie tacznej (1MeTIQ + MK-801) w stosunku do wartosci z grupy MK-801
(tab. 10).
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45.6. Analiza biochemiczna poziomu monoamin i ich metabolitow w FCX

(model MK-801) z zastosowaniem podan chronicznych 1MeTI1Q

4.5.6.1. DA i jej metabolity (DOPAC, HVA, 3-MT)

Tab. 11
FCX
Grupa DA DOPAC HVA 3-MT
Sél 510£29 159+7 155+ 14 159+7
MK-801 0.1
213 £36** 158+10 121+£16 158+ 10
mg/kg
1MeTIQ 25 mg/kg
435+ 61 81 & 7H** 126+ 8 81 &+ 7***
X7
1MeTIQ 25 mg/kg
X7
+ 014 £ 54##H# | 94 £ 8***### 128 +7 04 + *** i
MK-801 0.1
mg/kg

Tab. 11: Poziomy DA i jej metabolitow (DOPAC, HVA i 3-MT) mierzone metodg HPLC w
homogenatach tkankowych z FCX. Zwierzeta otrzymaly chroniczne podania 1MeTIQ
(7x; 25 mglkg, i.p.) lub jednokrotng dawke MK-801 (0.1 mg/kg, i.p). W grupie lqgcznej
IMeTIQ byt podany 30 minut przed podaniem MK-801. Grupa kontrolna otrzymata iniekcje
soli fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p.). W ostatnim dniu eksperymentu zwierzeta zostaly
usmiercone 2 godziny po ostatniej iniekcji 1MeTIQ. Wartosci wyrazono jako Srednie £ SEM
(ng/g tkanki). N = 9-10 zwierzqt na grupe. *p < 0.05;**p < 0.01; ***p<0.00/ w poréownaniu
do grupy kontrolnej (sol); #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 w porownaniu do grupy
MK-801.

Dwuczynnikowa analiza statystyczna ANOVA nie wykazala istotnego wptywu wielokrotnych
podan 1MeTIQ (25 mg/kg) (F[1,18]=1.28, N. S.), natomiast jednokrotne podanie MK-801
(F[1,18]=9.91, p < 0.01) oraz interakcja obu iniekcji (F[1,18]=21.10, p < 0.001) okazatly si¢
by¢ istotne. Test post hoc wykazatl znaczny spadek poziomu tego neuroprzekaznika po

podaniu MK-801 (p < 0.01) w stosunku do grupy kontrolnej. W grupie 1gcznej
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zaobserwowano natomiast istotny wzrost stezenia DA (p < 0.001) stosunku do warto$ci z

grupy MK-801 (tab. 11).

Ta sama analiza statystyczna wykazata brak istotnego wpltywu jednokrotnego podania
MK-801 (F[1,19]=0.58, N. S.) na poziom DOPAC w FCX, natomiast wplyw wielokrotnych
podan 1MeTIQ (25 mg/kg) (F[1,19]=71.72, p < 0.001) okazat si¢ by¢ istotny. Nie
zaobserwowano istotnego wplywu interakcji obu iniekcji (F[1,19]=0.73, N. S.) na st¢zenie
tego metabolitu. Analiza post hoc ujawnita znaczny spadek poziomu DOPAC (p < 0.001) po
chronicznych podaniach 1MeTIQ (25 mg/kg) w stosunku do wartosci kontrolnej. W grupie
facznej obserwowano podobny efekt, gdzie stezenie DOPAC byto nizsze zar6wno w stosunku

do wartosci z grupy kontrolnej, jak i wartosci z grupy MK-801 (oba p < 0.001) (tab. 11).

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata brak istotnego wplywu podania
MK-801 (F[1,22]=1.90, N. S.), chronicznych podan 1MeTIQ (F[1,22]=0.96, N. S.) oraz
interakcji obu czynnikow (F[1,22]=2.48, N. S.) na stezenie HVA w FCX szczura (tab. 11).

Ta sama analiza wykazata brak znamiennego wptywu iniekcji MK-801 (F[1,21]=0.29, N. S.)
na poziom 3-MT w FCX. Chroniczne podania 1MeTIQ (25 mg/kg) okazaly si¢ mie¢ istotny
statystycznie wptyw (F[1,21]=12.50, p < 0.001) na st¢zenie 3-MT, natomiast interakcja obu
iniekcji (F[1,21]=1.48, N. S.) okazata si¢ byC nieistotna. W grupie, ktéra otrzymala
wielokrotnie 1MeTIQ, zaobserwowano istotny spadek poziomu tego metabolitu (p < 0.001) w
stosunku do grupy kontrolnej. W grupie tacznej zaobserwowano podobny efekt — obnizenie
poziomu 3-MT — zaréwno w stosunku do wartosci kontrolnej (p < 0.001), jak i wartosci z
grupy MK-801 (p < 0.001) (tab. 11).
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4.5.6.2. NA i jej metabolit (NM) raz 5-HT i jej metabolit (5-HIAA)

Tab. 12
FCX
Grupa NA NM 5-HT 5-HIAA
Sol 265+15 17+3 253+12 243 £8
MK-801 0.1 mg/kg 307 +22 26+3 250+18 241 +8

1MeTIQ 25 mg/kg
368 £ 16%** 53 4 3*** 358 £ 17%** 187 £ 6***

X7
1MeTIQ 25 mg/kg
X7 42+3 349+ 15
354+ 13%* 196 £ 8***###
+ falaiedciz falaiedoiz

MK-801 0.1 mg/kg

Tab. 12: Poziomy NA oraz 5-HT i ich metabolitow (odpowiednio NM i 5-HIAA) mierzone
metodg HPLC w homogenatach tkankowych z FCX. Zwierzeta otrzymaly chroniczne podania
1IMeTIQ (7x; 25 mg/kg, i.p.) lub jednokrotng dawke MK-801 (0.1 mg/kg, i.p). W grupie
tqcznej IMeTIQ byt podany 30 minut przed podaniem MK-801. Grupa kontrolna otrzymata
iniekcje soli fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p.). W ostatnim dniu eksperymentu zwierzeta zostaty
usmiercone 2 godziny po ostatni€j iniekcji IMeTIQ. Wartosci wyrazono jako Srednie + SEM
(ng/g tkanki). N = 9-10 zwierzqt na grupe. **p < 0.01; **p < 0.01; ***p < 0.001 w
porownaniu do grupy kontrolnej (sol); #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 w porownaniu
do grupy MK-801.

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata brak istotnego efektu podania MK-801
(F[1,21]=0.65, N. S.) na poziom NA w FCX, natomiast wielokrotne podania 1MeTIQ
(F[1,21]=18.44, p < 0.001) okazaly si¢ by¢ istotne. Interakcja obu iniekcji (F[1,21]=2.52,
N. S.) nie miala istotnego wplywu na stezenie NA. Test post hoc wykazal znaczne
zwickszenie poziomu tego neuroprzekaznika (p < 0.001) po wielokrotnych podaniach
1IMeTIQ (25 mg/kg), w stosunku do grupy kontrolnej. W grupie lgcznej roéwniez

zaobserwowano wzrost stezenia NA (p < 0.01), porownuja do wartosci kontrolnej (tab. 12).

Dwuczynnikowa analiza statystyczna ANOVA wykazala brak istotnego wptywu
jednokrotnego podania MK-801 (F[1,22]=0.21, N. S.) na poziom NM w FCX. Jednoczes$nie,
wielokrotne podania 1MeTIQ (F[1,22]=83.58, p < 0.001) oraz interakcja obu iniekcji
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(F[1,22]=11.17, p < 0.01) okazaty si¢ by¢ znamienne. Test post hoc wykazal istotny wzrost
stezenia tego metabolitu (p < 0.001) w grupie, ktdra otrzymata chroniczne podania 1MeTIQ
(25 mg/kg), w stosunku do warto$ci kontrolnej. Wzrost poziomu NM obserwowano rowniez
w grupie lgcznej, zarowno w stosunku do grupy kontrolnej, jak i grupy MK-801 (oba
p <0.001) (tab. 12).

Ta sama analiza statystyczna wykazata brak istotnego efektu podania MK-801 (F[1,23]=0.11,
N. S.) na stezenie 5-HT w FCX szczura. Wielokrotne podania 1MeTIQ (25 mg/kg)
(F[1,23]=38.21, p < 0.001) okazatly si¢ by¢ znamienne dla poziomu tego neuroprzekaznika,
natomiast interakcja obu iniekcji (F[1,23]=0.03, N. S.) nie byla istotna. Test post hoc wykazat
znaczny wzrost stezenia 5-HT zaréwno w grupie, ktéra otrzymata chroniczne podania
1MeTIQ (p < 0.001), jak i w grupie tacznej (p < 0.001) w stosunku do wartosci kontrolne;.
Dodatkowo, w grupie tagcznej zaobserwowano istotny wzrost poziomu 5-HT (p < 0.001) w

poréwnaniu do grupy MK-801 (tab. 12).

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazala brak znamiennego wplywu
jednokrotnego podania MK-801 (F[1,22]=0.22, N. S.) na poziom 5-HIAA w FCX szczura,
natomiast wielokrotne podania 1MeTIQ w dawce 25 mg/kg (F[1,22]=43.59, p < 0.001)
okazaty si¢ by¢ istotne. Interakcja obu iniekcji (F[1,23]=0.8, N. S.) okazata si¢ by¢ nieistotna
dla stezenia tego metabolitu. Test post hoc wykazal istotny statystycznie spadek poziomu
5-HIAA w grupie, ktora otrzymata wielokrotne iniekcje 1MeTIQ (p < 0.001) oraz w grupie
tacznej (P < 0.001). Dodatkowo w grupie facznej zaobserwowano znamienny spadek stgzenia

5-HIAA w stosunku do wartosci z grupy MK-801 (p < 0.001) (tab. 12).
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45.7. Analiza biochemiczna poziomu monoamin i ich metabolitow w HIP

(model MK-801) z zastosowaniem podan chronicznych 1MeTI1Q

4.5.7.1. DA i jej metabolity (DOPAC, HVA, 3-MT)

Tab. 13
HIP
Grupa DA DOPAC HVA 3-MT
Sol 25+1 11+1 17+2 15+£2
MK-801 0.1 mg/kg 23+3 17+1* 21+3 13+1
1MeTIQ 25 mg/kg
34+2 10+1 29 £ 2% 18+2
X7
1MeTIQ 25 mg/kg
X7
35+ 7# 10+ 3# 21+1 15+£2
+
MK-801 0.1 mg/kg

Tab. 13: Poziomy DA i jej metabolitow (DOPAC, HVA i 3-MT) mierzone metodg HPLC w
homogenatach tkankowych z HIP. Zwierzeta otrzymaty chroniczne podania IMeTIQ (7x;
25 mg/kg, i.p.) lub jednokrotng dawke MK-801 (0.1 mg/kg, i.p.). W grupie tgcznej IMeTIQ
byt podany 30 minut przed podaniem MK-801. Grupa kontrolna otrzymata iniekcje soli
fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p.). W ostatnim dniu eksperymentu zwierzeta zostaly usmiercone
2 godziny po ostatniej iniekcji 1IMeTIQ. Wartosci wyrazono jako srednie = SEM (ng/g tkanki).
N = 9-10 zwierzqt na grupe. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 w porownaniu do grupy
kontrolnej (s6l); #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 w poréwnaniu do grupy MK-801.

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata brak istotnego wplywu jednokrotnego
podania MK-801 (F[1,19]=1.28, N. S.) na st¢zenic DA w HIP szczura, natomiast efekt
wielokrotnych podan 1MeTIQ (F[1,19]=9.18, p < 0.01) okazal si¢ by¢ istotny. Interakcja obu
iniekcji (F[1,19]=0.73, N. S.) byla nieistotna dla poziomu tego neuroprzekaznika. Analiza
post hoc wykazata znamienny wzrost st¢zenia DA w grupie tacznej (p < 0.05), w stosunku do
wartos$ci z grupy MK-801 (tab. 13).
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Ta sama analiza statystyczna wykazala brak istotnego wplywu podania MK-801
(F[1,21]=3.22, N. S.) na stgzenie DOPAC w HIP. Wielokrotne podanie 1MeTIQ (25 mg/kg)
miato istotny efekt (F[1,21]=4.68, p <0.05), natomiast interakcja obu podan (F[1,21]=3.27,
N. S.) okazata si¢ by¢ nieistotna dla poziomu DOPAC. Test post hoc wykazal znamienny
wzrost stezenia tego metabolitu w HIP w grupie, ktora otrzymala jednokrotng iniekcje

MK-801 (p <0.05) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (tab. 13).

Dwuczynnikowa analiza statystyczna ANOVA wykazata brak istotnego efektu jednokrotnego
podania MK-801 (F[1,21]=0.90, N. S.) na st¢zenic HVA w HIP. Wielokrotne podania
1IMeTIQ (25 mg/kg) (F[1,21]=5.94, p < 0.05) oraz interakcja obu zwigzkow (F[1,21]=5.53,
p < 0.05) okazaly si¢ mie¢ znamienny efekt dla poziomu tego metabolitu. Test post hoc
wykazat istotny wzrost stezenia HVA w grupie, ktdra otrzymata chroniczne podania 1MeTIQ
(p < 0.01) w stosunku do warto$ci kontrolnej. Nie zaobserwowano istotnych réznic w

pozostalych grupach badawczych (tab. 13).

Dwuczynnikowa analiza statystyczna ANOVA niw wykazata znamiennego wplywu
jednokrotnego podania MK-801 (F[1,22]=1.15, N. S.), wielokrotnych podan 1MeTIQ
(F[1,22]=2.02, N. S.) oraz interakcji obu iniekcji (F[1,22]=0.19, N. S.) na poziom 3-MT w
HIP szczura (tab. 13).
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4.5.7.2. NAi jej metabolit (NM) oraz 5-HT i jej metabolit (5-HIAA)

Tab. 14
HIP
Grupa NA NM 5-HT 5-HIAA
Sol 301+20 24+3 226+13 309+ 12
MK-801 0.1
295+ 16 25+4 202+ 18 327+16
mg/kg
1IMeTIQ 25
356+ 16* 44 £ 3** 337 £26%* 27349
mg/kg x7
1IMeTIQ 25
mg/kg x7
+ 369 £ 18*# 41 £ 4% 317 £21%*## 299 +32
MK-801 0.1
mg/kg

Tab. 14: Poziomy NA oraz 5-HT i ich metabolitéw (odpowiednio NM i 5-HIAA) mierzone
metodg HPLC w homogenatach tkankowych z HIP. Zwierzeta otrzymaly chroniczne podania
IMeTIQ (7x; 25 mg/kg, i.p.) lub jednokrotng dawke MK-801 (0.1 mg/kg, i.p.). W grupie
tgcznej IMeTIQ byt podany 30 minut przed podaniem MK-801. Grupa kontrolna otrzymata
iniekcje soli fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p.). W ostatnim dniu eksperymentu zwierzeta zostaty
usmiercone 2 godziny po ostatniej iniekcji IMeTIQ. Wartosci wyrazono jako srednie £ SEM
(ng/g tkanki). N = 9-10 zwierzqt na grupe. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 w
porownaniu do grupy kontrolnej (sol); #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 w poréownaniu
do grupy MK-801.

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata brak istotnego efektu jednokrotnego
podania MK-801 (F[1,23]=0.03, N.S.) na stezenie NA w HIP szczura. Wielokrotne inickcje
1MeTIQ (25 mg/kg) (F[1,23]=12.13, p < 0.01) okazaly si¢ by¢ istotne, natomiast interakcja
obu czynnikow (F[1,23]=0.26, N. S.) nie miata znamienneg0 Wpltywu na poziom tego
neuroprzekaznika. Test post hoc wykazal znamienny wzrost stezenia NA w grupie, ktéra
otrzymata chroniczne podania 1MeTIQ (p < 0.05) w stosunku do grupy kontrolnej. Podobny
efekt zaobserwowano w grupie tacznej, zarowno w stosunku do wartosci kontrolnej, jak i

wartosci z grupy MK-801 (oba p < 0.05) (tab. 14).
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Ta sama analiza statystyczna wykazata brak istotnego wplywu podania MK-801
(F[1,22]=0.08, N. S.) na stgzenic NM w HIP. Chroniczne podania 1MeTIQ (25 mg/kg)
okazaly si¢ mie¢ istotny statystycznie wpltyw na poziom tego metabolitu, natomiast interakcja
obu podan (F[1,22]=0.36, N. S.) okazata si¢ by¢ nieznamienna. Test post hoc ujawnit istotne
zwickszenie stezenia NM w grupie, ktora otrzymata wielokrotne podania 1MeTIQ (p < 0.01),
w porownaniu do wartosci kontrolnej. W grupie tacznej zaobserwowano podobny efekt —
zwickszenie stezenia NM — zard6wno w stosunku do grupy kontrolnej (p < 0.01), jak i grupy
MK-801 (p < 0.01) (tab. 14).

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata brak znamiennego wplywu podania
MK-801 (F[1,23]=0.94, N. S.) na st¢zenie 5-HT w HIP szczura. Efekt wielokrotnych podan
1MeTIQ (25 mg/kg) (F[1,23]=25.25, p < 0.001) oraz iniekcji obu zwigzkow (F[1,23]=0.01,
p < 0.01) okazat si¢ by¢ istotny dla poziomu 5-HT. Test post hoc wykazal znamienny wzrost
stezenia tego neuroprzekaznika w grupie, ktéra otrzymata wielokrotne iniekcje 1MeTIQ
(p < 0.01) w stosunku do wartosci kontrolnej. W grupie tgcznej réwniez zaobserwowano
istotny wzrost stezenia tego neuroprzekaznika, zaréwno w stosunku do grupy kontrolnej, jak i
grupy MK-801 (oba p < 0.01) (tab. 14).

Dwuczynnikowa analiza statystyczna ANOVA wykazata brak istotnego efektu jednokrotnego
podania MK-801 (F[1,22]=1.40, N. S.), chronicznych podan 1MeTIQ (F[1,22]=2.89, N. S.)
oraz interakcji obu zwiazkow (F[1,22]=0.04, N. S.) na stezenie S5-HIAA w HIP szczura
(tab. 14).
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45.8. Analiza biochemiczna poziomu monoamin i ich metabolitow w STR

(model MK-801) z zastosowaniem podan chronicznych 1MeTIQ

4.5.8.1. DA i jej metabolity (DOPAC, HVA, 3-MT)

Tab. 15
STR
Grupa DA DOPAC HVA 3-MT
Sol 7551 £ 468 1269 + 59 744 £ 71 287+ 21
MK-801 0.1
8455 +297 876 £27 788 +38 458 + 28%**
mg/kg
IMeTIQ 25 mg/kg | 8180 + 247 931 +32 802 + 31 470+ 1%**
OLA 3 mg/kg 7183 £337 | 3763 £215%*%* | 1640 + 70*** 246 £ 8
1MeTIQ 25 mg/kg
+
8035 + 236 848 £42 621 £29 440 £ 2] %**
MK-801 0.1
mg/kg
OLA 3 mg/kg
+ 3040 + 1457 +
7433 +233# 293 & 20###
MK-801 0.1 290***## 110%**#Ht#
mg/kg

Tab. 15: Poziomy DA i jej metabolitow (DOPAC, HVA i 3-MT) mierzone metodg HPLC w
homogenatach tkankowych z STR. Zwierzeta otrzymaly jednokrotng dawke MK-801
(0.1 mg/kg, i.p), IMeTIQ (25 mg/kg, i.p.) lub olanzaping (OLA; 3 mg/kg, i.p.). W grupach
tgcznych IMeTIQ lub OLA byly podane 30 minut przed podaniem MK-801. Grupa kontrolna
otrzymata iniekcje soli fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p.). Wartosci wyrazono jako srednie +
SEM (ng/g tkanki). N = 9-10 zwierzqt na grupe. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 w
porownaniu do grupy kontrolnej (sol); #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 w porownaniu
do grupy MK-801.

Jednoczynnikowa analiza statystyczna ANOVA wykazata istotny efekt podanych zwigzkow
(F[5,41]=2.71, p < 0.05) na poziom DA w STR. Test post hoc wykazal istotny spadek
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poziomu DA w grupie, ktéra otrzymata taczne podanie OLA i MK-801 w stosunku do
wartosci z grupy MK-801 (p < 0.05) (tab. 15).

Ta sama analiza statystyczna wykazata istotny wplyw badanych zwigzkéw (F[5,41]=49.05,
p < 0.001) na stezenie DOPAC w STR szczura. Test post hoc wykazat istotny wzrost
poziomu tego metabolitu w stosunku do grupy kontrolnej po podaniu OLA zaréwno samej
(p < 0.001), jak i w potgczeniu z MK-801 (p < 0.001). Dodatkowo, we wspomnianej grupie
tacznej (OLA + MK-801) zaobserwowano znaczny wzrost poziomu DOPAC (p < 0.001) w
stosunku do grupy MK-801 (tab. 15).

Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata istotny wptyw podanych substancji
(F[5,41]=38.79, p < 0.001) na poziom HVA w STR szczur. Analiza post hoc wykazata
znaczny wzrost stezenia HVA po podaniu OLA (p < 0.001) w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Podobny efekt zaobserwowano w grupie tacznej (OLA + MK-801), zarowno w
stosunku do warto$ci kontrolnej (p < 0.001) jak i wartosci z grupy MK-801 (p < 0.001)
(tab. 15).

Jednoczynnikowa analiza statystyczna ANOVA  wykazata istotny efekt iniekcji
(F[5,42]=28.77, p < 0.001) na st¢zenie 3-MT w STR. Test post hoc wykazat znaczny wzrost
stezenia 3-MT po podaniu MK-801 (p < 0.001) w stosunku do grupy kontrolnej. Podobny
efekt — zwigkszenie poziomu 3-MT w poréwnaniu z warto$cig kontrolng — zaobserwowano w
grupie, ktora otrzymata jednokrotne podanie 1MeTIQ, zar6wno samo (p < 0.001), jak i w
potaczeniu z iniekcja MK-801 (p < 0.001). W grupie tacznej (OLA + MK-801)
zaobserwowano znaczny spadek stezenia tego metabolitu w poréwnaniu do wartosci z grupy
MK-801 (tab. 15).
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4.5.8.2. NA i jej metabolit (NM) oraz 5-HT i jej metabolit (5-HIAA)

Tab. 16
STR
Grupa NA NM 5-HT 5-HIAA
Sol 362 £ 20 104+1 164 £ 11 196 £ 16
MK-801 0.1
405 £ 26 20.8* 177+ 9 164+ 11
mg/kg
IMeTIQ 25 mg/kg | 423 +20 19.3+1.4* 349 £ 53** 302+44
OLA 3 mg/kg 374 £ 22 95+1.5 329 + 35% 420 + 38**
1MeTIQ 25 mg/kg
+
416 +£22 20£5.1%* 489 £ 25 x4 | 402 + 26
MK-801 0.1
mg/kg
OLA 3 mg/kg
+
415+ 19 17.1+2.1 292 +43 376 + 49**#
MK-801 0.1
mg/kg

Tab. 16: Poziomy NA oraz 5-HT i ich metabolitow (odpowiednio NM i 5-HIAA) mierzone
metodg HPLC w homogenatach tkankowych z STR. Zwierzeta otrzymaty chroniczne podania
IMeTIQ (7x; 25 mg/kg, i.p.) lub jednokrotng dawke MK-801 (0.1 mg/kg, i.p). W grupie
tgcznej IMeTIQ byt podany 30 minut przed podaniem MK-801. Grupa kontrolna otrzymata
iniekcje soli fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p.). W ostatnim dniu eksperymentu zwierzeta zostaty
usmiercone 2 godziny po ostatniej iniekcji 1MeTIQ. Wartosci wyrazono jako Srednie £+ SEM
(ng/g tkanki). N = 9-10 zwierzqt na grupe. *p < 0.05; **p<0.01; ***p<0.001 w poréwnaniu
do grupy kontrolnej (sol); #p < 0.05; ##p<0.01; ###p < 0.001 w porownaniu do grupy

MK-801.

Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata brak znamiennego efektu podanych

zwiagzkow (F[5,42]=1.30, N. S.) na poziom NA w STR (tab. 16).

128




Ta sama analiza statystyczna wykazata istotny efekt zastosowanych substancji (F[5,36]=4.18,
p < 0.01) na stezenie NM w STR szczura. Analiza post hoc wykazata znamienny wzrost
poziomu NM po podaniu MK-801 lub 1MeTIQ (oba p < 0.05) w stosunku do grupy
kontrolnej. Podobny efekt zaobserwowano w grupie tgcznej (1MeTIQ + MK-801), gdzie

stezenie NM ulegto zwigkszeniu (p < 0.05) w poréwnaniu do wartosci kontrolnych (tab. 16).

Jednoczynnikowa analiza ANOVA wykazala istotny wplyw iniekcji (F[5,41]=6.25,
p < 0.001) na poziom 5-HT w STR. Test post hoc wykazat istotny wzrost stezenia 5-HT po
podaniu 1MeTIQ (p < 0.01) lub OLA (p < 0.05) w porownaniu z grupa kontrolng. W grupie
tacznej (1MeTIQ + MK-801) zaobserwowany znaczny wzrost poziomu 5-HT zaréwno w
stosunku do grupy kontrolnej, jak i wartosci z grupy MK-801 (tab. 16).

Jednoczynnikowa analiza statystyczna wykazata istotny wplyw podanych zwigzkow
(F[5,42]=6.30, p < 0.001) na stezenie 5-HIAA w STR szczura. Analiza post hoc wykazata
wzrost poziomu 5-HIAA po podaniach OLA (p < 0.01), porownujac do grupy kontrolne;.
Podobny efekt zaobserwowano w grupach ftacznych (1MeTIQ + MK-801 Ilub
OLA + MK-801), gdzie wykazano wzrost poziomu tego metabolitu, zarowno w stosunku do
grupy kontrolnej (oba p < 0.01), jak i grupy MK-801 (odpowiednio p < 0.001, p < 0.01)
(tab. 16).
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45.9. Analiza biochemiczna poziomu monoamin i ich metabolitow w STR

(model MK-801) z zastosowaniem podan wielokrotnych 1MeTIQ

4.5.9.1. DA i jej metabolity (DOPAC, HVA, 3-MT)

Tab. 17
STR
Grupa DA DOPAC HVA 3-MT
Sol 7551 £ 469 1270 £ 59 744 £ 71 287+ 21
MK-801 0.1
8455 +£297 876 £ 28*** 788 + 38 458 £ 28%**
mg/kg
1MeTIQ 25
8625 £ 273 775 £ 3]*** 671+ 34 505 £ 20%**
mg/kg x7
1MeTIQ 25
mg/kg x7
+ 8520 £303 | 721 £ 13***## 605 + 32# 412 £ 26**
MK-801 0.1
mg/kg

Tab. 17: Poziomy DA i jej metabolitow (DOPAC, HVA i 3-MT) mierzone metodq HPLC w
homogenatach tkankowych z STR. Zwierzeta otrzymaly chroniczne podania 1MeTIQ (7x;
25 mg/kg, i.p.) lub jednokrotng dawke MK-801 (0.1 mg/kg, i.p.). W grupie {gcznej IMeTIQ
byt podany 30 minut przed podaniem MK-801. Grupa kontrolna otrzymata iniekcje soli
fizjologicznej (0.9% NacCl, i.p.). W ostatnim dniu eksperymentu zwierzeta zostaly usmiercone
2 godziny po ostatniej iniekcji 1MeTIQ. Wartosci wyrazono jako srednie + SEM (ng/g tkanki).
N = 9-10 zwierzqt na grupe. *p < 0.05; **p < 0.01 ***p<0.00/ w poréownaniu do grupy
kontrolnej (sol); #p<0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 w porownaniu do grupy MK-801.

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata brak istotnego efektu jednokrotnego
podania MK-801 (F[1,23]=1.40, N. S.), wielokrotnych podan 1MeTIQ (F[1,23]=2.84, N. S.)
oraz interakcji obu iniekcji (F[1,23]=2.23, N. S.) na stezenie DA w STR szczura.

Ta sama analiza statystyczna wykazala istotny wptyw podania MK-801 (F[1,23]=39.45,
p < 0.001), chronicznych podan 1MeTIQ (F[1,23]=82.80, p < 0.001) oraz interakcji obu
czynnikoéw (F[1,23]=22.56, p < 0.001) na poziom DOPAC w STR. Analiza post hoc wykazata
znaczny spadek stezenia DOPAC po podaniach MK-801, 1MeTIQ oraz w grupie lgcznej
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(wszystkie p < 0.001) w porownaniu do grupy kontrolnej. Dodatkowo w grupie tacznej
zaobserwowano istotny spadek poziomu DOPAC (p < 0.01) w stosunku do warto$ci z grupy
MK-801 (tab. 17).

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata brak znamiennego efektu
jednokrotnego podania MK-801 (F[1,24]=0.06, N. S.) na poziom HVA, natomiast
wielokrotne podania 1MeTIQ (F[1,24]=7.91, p < 0.01) okazaly si¢ by¢ istotne. Interakcja obu
iniekcji (F[1,24]=1.45, N. S.) nie miata istotnego efektu na stezenie HVA w STR. Test post
hoc wykazat znamienny spadek poziomu tego metabolitu w grupie lacznej (p < 0.05) w
stosunku do wartosci z grupy MK-801. Nie zaobserwowano istotnych zmian w pozostatych
grupach (tab. 17).

Dwuczynnikowa analiza statystyczna ANOVA wykazata brak znamiennego efektu
jednokrotnej iniekcji MK-801 (F[1,24]=2.59, N. S.) na stgzenie 3-MT, natomiast efekt
wielokrotnych podan 1MeTIQ (F[1,24]=12,57, p < 0.01) oraz interakcja obu zwigzkoéw
(F[1,24]=29.51, p < 0.001) okazaty si¢ by¢ istotne. Analiza post hoc wykazata istotny wzrost
poziomu 3-MT w grupach, ktére otrzymaty MK-801 (p < 0.001) lub wielokrotne podania
1MeTIQ (p < 0.001) w porownaniu z grupg kontrolng. Podobny efekt obserwowany byt takze
w grupie tacznej (p < 0.01).
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4.5.9.2. NA i jej metabolit (NM) oraz 5-HT i jej metabolit (5-HIAA)

Tab. 18
STR
Grupa NA NM 5-HT 5-HIAA
Sol 362 +20 104+ 1 164 + 11 196 + 16
MK-801 0.1 mg/kg 405 + 26 20.8* 177+9 164+ 11
1MeTIQ 25 mg/kg
. 444 £ 20 27 + 2.4** 349 + 55* 323 +49
X
1MeTIQ 25 mg/kg
X7 532+108
414 + 34 21.5+3.2% 376 + 60*#
+ ***##
MK-801 0.1 mg/kg

Tab. 18: Poziomy NA oraz 5-HT i ich metabolitéow (odpowiednio NM i 5-HIAA) mierzone
metodg HPLC w homogenatach tkankowych z STR. Zwierzeta otrzymaty chroniczne podania
IMeTIQ (7x; 25 mg/kg, i.p.) lub jednokrotng dawke MK-801 (0.1 mg/kg, i.p.). W grupie
tgcznej IMeTIQ byl podany 30 minut przed podaniem MK-801. Grupa kontrolna otrzymata
iniekcje soli fizjologicznej (0.9% NacCl, i.p.). W ostatnim dniu eksperymentu zwierzeta zostaty
usmiercone 2 godziny po ostatniej iniekcji /MeTIQ. Wartosci wyrazono jako Srednie £ SEM
(ng/g tkanki). N = 9-10 zwierzqt na grupe. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 w
porownaniu do grupy kontrolnej (sol); #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 w porownaniu
do grupy MK-801.

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA nie wykazata istotnego wptywu jednokrotnego
podania MK-801 (F[1,24]=0.06, N. S.), wielokrotnych iniekcji 1MeTIQ (F[1,24]=3.21, N. S.)
lub interakcji obu zwigzkow (F[1,24]=2.14, N. S.) na stezenie NA w STR szczura (tab. 18).

Ta sama analiza statystyczna wykazata brak znamiennego efektu jednokrotnego podania MK-
801 (F[1,22]=0.42, N. S.) na stgzenie NM w STR, natomiast chroniczne iniekcje 1MeTIQ
(F[1,22]=8.22, p < 0.01) oraz interakcja obu zwiazkow (F[1,22]=7.00, p < 0.05) okazaty si¢
by¢ istotne. Analiza post hoc wykazata znamienny wzrost poziomu NM po podaniu MK-801
(p < 0.05), w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Podobny efekt obserwowano po
wielokrotnych podaniach 1MeTIQ, zaréwno samego, jak i w potaczeniu z MK-801
(odpowiednio p < 0.01, p < 0.05) (tab. 18).
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Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata brak znamiennego efektu podania MK-
801 (F[1,22]=0.15, N. S.) na poziom 5-HT w STR szczura. Wielokrotne podania 1MeTIQ
(F[1,22]=13.84, p < 0.01) okazaly si¢ mie¢ istotny efekt na stezenie 5-HT, natomiast
interakcja obu substancji (F[1,22]=0.02, N. S.) nie byla znamienna. Analiza post hoc
wykazata zwigkszenie poziomu 5-HT po wielokrotnych podaniach 1MeTIQ, zar6wno
samego, jak i w potaczeniu z MK-801 (oba p < 0.05) w poréwnaniu do wartosci kontrolnej.
Dodatkowo w grupie 1lgcznej zaobserwowano znamienny wzrost st¢zenia tego

neuroprzekaznika (p < 0.05)w stosunku do grupy MK-801 (tab. 18).

Ta sama analiza statystyczna wykazata brak znamiennego efektu jednokrotnego podania
MK-801 (F[1,23]=2.50, N. S.) na poziom 5-HIAA w STR, natomiast wptyw wielokrotnych
podan 1MeTIQ (F[1,23]=19.32, p < 0.001) oraz interakcja obu czynnikow (F[1,23]=5.44,
p < 0.05) okazaly si¢ by¢ istotne. Test post hoc wykazat, ze taczne podania 1MeTIQ i
jednokrotne podanie MK-801 znacznie zwigksza stezenie 5-HIAA, zarowno w stosunku do
grupy kontrolnej (p < 0.001) oraz w stosunku do wartosci z grupy MK-801 (p < 0.01). Nie
zaobserwowano istotnych zmian  stgzenia tego metabolitu w  pozostatych grupach
badawczych (tab. 18).
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4.6. Analiza aktywno$ci enzymoéw zwiazanych ze stresem oksydacyjnym w
wybranych strukturach (FCX, HIP)

4.6.1. Analiza aktywnosci enzymatycznej w FCX

Rys. 27
A. GPx B GR
5+ 5
- ~
ol £
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£37 g
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Rys. 27: Wphw IMeTIQ i MK-801 na aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych (GPx, GR,
CAT i SOD) w FCX szczura. Zwierzeta otrzymaly wielokrotne iniekcje MK-801
(7 x 0.1 mg/kg, i.p.) lub IMeTIQ (7 x 25 lub 50 mg/kg, i.p.). W grupie tgcznej 1MeTIQ byt
podany 30 minut przed MK-801. Grupa kontrolna otrzymata sél fizjologiczng (0.9% NaCl,
I.p.). Wyniki przedstawiono jako Srednie +SEM z 5—6 roznych probek homogenatow
tkankowych. *p < 0.05; **p <0.01; ***p < 0.001 w porownaniu do grupy kontrolnej (sol);
#p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001 w porownaniu do grupy, ktora otrzymata MK-801.
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Peroksydaza glutationowa (GPx)

Jednoczynnikowa analiza ANOVA wykazala statystycznie istotny wptyw (F[5,26]=3.09,
p<0.05) podanych zwigzkéw na aktywnos¢ GPx. Test post hoc wykazat znaczny wzrost
aktywnosci GPx po podaniu samego MK-801 lub 1 MeTIQ (50 mg/kg) (oba p<0.05) w
poréwnaniu z grupg kontrolng (rys. 27 A).

Reduktaza glutationowa (GR)

Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazala istotny wptyw (F[5,26]=3.67,
p <0.05) podanych zwigzkoéw na aktywno$¢ GR. Test post hoc wykazat istotny (p <0,05)
wzrost aktywno$ci GR po iniekcjach MK-801 w poréwnaniu z grupa kontrolng. W grupach
tacznych obie dawki 1MeTIQ (25 i 50 mg/kg) odwrdcity dziatanie MK-801 i obnizyty
aktywnos¢ GR (odpowiednio p<0.051ip<0.01) (rys. 27 B).

Katalaza (CAT)

Analiza statystyczna wykazata istotny wptyw (F[5,24]=9.26, p <0.001) podanych zwigzkow
na aktywno$¢ CAT. Analiza post hoc wykazata zmiang¢ aktywnosci CAT w grupach tacznych
- IMeTIQ (25 lub 50 mg/kg) podany razem z MK-801 znaczaco obnizyt aktywnos$¢ enzymu
w porOwnaniu ze zwierz¢tami z grupy kontrolnej (oba p<0.01) lub grupy MK-801 (oba
p<0.001) (rys. 27 C).

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)

Jednoczynnikowa analiza ANOVA wykazata istotny statystycznie wptyw (F[5,28]=3.15,
p <0.05) podanych zwiazkéw na aktywnos¢ SOD. Zaréwno MK-801, jak i 1MeTIQ (50
mg/kg) podane osobno istotnie (p <0.05) zwigkszyly aktywnos¢ SOD w poréwnaniu z grupa
kontrolng. 1MeTIQ (50 mg) podawany razem z MK-801 znamiennie (p<0.05) obnizyl

aktywnos$¢ enzymu w poréwnaniu z grupa, ktora otrzymata sam MK-801 (rys. 27 D).

135



4.6.2. Analiza aktywnoS$ci enzymatycznej w HIP
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Rys. 28: Wptyw 1MeTIQ i MK-801 na aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych (GPx, GR,
CAT i SOD) w HIP szczura. Zwierzeta otrzymaly wielokrotne iniekcje MK-801 (7 x 0.1 mg/kg,
i.p.) lub IMeTIQ (7 x 25 lub 50 mg/kg, i.p.). W grupie tgcznej I1MeTIQ byt podany 30 minut
przed MK-801. Grupa kontrolna otrzymata sol fizjologiczng (0.9% NaCl, i.p.). Wyniki
przedstawiono jako srednie £+SEM z 5-6 rozmych probek homogenatow tkankowych.
*n < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 w porownaniu do grupy kontrolnej (sol); #p < 0.05;

#hp < 0.01; ###p < 0.001 w porownaniu do grupy, ktora otrzymata MK-801.

Peroksydaza glutationowa (GPXx)

Jednoczynnikowa analiza ANOVA wykazata istotny wpltyw (F[5,22]=3.28, p<0.05)
podanych substancji na aktywnos¢ GPx w HIP. Test post hoc wykazatl istotnie (p <0.05)
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zwickszong aktywnos¢ GPx po podaniach MK-801 w porownaniu z grupa kontrolng. W
grupach tacznych, 1MeTIQ (25 lub 50 mg/kg) podawany razem z MK-801 odwracat efekt
MK-801 i znaczaco (oba p <0.05) zmniejszat aktywnos$¢ GPx (rys. 28 A).

Reduktaza glutationowa

Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata statystycznie istotny wplyw
(F[5,25]=3.13, p<0.05) podanych zwigzkow na aktywno$¢ GR. Analiza post hoc wykazata
istotny (p <0.05) wzrost aktywnosci GR po iniekcjach MK-801 lub 1MeTIQ (50 mg/kg) w
poréwnaniu z grupg kontrolna (rys. 28 B).

Katalaza
Jednoczynnikowa analiza ANOVA nie wykazata istotnego wptywu (F[5,22]=2.04, N.S.)

zastosowanych zwigzkoéw na aktywno$¢é CAT w HIP szczura (rys. 28 C).

Dysmutaza ponadtlenkowa

Jednoczynnikowa analiza ANOVA wykazala istotny wptyw (F[5,28]=2.67, p<0.05)
podanych substancji na aktywno$¢ SOD. Analiza post hoc wykazata statystycznie istotny
(p <0.05) wzrost aktywnosci SOD po podaniu samego MK-801 lub 1 MeTIQ (50 mg/kg) w
porownaniu z grupg kontrolng. W grupach tacznych 1MeTIQ (50 mg/kg) podany razem z
MK-801 istotnie (p <0.05) obnizyt aktywnos¢ SOD, przywracajac ja do poziomu kontrolnego
(rys. 28 D).
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4.7. Analiza poziomu interleukin (IL-6, IL-1p, TNF-a, IL-10) w wybranych
strukturach (FCX, HIP, STR)

4.7.1. Analiza poziomu interleukin w FCX

Rys. 29
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Rys. 29: Analiza poziomu cytokin: IL-6 (A), IL-18 (B), TNF-a (C) i IL-10 (D) w FCX szczura.
Zwierzeta otrzymaly 7-krotne iniekcje 1MeTIQ (25 lub 50 mg/kg, i.p.) oraz MK-801
(0.3 mg/kg, i.p.) w odstepie 30 minut. Zwierzeta z grupy kontrolne;j otrzymaty 7-krotne
iniekcje soli fizjologicznej (0.9% NacCl, i.p.). W ostatnim dniu, 2 godziny po ostatniej dawce
zwigzkow, zwierzeta zostaly usmiercone, a FCX zostala pobrana do dalszej analizy. Wartosci
wyrazono jako srednie £+ SEM. N = 4-5 zwierzgt na grupe. *p < 0.05; **p < 0.01;
***p < 0.001 w porownaniu do grupy kontrolnej; #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 w
porownaniu do grupy, ktora otrzymata MK-801.

Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazala brak istotnego wplywu podanych
zwigzkoéw (F[5,24]=1.42, N. S.) na poziom IL-6 w FCX szczura (rys. 29 A).

Ta sama analiza statystyczna wykazala istotny efekt iniekcji (F[5,19]=3.83, p < 0.05) na
poziom IL-13 w FCX szczura. Test post hoc wykazat istotny spadek poziomu IL-1p w grupie,
ktora otrzymata wielokrotne podania MK-801 (p < 0.01) w poréwnaniu do grupy kontrolnej.
Spadek stezenia IL-1p zaobserwowano takze w grupie, ktéra otrzymala 7-krotne podania
1MeTIQ w dawce 50 mg/kg (p < 0.05), porownujac do grupy kontrolnej. W obu grupach
tacznych, podania 1MeTIQ (zarowno w dawce 25 mg/kg, jak i 50 mg/kg) zablokowaty efekt
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MK-801 1 przywroécity poziom IL-1p do poziomu kontrolnego (p < 0.05, w poréwnaniu do
grupy MK-801) (rys. 29 B).

Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata znamienny wpltyw podanych
zwigzkéw (F[5,19]=1.63, p < 0.05) na poziom TNF- a w FCX szczura. Analiza post hoc
wykazata istotny wzrost (p < 0.05) poziomu TNF- o w grupie lacznej
(IMeTIQ 50 mg + MK-801) w stosunku do grupy kontrolnej. Nie wykazano istotnych zmian
w pozostatych grupach badawczych (rys. 29 C).

Ta sama analiza statystyczna wykazata brak statystycznie istotnego wpltywu iniekcji
(F[5,22]=1.69, N. S.) na stezenie IL-10 w FCX szczura (rys. 29 D).
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4.7.2. Analiza poziomu interleukin w HIP

Rys. 30
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Rys. 30: Analiza poziomu cytokin: IL-6 (A), IL-1$ (B), TNF-« (C) i IL-10 (D) w HIP szczura.
Zwierzeta otrzymaly 7-krotne iniekcje 1MeTIQ (25 lub 50 mg/kg, i.p.) oraz MK-801
(0.3 mg/kg, i.p.) w odstepie 30 minut. Zwierzeta z grupy kontrolnej otrzymaty 7-Krotne
iniekcje soli fizjologicznej (0.9% NacCl, i.p.). W ostatnim dniu, 2 godziny po ostatniej dawce
zwigzkow, zwierzeta zostaly usmiercone, a HIP zostal pobrany do dalszej analizy. Wartosci
wyrazono jako srednie £ SEM. N = 4-5 zwierzqgt na grupe. *p < 0.05; **p < 0.01;
***p < 0.001 w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Nie Stwierdzono rézni¢ w poréownaniu z
grupg MK-801.

Jednoczynnikowa analiza ANOVA nie wykazata istotnego efektu podanych substancji na
poziom IL-6 (F[5,20]=2.20, N. S.), IL-1pB (F[5,18]=2.50, N. S.) oraz TNF-a (F[5,19]=2.22,
N. S.) w HIP szczura (rys. 30 A-C).

Ta sama analiza statystyczna wykazata natomiast istotny wptyw iniekcji (F[5,18]=3.73,
p < 0.05) na stezenie IL-10 w HIP. Test post hoc wykazat znamienny wzrost poziomu IL-10
w grupie, ktora otrzymata wielokrotne iniekcje 1MeTIQ w dawce 25 mg/kg (p < 0.05) w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. Istotny statystycznie wzrost stezenia IL-10 obserwowano
takze w grupie tacznej (w ktorej 1MeTIQ podano w dawce 50 mg/kg), w stosunku do
poziomu kontrolnego (p < 0.01) (rys. 30 D).
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4.7.3. Analiza poziomu interleukin w STR

Rys. 31
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Rys. 31: Analiza poziomu cytokin: IL-6 (A), IL-15 (B), TNF-a (C) i IL-10 (D) w STR szczura.
Zwierzeta otrzymaly 7-kKrotne iniekcje 1MeTIQ (25 lub 50 mg/kg, i.p.) oraz MK-801
(0.3 mg/kg, i.p.) w odstepie 30 minut. Zwierzeta z grupy kontrolnej otrzymaty 7-krotne
iniekcje soli fizjologicznej (0.9% NaCl, i.p.). W ostatnim dniu, 2 godziny po ostatniej dawce
zwigzkow, zwierzeta zostaly usmiercone, a STR zostato pobrane do dalszej analizy. Wartosci
wyrazono jako srednie £+ SEM. N = 4-5 Zwierzgt na grupe. *p < 0.05; **p < 0.01,
***pn < 0.001 w poréwnaniu do grupy kontrolnej; #p < 0.05; ##p < 0.01; ##p < 0.001 w
porownaniu do grupy, ktora otrzymata MK-801.

Jednoczynnikowa analiza statystyczna ANOVA wykazata istotny wplyw iniekcji
(F[5,19]=3.62, p < 0.001) na stezenie IL-6 w STR szczura. Test post hoc wykazal istotny
spadek poziomu IL-6 w grupie MK-801 (p < 0.01) w poréwnaniu do poziomu z grupy
kontrolnej. W grupie, ktora otrzymata wielokrotne podania 1MeTIQ w dawce 50 mg/kg
réwniez zaobserwowano znamienny spadek IL-6 (p < 0.05), poréwnujac do grupy kontrolne;j.
W grupie tacznej, podania 1MeTIQ w dawce 25 mg/kg zablokowaly efekt MK-801 i
przywrécily stezenie IL-6 do poziomu kontrolnego (p < 0.05, w poréwnaniu do grupy
MK-801) (rys. 31 A).

Ta sama analiza statystyczna wykazata istotny efekt podanych zwigzkow (F[5,18]=3.19,

p < 0.05) na stezenie IL-1p w STR szczura. Analiza post hoc wykazala znamienny spadek
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poziomu IL-1B we wszystkich analizowanych grupach w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(p < 0.05 dla grup MK-801, 1MeTIQ 25 mg/kg, 1MeTIQ 50 mg/kg oraz
1MeTIQ 25 mg/kg + MK-801; p < 0.01 dla grupy 1MeTIQ 50 mg/kg + MK-801) (rys. 31 B).

Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA nie wykazata istotnego wplywu iniekcji
(F[5,19]=1.70, N. S.) na stezenie TNF-a w STR szczura (rys. 31 C).

Ta sama analiza statystyczna wykazata znamienny zastosowanych substancji (F[5,23]=1.09,
p < 0.05) na poziom IL-10 w STR. Analiza post hoc ujawnita spadek st¢zenia IL-10 w grupie
tacznej (1MeTIQ 50 mg + MK-801) w stosunku do warto$ci kontrolnej. Nie zaobserwowano

istotnych réznic w pozostatych grupach badawczych (rys. 31 D).
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4.8.  Badania in vitro — analiza ilosci jader pyknotycznych, zywotno$ci komorek oraz

uwalniania LDH w hodowlach komérkowych

4.8.1. Analiza iloSci jader pyknotycznych w hodowlach komoérkowych
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Rys. 32: Porownanie ilosci jgder pyknotyCznych w hodowli homorkowej po stymulacji
komorek MK-801 oraz MK-801 (200 uM) w polgczeniu z IMeTIQ (50, 100 lub 250 uM).
Wyniki wyrazono jako srednie = SEM. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 w porownaniu do
grupy kontrolnej; #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 w porownaniu do grupy MK-801 (A);
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reprezentacyjne mikrofotografie pierwotnych hodowli neuronalnych inkubowanych przez
24 godziny z 1MeTIQ (100 and 250 uM) i MK-801 (200 M), barwione Hoechst 33-342 (B).

Jednoczynnikowa analiza statystyczna ANOVA wykazata istotny wptyw zastosowanych
zwigzkoéw (F[5,59]=8.14, p < 0.001) na procent jader pyknotycznych komoérek w hodowli
in vitro. Test post hoc wykazat istotny wzrost ilosci pyknotycznych jader po stymulacji
komoérek MK-801 (p < 0.001) w poréwnaniu do hodowli kontrolnej. Podobny efekt
obserwowano w grupie tagcznej (1MeTIQ 50 uM + MK-801), w stosunku do grupy kontrolnej
(p <0.01). W grupie komorek, ktére byty stymulowane 1MeTIQ 100 uM i MK-801, réwniez
zaobserwowano znamienny wzrost ilosci pyknotycznych jader (p < 0.05) w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. W tej samej grupie zaobserwowano réwniez istotny spadek liczby jader
pyknotycznych w stosunku do wartosci z grupy MK-801 (p < 0.05). W grupie komorek, ktora
byta stymulowana 1MeTIQ w dawce 250 uM i MK-801, obserwowano istotny wzrost liczby
jader pyknotycznych (p < 0.05) w stosunku do wartosci kontrolnej. W tej samej grupie
wykazano takze spadek liczby jader pyknotycznych w stosunku do grupy, ktora byla
traktowana MK-801 (p < 0.05) (rys. 32 A).
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4.8.2. Analiza zywotnosci komoérek oraz poziomu uwalniania LDH w hodowlach

komorkowych stymulowanych MK-801

Rys. 33
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Rys. 33: Porownanie zywotnosci komorek (4) i poziomu uwalniania LDH (B) w hodowlach
komorkowych po stymulacji hodowli MK-801 w stezeniach: 25, 50, 100 i 200 uM oraz
reprezentacyjne mikrofotografie komorek nerwowych inkubowanych przez 24 godziny z
MK-801 (50, 100 i 200 uM) (C). Po inkubacji komorki utrwalono i wybarwiono markerami.:
neuronalnym (anty-MAP2; zielony) i jgdrowym (Hoechst 3342; niebieski). Wyniki wyrazono
jako srednie + SEM. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 w poréwnaniu do grupy
kontrolnej; #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 w porownaniu do tozsamej dawki
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inkubowanej 24 godziny; &p < 0.05; &&p < 0.01; &&&p < 0.001 w porownaniu do
tozsamego czasu inkubacji z dawkg 100 uM.

Dwuczynnikowa analiza statystyczna ANOVA wykazata brak istotnego wplywu czasu
(F[1,12]=1.82, N. S.) na zywotno$¢ komoérek nerwowych w hodowli, natomiast efekt dawki
MK-801 (F[5,12]=16.25, p < 0.001) okazal si¢ by¢ istotny. Interakcja obu czynnikow
(F[5,12]=0.76, N. S.) okazata si¢ nie mie¢ znamiennego efektu na badany parametr. Test post
hoc wykazat istotne obnizenie zywotnosci komorek, zarowno po 24 jak i 48 godzinach
inkubacji z MK-801 w dawce 100 uM, w stosunku do warto$ci kontrolnych. Podobny, jednak
bardziej nasilony efekt, porownujac do grup kontrolnych, obserwowano w hodowli komorek,
ktore byty inkubowane z MK-801 200 uM zaréwno przez 24, jak i 48 godzin (oba p < 0.001).
Inkubacja komorek przez 48 godzin z MK-801 w dawce 200 uM spowodowata rowniez
istotne zmniejszenie ich zywotnosci W stosunku do tozsamego czasu inkubacji z dawka

MK-801 100 uM (p < 0.05) (rys. 33 A).

Ta sama analiza statystyczna wykazata istotny efekt czasu inkubacji (F[1,121]=7.60, p < 0.05)
oraz zastosowanych dawek MK-801 (F[5,12]=22.60, p < 0.001) na poziom uwalnianego LDH
w hodowlach komodrkowych. Interakcja obu badanych zmiennych (F[5,12]=1.70, N. S.)
okazala si¢ by¢ nieistotna statystycznie. Test post hoc wykazal znamienny wzrost poziomu
uwalnianego LDH (p < 0.05) w poréwnaniu do poziomu kontrolnego w hodowli komoérkoweyj,
ktéra byla inkubowana przez 24 godziny z MK-801 w dawce 200 pM. Inkubowanie komorek
tozsamg dawka, ale przez 48 godzin, spowodowato znamienny wzrost poziomu uwalnianego
LDH w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p < 0.001), grupy MK-801 100 uM (p < 0.01) oraz
do hodowli, w ktorej inkubacja trwata 24 godziny (p < 0.05) (rys. 33 B).
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4.8.3. Analiza zZywotnoSci komérek i poziomu uwalniania LDH w hodowlach

komoérkowych stymulowanych MK-801 oraz 1MeTIQ

Rys. 34
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Rys. 34 : Porownanie zywotnosci komorek w hodowli komorkowej po stymulacji 1MeTIQ w
dawkach 50, 100 i 500 uM (A), stymulacji komorek MK-801 w polgczeniu z IMeTIQ (B) oraz
porownanie poziomu uwalniania LDH w hodowli komérkowej po stymulacji IMeTIQ w
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dawkach 50, 100 i 500 uM (C), stymulacji komorek MK-801 w polgczeniu z IMeTIQ (D).
Dodatkowo wykonano reprezentatywne mikrofotografie komorek nerwowych inkubowanych
przez 24 godzin z 1MeTIQ (100 i 500 uM) oraz MK-801 (200 uM). Po inkubacji komorki
utrwalono i wybarwiono markerem neuronalnym (anty-MAP2; zielony) (E). Wyniki wyrazono
jako Srednie = SEM. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.00] w porownaniu do grupy
kontrolnej; #p < 0.05; ##p < 0.01; ###p < 0.001 w poréwnaniu do grupy MK-801.

Jednoczynnikowa analiza statystyczna ANOVA nie wykazata istotnego wptywu réznych
dawek 1MeTIQ (F[3,9]=0.31, N. S.) na zywotnos¢ komorek w hodowli (rys. 34 A).

Ta sama analiza statystyczna wykazala istotny efekt zwigzkow, z ktdérymi inkubowane byty
komorki (F[6,29]=5.68, p < 0.001) na ich zywotno$¢ w hodowli komorkowej. Analiza post
hoc wykazata znamienny wzrost poziomu zywotnosci komorek w grupach tacznych: 1MeTIQ
50 uM + MK-801 oraz 1MeTIQ 100 uM + MK-801 (odpowiednio p < 0.05i p < 0.01) w
stosunku do wartosci z grupy MK-801 (rys. 34 B).

Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA nie wykazata znamiennego wptywu roéznych
dawek 1MeTIQ (F[3,4]=0.32, N. S.) na ilo$¢ uwalnianego LDH w hodowli komoérkowe;j
(rys. 34 C).

Ta sama analiza statystyczna wykazata istotny wplyw zastosowanych substancji
(F[4,14]=12.44, p < 0.01) na poziom uwalnianego LDH w badanych hodowlach
komorkowych. Test post hoc wykazal znaczny wzrost ilosci uwalnianego LDH w grupie
MK-801 (p < 0.001) w stosunku do poziomu kontrolnego. W grupach tacznych: 1MeTIQ 50
uM + MK-801 oraz 1MeTIQ 100 uM + MK-801 zaobserwowano istotny spadek wartosci
uwalnianego LDH (odpowiednio p < 0.01 i p < 0.001) w poréwnaniu do wartosci z grupy
MK-801. W grupie lacznej, gdzie komorki traktowano 1MeTIQ 500 pM + MK-801,
zaobserwowano znamienny wzrost uwalniania LDH (p < 0.01) w stosunku do grupy

kontrolnej (rys. 34 D).
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S. DYSKUSJA

5.1. Testy behawioralne skorelowane z badaniami neurochemicznymi: ex vivo i in vivo

5.1.1. Test podniesionego labiryntu krzyzowego (EPM)

L¢k jest jednym z czestych objawdéw wystepujacych u pacjentow ze schizofrenig i silnie
wplywa na codziennie funkcjonowanie pacjentoéw (Buonocore i wsp., 2018). W niniejszej
rozprawie doktorskiej wykorzystano test EPM do weryfikacji zachowan Iekowych w
zwierzgcym modelu tej choroby. Ketamina, jako substancja modelujaca objawy schizofrenii u
zwierzat wykazuje takze dziatanie prolegkowe (Frohlich i Van Horn, 2013). W obecnych
badaniach, w tescie EPM zaobserwowano, ze dawka 10 mg/kg ketaminy powoduje u zwierzat
zachowania Igkowe, wyrazone jako obnizony czas spedzony w otwartych ramionach, czy
mnigjsza ilo§¢ wejs¢ do otwartych ramion aparatu (rys. 2 A, 2 B). Jednocze$nie podanie
wyzszej dawki 1MeTIQ (50 mg/kg), odwrocito efekt dziatania ketaminy (rys. 2 A). Podobny
efekt  obserwowano po  podaniu  olanzapiny, szeroko  stosowanego  leku
przeciwpsychotycznego (rys. 2 A). W badaniach klinicznych wykazano skutecznos¢
olanzapiny w tagodzeniu leku u pacjentdw ze schizofrenig (Crapanzano i wsp., 2022). W
badaniach biochemicznych (tab. 4) przeprowadzonych po tescie EPM wykazano spadek
poziomu 5-HT w HIP po podaniu ketaminy, jednak ani 1MeTIQ, ani olanzapina, nie
odwrocity tego efektu. Niemniej jednak podanie 1MeTIQ w dawce 50 mg/kg, zarowno
samego, jak 1 z ketaming, istotnie obnizyto poziom metabolitu 5-HT — 5-HIAA, tym samym
wskazujac na zmniejszenie tempa metabolizmu 5-HT i zwigkszenie jej ilosci w synapsach.
Dostepna literatura wskazuje na istotng role 5-HT w skomplikowanej regulacji zachowan
lekowych (Zangrossi w wsp., 2020), przy czym przypisuje si¢ jej wiasciwosci anksjolityczne
(Deakin i Graeff, 1991), dlatego tez zwigkszenie jej dostgpnosci w strukturach synaptycznych
moze mie¢ korzystny wptyw na zachowania lgkowe.

Co wigcej, 1MeTIQ nalezy do grupy odwracalnych inhibitorow enzyméw MAO, ktoérych
efektywnos¢ w tagodzeniu zachowan Igkowych zostala udowodniona w badaniach
klinicznych juz w latach 90° XX wieku (Fahlen i wsp., 1995). Dzi¢ki hamowaniu aktywnos$ci
MAO-A i MAO-B, 1MeTIQ silnie wplywa na transmisj¢ monoamin — DA, 5-HT i NA - w
uktadzie nerwowym, modulujac ich katabolizm. Niektore badania wskazuja na istotng role
monoamin (szczegdlnie ukladu dopaminergicznego i serotoninergicznego) w modulacji
zachowan Igkowych, (Williams i wsp., 2017). 1MeTIQ hamujac droge oksydacji DA zalezng

od MAO, jednocze$nie nasila katabolizm tego neuroprzekaznika zalezny od COMT,
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zwiekszajac tym samym zewnatrzneuronalne stezenie metabolitu 3-MT w STR (tab. 5). 3-MT
jest biologicznie aktywnym zwigzkiem, ktory moze petni¢ role regulatora dziatania
katecholamin. Wykazano takze, ze 3-MT odwraca stymulujacy efekt amfetaminy, zarowno w
badaniach behawioralnych jak i molekularnych (Antkiewicz-Michaluk i wsp., 2008). Ponadto
3-MT posiada zdolno$¢ wigzania do receptoréw dopaminergicznych i receptora o-1
noradrenergicznego (Antkiewicz-Michaluk i wsp., 2008). Biorac pod uwage role transmisji
noradrenergicznej w zachowaniach lgkowych (Purvis i wsp., 2018), przeciwlekowe dziatanie
IMeTIQ moze by¢ spowodowane jego zdolnoscia do zwickszania stezenia 3-MT,
dziatajacego jako antagonista receptorow a-1 noradrenergicznych.

Dostepne w literaturze badania nad zwigzkami dzialajgcymi antagonistycznie na miejsce
glicynowe receptora NMDA, jak np. kwas 7-chlorokynureninowy (Anthony i Nevins, 1993),
wskazuja na potencjalne dziatanie przeciwlgkowe w badaniach na zwierzetach
(Barkus i wsp., 2010). Do tej samej grupy zwiazkow nalezy witasnie 1MeTIQ, co moze
thumaczy¢ jego anksjolityczny efekt.

W przeprowadzonym tescie EPM rowniez olanzapina wykazata dziatanie przeciwlekowe,
odwracajac efekt ketaminy (rys. 2). Olanzapina, atypowy lek przeciwpsychotyczny, dziata
jako antagonista receptorow dopaminowych (D2, D3, Ds), serotoninowych (5-HT2a, 5-HT2c,
5-HTs) oraz noradrenergicznych (a-1) (Angelucci i wsp., 2005). Cechg wspdlng obu
badanych substancji jest wigc dziatanie antagonistyczne na receptor a-1 noradrenergiczny, co
moze wyjasnia¢ dziatanie przeciwlekowe obu zwigzkow (Wasik i wsp., 2019). Ponadto
badania dostgpne w literaturze wskazuja takze na role uktadu glutaminianergicznego w
zachowaniach lekowych. Wykazano, ze inhibitory  transmisji glutaminianergicznej
(np. riluzol) tagodza symptomy zachowan obsesyjno-kompulsywnych czy zaburzen lgkowych
(Cortese i Phan, 2005).

W przeprowadzonym eksperymencie mikrodializy in vivo w FCX podanie olanzapiny,
zarowno samej, jak i z ketaming, doprowadzitlo do obnizenia poziomu uwalniania GLU

(rys. 23), co moze thumaczy¢ anksjolityczne dziatanie tego zwigzku.

5.1.2. Test rozpoznawania nowego obiektu (NORT)

W celu weryfikacji zaburzen pamieci w zwierzecym modelu schizofrenii, wykorzystano test
NORT, ktory jest szeroko stosowany w badaniach przedklinicznych. Test ten bada zaburzenia

pamigci rozpoznawczej, wykorzystujac tendencje gryzoni do eksploracji nowych, nieznanych

150



obiektow (Biaton i wsp., 2020). W tescie NORT, przeprowadzonym w ramach niniejszej
pracy doktorskiej, wykorzystano ketaming jako modelujaca substancj¢ zaburzajaca procesy
pamigciowe. W literaturze ketamina w dawce subanestetycznej prezentowana jest jako
substancja zaburzajgca pamie¢ (Kos i wsp., 2006) i jest szeroko stosowana w testach
analizujacych procesy pamigciowe gryzoni. W prezentowanym teScie NORT, ketamina
spowodowata zaburzenia pamigci u samcoéw szczurdw wyrazajacych si¢ brakiem roéznic w
czasie eksploracji znanego i nowego obiektu w fazie T1 testu (rys. 4 B; 5 B; 6 B). Dodatkowo
ketamina spowodowata spadek wartosci indeksu dyskryminacji oraz preferencji w
przeprowadzonym tescie, co swiadczy o braku zdolno$ci zwierzat do dyskryminacji zwierzat
pomiedzy poznanym wczesniej, a catkowicie nowym przedmiotem (rys. 4 C, D; 5 C, D;
6 C, D). Badania wskazuja, ze jednorazowe Kketaminy moze prowadzi¢ do ostabionego
funkcjonowania synaps w HIP, co moze leze¢ u podstaw zaburzen proceséw pamigciowych
(Duan i wsp., 2013). Ponadto ketamina wplywa negatywnie w wigkszym stopniu na proces
zapamigtywania i kodowania informacji, niz na odzyskiwanie informacji z dostepnych
zasobow pamieci (Honey i wsp., 2005).

W przeprowadzonym tescie wykazano, ze jednorazowe podanie 1MeTIQ zaréwno w dawce
25 mg/kg (rys. 4), jak i 50 mg/kg (rys. 5) odwraca zaburzenia wywotane przez ketaming w
tescie pamigciowym NORT, przywracajac indeks dyskryminacji (rys.4 C; 5 C) oraz indeks
preferencji (rys. 4 D) do warto$ci kontrolnych. Dodatkowo, jednokrotne podanie 1MeTIQ w
obu dawkach istotnie zwigksza czas eksploracji nowego obiektu w fazie T2 testu, wskazujac
na identyfikacje nieznanego obiektu jako nowego (rys. 4 B; 5 B). W przypadku chronicznych
podan 1MeTIQ (rys. 6), zwierzeta z tej grupy wykazywaty tendencj¢ do zwigkszonego czasu
eksploracji nowego obiektu w fazie T2 testu, jednak wynik okazat si¢ nieistotny statystycznie
(rys. 6 B). Wielokrotne podania 1MeTIQ w dawce 50 mg/kg rowniez zaburzyly indeks
preferencji, sugerujac losowa eksploracje obiektow w fazie T2 testu (rys. 6 D). Niemniej
jednak podania chroniczne nie zaburzyty indeksu dyskryminacji w tescie NORT (rys. 6 C).
IMeTIQ wykazuje stabe dziatanie antagonistyczne do receptora NMDA (wigze si¢ z
receptorem okoto 1000-krotnie stabiej niz MK-801), wigzac si¢ z miejscem glicynowym
(Antkiewicz-Michaluk i wsp., 2006), a farmakologiczna modulacja miejsca glicynowego
moze mie¢ wplyw na dysfunkcje kognitywne obserwowane w zwierzgcym modelu
schizofrenii (Fone i wsp., 2020). Poprzednie badania wskazuja takze na rol¢ miejsca
glicynowego w modulacji procesow pamigciowych uktadu nagrody (Zhou i wsp., 2012).
Warto zauwazy¢, ze zarowno DA jak 1 NA odgrywaja wazng rolg¢ w procesach pamig¢ciowych

— zaréwno zbyt duze, jak 1 zbyt mate stezenie wspomnianych neuroprzekaznikéw moze
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prowadzi¢ do zaburzen w obrgbie funkcji pamigci (Arnsten, 1997; Inagaki 1 wsp., 2010).
Analogicznie jak w tescie NORT, przeprowadzono eksperyment mikrodializy in vivo w STR,
stosujgc tozsame zwigzki i ich dawki (rys. 11-16). Wykazano wowczas, ze ketamina znacznie
zwicksza poziom uwalnianej NA (do okoto 400% wartosci bazalnej) w STR szczura
(rys. 12 A; 14 A; 16 A; 18 A), nie zmieniajac jednoczesnie stgzenia jej metabolitu — NM
(rys. 12 B; 14 B; 16 B; 18 B). Prawdopodobnym mechanizmem obserwowanego zjawiska jest
zablokowanie receptorow NMDA na komoérkach GABA-ergicznych, co z kolei prowadzi do
odhamowania neuronéw noradrenergicznych (Boultadakis i Pitsikas, 2011).

Dostepne badania wskazuja tez na fakt, ze zwigkszony poziom NA moze by¢
charakterystyczny dla schizofrenii, dodatkowo przyczyniajac si¢ do objawow negatywnych
choroby, w tym zaburzen pamieci (Fitzgerald, 2014). Co wigcej, NA moze modulowac
transmisje glutaminianergiczna (Egli i wsp., 2005), réwniez poprzez modulacj¢ receptoréw
a-1 adrenergicznych (Scheiderer i wsp., 2004), co moze by¢ istotne dla rozwoju choroby jaka
jest schizofrenia.

Antagonisci NMDA, jak np. PCP czy ketamina (w dawkach subanestetycznych), moduluja
stezenie NA poprzez zahamowanie jej transportera a tym samym Wychwytu zwrotnego
(Pechnick i wsp., 2006). Dane literaturowe wskazujg, ze zablokowanie receptoréw NMDA
zlokalizowanych na interneuronach GABA-ergicznych prowadzi o odhamowania aktywnoS$ci
innych neuronéw, m. in. noradrenergicznych (Boultadakis i Pitsikas, 2011).

W przeprowadzonym eksperymencie jednokrotne podanie 1MeTIQ wraz z ketaming
calkowicie zablokowato jej efekt (rys. 12 A, 14 A, 16 A), utrzymujac uwalnianie NA na
poziomie kontrolnym, natomiast podania chroniczne 1MeTIQ wraz z jednokrotng iniekcja
ketaminy, jedynie ostabity efekt antagonisty receptora NMDA i zwigkszyly uwalnianie NA
(rys. 18 A). Jednoczesnie wielokrotne podania 1MeTIQ w grupie tacznej doprowadzity do
nasilonego katabolizmu NA, co sugeruje zwigkszong aktywno$¢ uktadu noradrenergicznego
(rys. 18 B).

Istotny efekt wykazano takze w przypadku wplywu chronicznych podan 1MeTIQ na
katabolizm 5-HT w STR. Wielokrotne iniekcje 1MeTIQ, roéwniez w potaczeniu z
jednokrotnym podaniem ketaminy, obnizyly stezenie 5-HIAA w STR (rys. 18 D), nie
zmieniajgc jednoczes$nie uwalniania 5-HT (rys. 18 C). Badania wskazuja, ze 5-HT posiada
zdolno$¢ modulacji  transmisji  dopaminergicznej w  szlaku mezolimbicznym i
mezokrotykalnym, niemniej jednak istnieja rozbieznosci w wynikach badan, ktoére pokazuja
zarowno stymulacje, jak 1 zahamowanie wydzielania DA w STR pod wptywem 5-HT

(VVollenweder i wsp., 1999).
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W przeprowadzonych testach wykorzystano takze olanzaping, jako lek referencyjny. Badania
pokazujg skuteczno$¢ olanzapiny w poprawie procesow kognitywnych, w tym pamigciowych,
u pacjentow ze schizofrenia (Wang i wsp., 2013) i w zwierzecych modelach choroby
(Liu i wsp., 2018). W zaprezentowanym teScie NORT olanzapina skutecznie odwrdcita
dziatanie ketaminy i wykazywata dziatanie prokognitywne, poprzez istotne zwigkszenie czasu
eksploracji nowego obiektu (rys. 4 B; 5 B) w fazie T2 oraz przywrocenie indeksoéw
dyskryminacji i preferencji do poziomu kontrolnego (rys. 4 C, D; 5 C, D), wskazujac na brak
zaburzen procesOw pamigci u badanych zwierzat. W przeprowadzonych testach wykazano, ze
IMeTIQ, zardbwno w dawce 25, jak i 50 mg/kg, wywiera dziatanie prokognitywne, podobne
do olanzapiny.

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej po raz pierwszy zbadano wplyw 1MeTIQ
(50 mg/kg) na poziom uwalniania GLU w strukturze HIP (rys. 26). Obserwowany efekt byt
odwrotny niz w przypadku FCX (rys. 21) - podanie 1MeTIQ zwigkszyto wydzielanie GLU w
tej strukturze (rys. 26). Badania wskazuja, ze odhamowanie i wzrost aktywnosci komorek
HIP moze skutkowa¢ nasilong transmisja dopaminergiczng (réwniez obserwowanej w tej
strukturze — rys. 24 A, C, D), wyrazonej jako zwigkszone uwalnianie DA, 3-MT i HVA
(McGarrity i wsp., 2016). Podanie 1MeTIQ (50 mg/kg) spowodowato takze wzrost st¢zenia
5-HT, z jednocze$nie obserwowanym spadkiem poziomu 5-HIAA (rys. 25 C, D). Szlaki
serotononinergiczne  HIP  sa  istotne dla  formacji  szlakow  pamigciowych
(Teixeira i wsp., 2018), a badania dowodzg takze, ze zaburzenia pozioméw 5-HT wptywaja
m. in. na pami¢¢ przestrzenng zwierzat, przy czym zwigkszone st¢zenie 5-HT ma pozytywny
wplyw na ten aspekt pamieci (Glikmann-Johnston i wsp., 2015). Pozytywna rola 5-HT jest
takze wspierana przez obserwacje, gdzie deficyty kognitywne obserwowane u pacjentow z
depresja zwigzane sg z obnizonym poziomem 5-HT (Cowen i Sherwood, 2013). Warto
podkresli¢, ze 1MeTIQ wykazuje takze dzialanie przeciwdepresyjne, poprzez wplyw na
uktady neuroprzekaznictwa katecholamin (Wasik i wsp., 2014).

5.1.3. Test interakcji socjalnych (SIT)

U pacjentow ze schizofrenig rowniez czesto obserwuje si¢ zaburzenia zycia spotecznego czy
interakcji miedzyludzkich, znacznie utrudniajac codziennie funkcjonowanie 0s6b chorych.
Powyzsze objawy zaliczane sa do objawow negatywnych choroby. W badaniach

przedklinicznych, w zwierzecym modelu tego schorzenia, zachowania socjalne zwierzat
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mozna mierzy¢ w tescie interakcji socjalnych (SIT), okreslajacym czestos¢ i czas trwania tego
typu zachowan.

W przeprowadzonym tescie SIT w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej wykorzystano
model farmakologiczny schizofrenii — iniekcje MK-801. MK-801 jest szeroko stosowanym
zwiazkiem, wykorzystywanym w badaniach przedklinicznych do indukcji zachowan u
zwierzat odpowiadajagcym tym, u pacjentdow ze schizofrenig, powodujac m. in. zmniejszenie
ilosci kontaktow socjalnych miedzy osobnikami (Cieslik i wsp., 2019). W przeprowadzonym
tescie SIT MK-801 spowodowalo istotne skrocenie czasu interakcji socjalnych (rys. 7 A; 8 A)
oraz ich liczby (rys. 7 B; 8 B).

Zachowania socjalne sg ztlozonym rodzajem zachowan, ktéore wymagaja integracji proceséw
kognitywnych, bodzcéw socjalnych odbieranych ze $rodowiska oraz motywacji do
zainicjowania badz odpowiedzi na taki kontakt (Zoicas i Kornhuber, 2019). Badania
przedkliniczne wskazuja, ze zaburzona transmisja glutaminianergiczna kontrolowana przez
NMDAR, ma istotne znaczenie dla zachowan socjalnych gryzoni (Zoicas i Kornhuber, 2019),
zmniejszajac ich czgstotliwo$¢ oraz czas trwania. Zaburzenie interakcji socjalnych byto
obserwowane takze u genetycznie modyfikowanych myszy, wykazujacych jedynie 5%
funkcjonalnych receptorow NMDA (Duncan i wsp., 2004). Powyzsze badania wskazujg na
istotng role prawidtowego funkcjonowania receptorow NMDA w procesach regulujacych
zachowania spoleczne. Jacobs 1 Tsien (Jacobs i Tzien, 2017) wskazuja na role motywacji W
kontekscie interakcji spotecznych, kontrolowanej przez transmisj¢ dopaminergiczna,
zaznaczajac réwniez czgste Sprzezenie receptoréOw dopaminergicznych Di z receptorami
NMDA. Badania wykazaty, ze neurony dopaminowe charakteryzujg si¢ nasilonymi pradami
Ca?* w czasie trwania interakcji spolecznych (Gunaydin i wsp., 2014), a zmniejszona
aktywnos¢ dopaminergiczna w FCX wigzana jest z zaburzeniami interakcji socjalnych
(Novick i wsp., 2015). Badania biochemiczne ex vivo wykonane po tescie SIT (tab. 7)
wskazuja na znacznie obnizone st¢zenie DA w FCX po podaniu MK-801, ttumaczac tym
samym deficyty obserwowane w interakcjach socjalnych szczurow.

W przeprowadzonym tescie SIT, zarowno 1MeTIQ, jak i olanzapina, spowodowaty skrocenie
czasu trwania interakcji socjalnych u zwierzat (rys. 7 A). Podobny efekt obserwowano w
przypadku iniekcji chronicznych (7x) 1MeTIQ (rys. 8 A). Zarowno 1MeTIQ (podany
zarowno jednokrotnie, jak i chronicznie), ani olanzapina nie odwrocilty efektu MK-801 takze
w przypadku liczby interakcji socjalnych zwierzat (rys. 7 B; 8 B). Obserwowany efekt moze
by¢ spowodowany zauwazalnym obnizeniem aktywnosci lokomotorycznej szczurow (dane

niepublikowane). Zmniejszong ruchliwos¢ zwierzat po podaniu olanzapiny obserwowano W
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tescie EPM, gdzie iniekcja tego zwigzku spowodowata istotny spadek liczby wspig¢ oraz
liczbe wejs¢ do ramion (rys. 2 C, D). Dostepna literatura rowniez wskazuje na zaburzenia
aktywnosci lokomotorycznej zwierzat, ktorym podano olanzaping. W badaniach van der
Zwaala (van der Zwaal i wsp., 2010) zastosowano doustng badz dozylng iniekcje leku w celu
jak najlepszego odzwierciedlenia sposobu podan pacjentom i wykazano dawkozalezny wptyw
olanzapiny na ruchliwo$¢ zwierzat, przy czym najwigksza dawka powodowata najsilniejszy
spadek aktywnosci lokomotorycznej. Podobny efekt obnizenia ruchliwosci zwierzat byt
obserwowany w badaniach Chee i wspoOtpracownikow (Chee i wsp., 2016), w ktorych
wykazano rowniez role¢ jadra potlezacego w modulacji aktywnosci lokomotorycznej zwierzat,
gdzie podania olanzapiny powoduja ostabienie transmisji GABA-ergicznej. Dodatkowo
olanzapina moze wybiorczo hamowac receptory D2 na srednich neuronach kolczastych, a tym
samym wywiera¢ efekt obnizenia aktywnos$ci motorycznej zwierzat (Chee i wsp., 2016).
Dostepne w literaturze badania wskazujg na role DA w modulacji zachowan socjalnych, a
aktywnos$¢ neurondéw dopaminergicznych jest kluczowa dla motywacji prowadzacych do
interakcji spotecznych (Solie i wsp., 2022). W badaniach biochemicznych ex vivo wykazano
znaczny spadek poziomu DA (tab. 7) po podaniu MK-801, co korelowato ze spadkiem
zarowno czasu, jak i interakcji socjalnych w przeprowadzonym te$cie behawioralnym
(rys. 7; 8). W badaniach neurochemicznych podanie 1MeTIQ odwrdcito efekt antagonisty
receptora NMDA, przywracajac poziom DA do poziomu kontrolnego. 1MeTIQ, pomimo
odwrécenia deficytow obserwowanych w badaniach ex vivo, spowodowanych podaniem
MK-801, nie odwrdcit efektow behawioralnych, czego przyczyng moze by¢ wspomniane
wczesniej obnizenie aktywnosci motorycznej zwierzat poddanych testowi.

W badaniach biochemicznych ex vivo zaobserwowano istotny spadek poziomu DA w FCX po
podaniu MK-801 (0.1 mg/kg) (tab. 7), natomiast nie byto takiego efektu po podaniu ketaminy
(10 mg/kg) (tab. 2). Jedna z metaanaliz wykazata natomiast, ze badania in vivo wskazuja na
zwigkszone uwalnianie DA w obszarach frontalnych po jednorazowym podaniu ketaminy,
natomiast efekt ten nie jest obserwowany w przypadku badan ex vivo, gdzie homogenizacji i
analizie zostaje poddana cata badana struktura (Kokkinou i wsp., 2018). Zarowno 1MeTIQ,
jak i olanzapina, odwrdcity efekt MK-801 i przywrdcity poziom DA do poziomu kontrolnego
(tab. 7) w FCX. Zmniejszona transmisja dopaminergiczna w obszarach przedczotowych jest —
wedtug dopaminowej teorii choroby — jedna ze zmian przyczyniajacych si¢ do powstawania
objawow negatywnych i kognitywnych obserwowanych w przebiegu schizofrenii. Z tego

wzgledu zwigkszenie poziomu DA przez 1MeTIQ lub olanzaping i przywrdcenie go do
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poziomu kontrolnego moze wydawac si¢ istotne dla proceséw takich jak zaburzenia uwagi
czy pamieci, obecnych w symptomatologii schizofrenii.

Podanie 1MeTIQ (25 mg/kg), roéwniez w potaczeniu z antagonistg receptora NMDA, istotnie
zwickszyto poziomy NA, 5-HT oraz poziom ich metabolitow - odpowiednio NM i 5-HIAA
(tab. 8; 16) w badanych strukturach, co $wiadczy o nasilonej aktywno$ci uktadow
noradrenergicznego oraz serotoninergicznego. Dostgpne w literaturze badania wskazujg na
pozytywny efekt zwigkszonej aktywnosci uktadu noradrenergicznego w niwelowaniu
zaburzen kognitywnych w schizofrenii. Efekt ten zostal wykazany w eksperymentach z
wykorzystaniem mazindolu (inhibitora zwrotnego wychwytu DA i NA), w ktorych zwiazek
ten skutecznie odwrocil deficyty obserwowane m. in. w te$cie przelagczenia uwagi
(Nikiforuk i wsp., 2010). Wielokrotne podania 1MeTIQ (25 mg/kg) takze spowodowaty
zwigkszenie aktywno$ci ukladu serotoninergicznego w FCX, niemniej jednak
zaobserwowano spadek stezenia 5-HIAA, co sugeruje obnizenie katabolizmu $wiadczace o
obnizonym metabolizmie 5-HT (tab. 12). Neurony serotoninergiczne wysyltaja swoje
projekcje do wigkszosci obszarow korowych, zwlaszcza do regionow czolowych
(Celada i wsp., 2013), a transmisja serotoninergiczna odgrywa wazng role w funkcjach

kognitywnych i emocjonalnych zaleznych od tego obszaru mézgu (Lu i Liu, 2017).

5.1.4. Test warunkowania i pamieci strachu (FMT)

Pamie¢ warunkowana strachem jest istotnym mechanizmem uczenia si¢ przewidywania
bodzcow sygnalizujagcych zagrozenie, a tym samym uczenia si¢ odpowiedniej reakcji na
potencjalne zagrozenie (Latusz i wsp., 2017). Przedstawione badania wskazuja, ze podanie
MK-801 znacznie obnizyto % czasu bezruchu w obu fazach testu, natomiast jednokrotna
dawka 1MeTIQ nie zaburza proceséw pamigci strachu warunkowanych zaréwno bodzcem
dzwigkowym, jak i kontekstowym (rys. 9 A, B).

Dane literaturowe wskazuja na istotng role receptorow NMDA w warunkowaniu strachu,
gdyz podania antagonistow tego receptora do ciata migdalowatego blokuja proces nabycia
warunkowanego Ieku (Liu i wsp., 2009). Niemniej jednak badania z uzyciem MK-801
wskazujg na niejednoznaczne efekty tego antagonisty na pamig¢¢ warunkowang strachem
(Zhang i Feldon, 2001). Autorzy ci wykazali deficyty jedynie w procesach warunkowanych
kontekstem, natomiast inne badania (Csernansky i wsp., 2005; Biaton i wsp., 2021) wskazuja

na efekt MK-801 w obu fazach testu. Efekt antagonisty receptora NMDA zalezy takze od
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momentu podania substancji a iniekcja MK-801 w dawce 0.3 mg/kg po przebytym treningu,
moze wspomagac procesy pamigci warunkowanej strachem (Gould i wsp., 2002).

Warto jednak zaznaczy¢, ze obnizenie czasu bezruchu analizowane w te$cie pamigci
warunkowanej strachem, moze by¢ takze przypisywane zmianom w aktywnoSci
lokomotorycznej zwierzat, gdyz antagonisci receptora NMDA, w tym MK-801, moga
powodowac zwigkszong ruchliwosé¢, m. in. w tescie otwartego pola (Hesegawa i wsp., 2016).
W tescie FMT przeprowadzonym w ramach niniejszej rozprawy, podanie olanzapiny nie
odwrocito efektow MK-801, zardbwno w przypadku strachu warunkowanego kontekstem
(rys. 9 A), jak i bodzcem dzwigkowym (rys. 9 B), natomiast 1MeTIQ (25 mg/kg) nie
zablokowat efektu antagonisty NMDAR (rys. 9). Wyniki badan dostgpne w literaturze
wskazuja na rozne efekty olanzapiny w badaniach dotyczacych pamigei. Inoue i
wspotpracownicy wykazali, ze zar6wno olanzapina, jak i1 klozapina (inny atypowy lek
przeciwpsychotyczny) moga zaburzy¢ pamig¢ warunkowang strachem, a obserwowane
deficyty sa zalezne od zastosowanej dawki (Inoue i wsp., 1996). Inne badania wskazuja, ze
wielokrotne podania olanzapiny moga skutkowa¢ w zaburzeniach pamieci i zanikaniu
nabytego strachu (Milstein i wsp., 2013). Z kolei badania Ohyamy i wspotpracownikow
(Ohyama i wsp., 2016) wskazuja na brak efektu olanzapiny na czas bezruchu w tescie
warunkowania strachu.

W przeprowadzonym tescie FMT réwniez wielokrotne podania 1MeTIQ nie odwrocity efektu
MK-801 (rys. 10 A; 10 B), natomiast w przypadku AFC, chroniczne iniekcje 1MeTIQ
zwiekszyty czas bezruchu (rys. 10 B). Istnieja dowody wskazujace na istotng role transmisji
dopaminergicznej (Stubbendorff i Stevenson, 2020) oraz receptora D, w warunkowaniu
strachu (de Vita i wsp., 2021) dlatego tez chroniczne podania 1MeTIQ, jako zwigzku
modulujacego transmisj¢ dopaminergiczng, powinny wpltywaé na czas bezruchu w tescie
pamigci strachu. Z tego tez powodu, do badan w kontekscie warunkowania strachu,
wybierane sa takie zwiazki jak bupropion (inhibitor wychwytu zwrotnego DA i NA) czy
aripiprazol (czesciowy agonista receptora D2) (Portugal i Gould, 2007; Biojone i wsp., 2011).
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5.2. Badania molekularne

5.2.1. Stres oksydacyjny

Coraz wiecej danych wskazuje OS w patofizjologii schizofrenii (Murray i wsp., 2021),
dlatego w ramach niniejszej pracy doktorskiej wykonano pomiary aktywnosci enzymow
zwigzanych z OS w wybranych strukturach mézgu (FCX, HIP). Eksperymenty z uzyciem
MK-801 wskazuja na jego zdolno$¢ do generowania nasilonych procesow OS u gryzoni
(Kovacic i Somanathan, 2010).

W obecnych badaniach, w FCX, wielokrotne podanie MK-801 spowodowato znamienne
zwigkszenie aktywnosci GPx, GR i SOD, natomiast wielokrotne iniekcje 1MeTIQ w dawce
50 mg/kg doprowadzily do zwigkszenia aktywno$ci GPx i SOD (rys. 27). W grupie tacznej,
IMeTIQ odwrécit efekt MK-801 i przywrocit aktywno$¢ enzymatyczng GR i SOD do
poziomu kontrolnego w FCX. W HIP, obserwowano jedynie zwigkszenie aktywnos$ci
enzymatycznej GPx po podaniu MK-801 — aktywno$¢ pozostatych enzymow nie ulegta
istotnej zmianie po podaniu antagonisty receptora NMDA (rys. 28). Chroniczne podanie
1MeTIQ w obu badanych dawkach skutecznie odwrocito efekt MK-801 i przywrocito
aktywno$¢ GPx do poziomu kontrolnego. W przypadku GR i SOD, wielokrotnie podania
IMeTIQ w dawce nasilito aktywno$¢ wymienionych enzymow, natomiast nie
zaobserwowano zmian w pozostatych grupach badawczych (rys. 28 C, D).

Dostepna literatura wskazuje na znacznie zaburzony system oksydacji — redukcji w
schizofrenii, a mechanizm ten zostal wskazany jako potencjalny cel farmakoterapii tej
choroby (Huhn i wsp., 2019). Dodatkowo zaburzenia procesow oksydacyjnych zwigzane sg z
progresja choroby, ktora stymulowana moze by¢ przez wzrost poziomu ROS, obnizong
wydajnos$¢ systemow antyoksydacyjnych organizmu badZ polaczenie obu tych czynnikdéw
(Buosi i wsp., 2021).

Enzymy zwigzane z regulacja OS stanowig pierwsza lini¢ obrony organizmu przed
szkodliwym dziataniem ROS, utrzymujac homeostaze pomiedzy ukladami oksydacji i
redukcji. Zwigkszony poziom aktywnosci enzymoéw zwigzanych z OS moze §wiadczy¢ o
nasilonych reakcjach utleniania w badanej tkance i ekspozycji komoérek na szkodliwe
dziatanie ROS. Tym samym nasilona aktywnos¢ GPx, GR, SOD czy CAT moze $wiadczy¢ o
mobilizacji wewnetrznych systemow antyoksydacyjnych w warunkach nasilonych reakcji OS
(Wasik 1 wsp., 2021).
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Dane literaturowe pokazuja, ze istotng role¢ w procesach OS moze peni¢ transmisja
regulowana przez receptory NMDA. Badania Bahrens i wspotpracownikow
(Behrens i wsp., 2007) wskazujg, ze utrata interneuronéw GABA-ergicznych spowodowana
antagonizmem receptora NMDA, moze by¢ modulowana przez zwigkszong generacj¢ ROS.
Badania Ozyurt i wspotpracownikéw (Ozyurt i wsp., 2007) wskazuja na zwigkszone poziomy
SOD i GPx po podaniu MK-801, przy jednoczesnym braku zmiany w poziomie aktywnosci
CAT. Z kolei eksperymenty przeprowadzone przez Szarome i wspotpracownikow wskazuja
na istotnie obnizong aktywno$¢ SOD, CAT i GPx po iniekcji MK-801
(Szaroma 1 wsp., 2014). Taka rozbiezno$¢ wynikow moze by¢ spowodowana rdznica
zastosowanych dawek MK-801 badz iloscia iniekcji.

Jesli chodzi o wptyw MK-801 na procesy OS warto dodac, ze istnieje wiele badan, w ktorych
MK-801 dziata neuroprotekcyjnie (Sonmez 1 wsp., 2015), jednak jego dzialanie w duzej
mierze zalezne jest od badanego modelu oraz zastosowanej dawki.

W dostepnej literaturze istniejg rowniez badania dowodzace roli OS w kognitywnych
symptomach schizofrenii. Maas i wspolpracownicy (Maas i wsp., 2017) wskazali OS jako
jeden z czynnikow zaburzajacych procesy mielinizacji w obszarach kory czotowej, prowadzi
jednoczesénie do deficytow kognitywnych obserwowanych w chorobie. Procesy OS obecne w
interneuronach FCX moga by¢ takze odpowiedzialne za zaburzone zachowania zwierzat w
przedklinicznym modelu choroby (O’Donnell, 2012). Badania post mortem wykazaly tez
zmniejszone stgzenie GSH — glownej czasteczki antyoksydacyjnej organizmu — w obszarach
korowych pacjentow ze schizofrenig, wskazujgc na ostabiony mechanizm obronny przed
procesami OS (Zhang i wsp., 2018). Warto dodaé, ze obnizony poziom GSH u oséb ze
schizofrenig jest korelowany z nasileniem objawow negatywnych (Matsuzawa i Hashimoto,
2011).

HIP jest strukturg bardzo podatng na patologiczne zmiany zachodzace w OUN, w tym OS
(Huang i wsp., 2015). Badania pokazuja, ze utrata homeostazy W obrebie HIP moze
prowadzi¢ do zaburzonych procesow neurogenezy, funkcjonalnos$ci dendrytéw i procesow
uczenia sie¢, a tym samym zaburzen w obrgbie proceséw kognitywnych (Huang i wsp., 2015).
Badania na zwierzg¢tach wykazaly, ze antagonizm receptora NMDA moze prowadzi¢ do
nasilenia procesow oksydacyjnych w obszarach korowych oraz HIP (Wesseling i wsp., 2015).
Z Kolei badania post mortem z wykorzystaniem tkanki HIP pochodzacej od pacjentow ze
schizofrenig wskazuja na uszkodzenia DNA spowodowane nasilonym stresem oksydacyjnym
w obrebie tej struktury (Nishioka i Arnold, 2004).
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Jednym z wielu zrédet OS moze by¢ nasilony metabolizm DA, ktory prowadzi do powstania
rodnika hydroksylowego (reakcja Fentona), jednego z najbardziej toksycznych wolnych
rodnikéw (Li i wsp., 2020). Poprzednie badania wykazaty zdolnos¢ 1MeTIQ do hamowania
generacji ROS powstalych wskutek katabolizmu DA, poprzez przestrojenie jej katabolizmu z
drogi utleniania zaleznej od MAO na droge O-metylacji zaleznej od COMT
(Antkiewicz-Michaluk i wsp., 2006). Niemniej jednak w przedstawionych wynikach,
wielokrotna dawka (7x) 1MeTIQ zwigkszyta aktywno$¢ GPx, GR i SOD w strukturach FCX i
HIP (rys. 27; 28), sugerujac ekspozycje tkanki na procesy OS. Zaistnialy efekt moze by¢
efektem wydluzonego czasu ekspozycji receptorow NMDA na wysoka dawke zwigzku
hamujacego jego dziatanie.

Kolejnym zrédtem OS w tkance mozgowej moze by¢ chroniczna hipofunkcja receptoréw
NMDA, ktora prowadzi do zaburzen w obrebie transmisji glutaminianergicznej, prowadzac
do nadmiernego st¢zenia GLU w obszarach korowych (Cieslik i wsp., 2019) i HIP (Genius i
wsp., 2013). Wyraznie zwigkszony naptyw GLU zwigzany jest z ekscytotoksycznym
dziataniem tego neuroprzekaznika, co moze skutkowaé¢ uszkodzeniami OUN
spowodowanymi procesami OS (Parfenova i wsp., 2006). Poprzednie badania in vitro z
zastosowaniem 1MeTIQ wskazuja na jego zdolnos¢ do przeciwdziatania $mierci komorek
spowodowanej ekscytotoksycznym dzialaniem glutaminianu (Kuszczyk 1 wsp., 2010;
Antkiewicz-Michaluk i wsp., 2006). Neuroprotekcyjny efekt 1MeTIQ byt obserwowany
nawet wtedy, gdy IMeTIQ byt dodany do hodowli komodrkowej 3 godziny po dodaniu
glutaminianu (Kuszczyk i wsp., 2010), co $wiadczy o zdolnosci tej substancji do odwrdcenia
negatywnych skutkoéw zaistniatych juz procesow ekscytotoksycznosci w komorkach.

W naszych badaniach biochemicznych ex vivo wykazano — podobnie jak w eksperymencie
mikrodializy in vivo — prooksydacyjne dzialanie olanzapiny. Olanzapina podana zaréwno
samodzielnie, jak i w potaczeniu z antagonista receptora NMDA, istotnie zwigkszyta poziom
DOPAC oraz HVA (rys. 15), co jest wynikiem nasilonego procesu oksydacji DA i skutkuje
zwigkszong produkcja wolnych rodnikoéw oraz indukcja procesow OS, a tym samym moze
prowadzi¢ do uszkodzen komorek nerwowych (tab. 1; 7). Efekt ten byl obserwowany we
wszystkich badanych strukturach. Badania przedkliniczne wskazuja, ze podania olanzapiny
przez 4 tygodnie regulujg ekspresje enzymow takich jak MAO-A, MAO-B czy COMT (Chen
i Chen, 2007). Dodatkowo, olanzapina, podobnie jak 1MeTIQ, skutecznie zablokowata efekt
ketaminy pod wzgledem znacznie zwigkszonego uwalniania NA w eksperymencie
mikrodializy in vivo (rys. 16). Interesujacym jest fakt, ze w badaniach innych autorow

podanie olanzapiny powoduje raczej aktywacje neuronow noradrenergicznych i zwigkszenie
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poziomu uwalnianej NA (Zhang i wsp., 2000), natomiast Lahti i wspotpracownicy
(Lahti i wsp., 1999) nie wykazali wplywu podania olanzapiny na psychomimetyczne zmiany

wywotane ketaming.

5.2.2. Interleukiny

Wiele wspotczesnych badan dostepnych w literaturze przedstawia role stanu zapalnego jako
istotng (bgdz nawet kluczowg) w patogenezie schizofrenii  (Miiller, 2018;
Williams i wsp., 2022), tym samym poszukujgc nowych terapii wsrod lekéw o
wlasciwosciach przeciwzapalnych.

W przedstawionej analizie poziomu cytokin w wybranych strukturach moézgu
zaobserwowano obnizenie poziomu IL-1p w FCX po wielokrotnych iniekcjach MK-801,
natomiast podania 1MeTIQ w obu badanych dawkach (25 i 50 mg/kg) odwrocity ten efekt i
przywroécity poziom IL-1p do poziomu kontrolnego (rys. 29 D). Spadek poziomu IL-1f i
IL-6 po podaniach MK-801 byt takze obserwowany w STR (rys. 31).

Dostepne w literaturze badania wskazujg na zdolno$¢ antagonistow receptora NMDA do
indukcji odpowiedzi zapalnej poprzez zwigkszenie poziomow cytokin prozapalnych. Wang i
wspolpracownicy (Wang i wsp., 2021) wykazali zwigkszenie pozioméw mRNA cytokin
takich jak IL-6, TNF-alfa oraz IL-1B w zwierzgcym modelu schizofrenii indukowanym PCP.
Podobne wyniki uzyskano stosujac ketaming jako zwierzecy model choroby (Li i wsp., 2017).
Jednakze badania przeprowadzone przez Réus i wspotpracownikow nie wykazaty istotnych
zmian poziomow IL-1B, IL-6 i TNF-a w roznych strukturach moézgu po kilkukrotnych
podaniach ketaminy (Réus i wsp., 2016). Xiao i wspotpracownicy (Xiao i wsp., 2019)
wykazali natomiast znaczny wzrost poziomu aktywacji mikrogleju oraz zwigkszenie poziomu
IL-6 i IL-1B po 7-krotnych podaniach MK-801 w hipokampie myszy. Co ciekawe, Amani i
wspolpracownicy (Amani i wsp., 2019) wykazali natomiast brak zmiany pozioméw cytokin
prozapalnych takich jak IL-6, IL-1p i TNF-alfa po podaniach MK-801 do struktury
hipokampa. Niemniej jednak wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej
wskazuja na przeciwzapalne dziatanie antagonisty receptora NMDA jakim jest MK-801,
wyrazone poprzez obnizenie poziomow IL-6 i IL-1p w strukturach takich jak FCX czy STR
(rys. 29; 31). Niektore z badan dostepnych w literaturze wykazaty przeciwzapalne dziatanie
MK-801. W badaniach zespotu Wong (Liu i wsp., 2011) zaobserwowano przeciwzapalne

dziatanie dooponowego podania MK-801, poprzez zmniejszenie poziomu cytokin
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prozapalnych takich jak IL-6, TNF-alfa czy IL-1B u zwierzat z rozwinigta tolerancja na
morfing.

Tak rozbiezne wyniki badan mogg by¢ spowodowane rdznicg w zastosowanych dawkach
leku, sposobem podania lub ilo$cig iniekcji zwigzku. Niemniej jednak okreSlenie efektu
MK-801 jako pro- lub przeciwzapalnego wymaga dalszych badan.

W przeprowadzonej analizie poziomu cytokin zweryfikowano réwniez wptyw wielokrotnych
podan MK-801 i 1MeTIQ na poziom cytokiny przeciwzapalnej jakg jest IL-10.
Przeprowadzone badania nie wykazaty istotnego wptywu MK-801 na poziom tej interleukiny
we wszystkich analizowanych strukturach (rys. 29 D; 30 D; 31 D), natomiast taczne podania
1MeTIQ (50 mg/kg) oraz MK-801 spowodowaty wzrost stezenia IL-10 w HIP (rys. 30 D)
oraz spadek poziomu IL-10 w STR (rys. 32 D). Simma i wspotpracownicy
(Simma i wsp., 2014) wykazali, ze blokada receptora NMDA moze doprowadzi¢ do
wzmozonej ekspresji 1L-10, co potwierdza otrzymany wynik w strukturze HIP. Obnizenie
stezenia IL-10 w STR moze by¢ efektem addytywnego antagonistycznego dziatania obu
zwigzkow wobec receptora NMDA, a tym samym zaburza¢ mechanizmy przeciwzapalne w

obrebie tkanki mozgowe;.

5.2.3. Badania cytotoksyczne in vitro

Pacjenci ze schizofrenia wykazuja dysfunkcje sieci neuronalnych w réznych strukturach
mozgu, jak np. FCX, HIP czy w strukturach podkorowych (Kuppberg i Heckers, 2000).
Nasilone procesy apoptozy zmniejszaja przezywalno$¢ zarowno komoérek nerwowych, jak i
glejowych na réznych etapach rozwoju uktadu nerwowego, co moze prowadzi¢ do deficytow
funkcjonalnych synaps (Glantz i wsp., 2006), czy utraty komodrek nerwowych
(Csernansky i wsp., 2006) obserwowanych m. in. w schizofrenii, dlatego tez sugeruje si¢
wplyw proceséw apoptotycznych na patofizjologi¢ choroby (Jarskog i wsp., 2004).

Jednym z charakterystycznych objawow $mierci komoérek w wyniku apoptozy jest
zwigkszenie ilosci jader pyknotycznych (zmiany w chromatynie jadrowej), co jest efektem
kondensacji chromatyny w jadrach komérkowych (Hou i wsp., 2016). W przedstawionych
badaniach in vitro, 200 uM stezenie MK-801 spowodowato znaczne zwigkszenie ilosci jader
pyknotycznych w hodowli komoérkowej (rys. 32). W przeprowadzonym eksperymencie
inkubacja komorek z 1MeTIQ (w st¢zeniach 100 i 250 uM) czeSciowo odwroécita efekt
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MK-801 i obnizyla liczbe¢ komodrek pyknotycznych, natomiast ich poziom wcigz byt
zwigkszony w stosunku do grupy kontrolnej (rys. 32 A).

Poprzednie badania wskazuja na toksyczne dziatanie MK-801 na komorki, obserwowane
przez zwigkszenie liczby apoptotycznych jader komérkowych (Manning 1 wsp., 2011). W
badaniach zespotu Ohyashiki (Takadera i wsp., 2002) wykazano dawkozalezne dziatanie
MK-801 w hodowli komorkowej na nasilenie proceséw apoptozy komorek, a Smier¢ komorek
obserwowana bylta juz w stezeniach 0.001 uM MK-801. Wykazali oni takze nasilone procesy
apoptozy (charakteryzowane przez skurczenie komoérek, kondensacje i fragmentaryzacje jader
komorkowych oraz fragmentacje DNA) po inkubacji komérek z innym antagonista receptora
NMDA - ifenprodilem (Takadera i wsp., 2004). Dawkozalezne dziatanie antagonistow
NMDA na procesy apoptozy, skorelowane jest z poziomem aktywacji kaspazy-3
(Takadera i wsp., 2004), ktora jest glownym mediatorem procesow apoptotycznych w
komorkach nerwowych (D’ Amelio i wsp., 2010). Badania dostgpne w literaturze wskazujg na
aktywacje kaspazy — 3 przez MK-801 (Turner i wsp., 2009).

Prawdopodobnym mechanizmem proapoptotycznego dziatania hipofunkcji receptora NMDA
jest aktywacja wilasnie kaspazy-3 (Takadera i wsp., 1999). Blokada receptora NMDA
prowadzi do aktywacji enzymoéw proteolitycznych (m. in. kaspazy-3 w hipokampalnych
hodowlach komoérkowych (Hardingham i wsp., 2002). Co ciekawe, za inicjacj¢ procesow
apoptotycznych odpowiadajg receptory NMDA umiejscowione poza synapsg, co odroznia je
od receptoréw synaptycznych, ktéore wykazuja dziatanie protekcyjne wobec neurondéw
(Hardingham i wsp., 2002).

W obecnych badaniach in vitro zbadano takze wpltyw 1MeTIQ (w stezeniach 50,
100 i 500 uM) na zywotnos¢ komorek w hodowli (rys. 34 A). Analiza nie wykazata wptywu
inkubacji komoérek z 1MeTIQ w kazdym z analizowanych stezen, wskazujac na brak
toksycznego dzialania 1MeTIQ (rys. 34 A). Inkubacja komoérek z MK-801 spowodowata
tendencj¢ do spadku ich zywotnosci, jednak zmiana ta nie byla istotna statystycznie
(rys. 34 B). Analiza wptywu inkubacji pierwotnych hodowli komoérkowych neuronoéw z
uwzglednieniem réznego czasu inkubacji i r6znych dawek MK-801 wykazata jednak spadek
zywotnosci komorek po 24 i 48 godzinach dla dawek MK-801 100 i 200 uM (rys. 33 A).
Laczna inkubacja komoérek z 1MeTIQ 1 MK-801 spowodowata zwigkszenie ich Zywotnosci,
przywracajac analizowany parametr do wartosci z grupy kontrolnej (rys. 34 B).

1MeTIQ, podobnie jak MK-801, wykazuje dziatanie antagonistyczne wobec receptora
NMDA, jednak taczy si¢ on z miejscem glicynowym receptora, w przeciwienstwie do

MK-801, ktéry bezposrednio blokuje jego kanat. W dodatku wigzanie 1MeTIQ do receptora
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NMDA jest 1000-krotnie stabsze niz wigzanie MK-801. Fakt ten moze tlumaczy¢ brak
toksycznego efektu 1MeTIQ wobec komoérek nerwowych, w przeciwienstwie do MK-801.
Podobny efekt uzyskano w badaniach Ding i wspotpracownikow (Ding i wsp., 2017), gdzie
MK-801 wykazato dawkozalezny efekt i obnizylo zywotno$¢ hipokampalnych komorek
macierzystych. Zespot Zhu (Yu i wsp., 2021) wykazat natomiast zwigkszenie zywotnosci
komorek astrocytarnych hipokampa po inkubacji z 20 uM MK-801, wskazujac na protekcyjne
dziatanie MK-801 w nizszych dawkach. Rzeczywiscie, MK-801 jest jednym ze zwigzkoéw
szeroko badanych pod katem neuroprotekcji np. w modelach hipoksji in vitro, gdzie
stosowany w nizszych dawkach wykazuje dziatanie ochronnie wobec neurondéw
(Stomka i wsp., 2014).

Istniejg takze badania dotyczace wpltywu olanzapiny na zywotno$¢ komorek w hodowlach
in vitro. He i wspotpracownicy (He i wsp., 2021) wykazali, ze inkubacja astrocytow przez 24
lub 48 godzin z olanzaping zwigksza ich Zywotno$¢, natomiast wydtuzenie czasu inkubacji do
72 godzin istotnie obniza wspomniany parametr i Zwigksza cytotoksycznos¢. W tym samym
eksperymencie wykazano, ze inkubacja komorek PC12 z olanzaping przez 48 lub 72 godziny
znacznie zmniejsza ich zywotno$¢, powtdrnie wskazujac na dziatanie cytotoksyczne zwigzku
(He i wsp., 2021).

Kolejnym istotnym wskaznikiem $mierci komorkowej na skutek apoptozy badz nekrozy jest
wydzielanie dehydrogenazy mleczanowej (LDH). LDH jest enzymem cytozolowym,
wydzielanym do medium hodowli komoérkowej wskutek uszkodzenia bton komoérkowych
(Cox i wsp., 2021) i stuzy do pomiaru proceséw $mierci komérkowych. Inkubacja komorek z
IMeTIQ (w stezeniach 50, 100 i 500 uM) nie zmienita poziomu uwalniania LDH do medium
komorkowego, co podobnie jak w przypadku zywotnosci komorek, $wiadczy o braku
toksycznego efektu 1MeTIQ (rys. 34 C). W przypadku inkubacji komoérek z MK-801
(200 uM) zaobserwowano znacznie zwigkszone uwalnianie LDH (rys. 34 D).
Przeprowadzone badania wykazaty, ze IMeTIQ w st¢zeniu 50 oraz 100 uM jest w stanie
odwroci¢ toksyczny efekt MK-801 1 przywroci¢ poziom wydzielanego LDH do wartosci
kontrolnej (rys. 34 D).

Interesujacym jest fakt, ze niewiele poprzednich badan wskazuje na wzmozone wydzielanie
LDH po inkubacji komorek z MK-801. Zespot Johnson (Lei i wsp., 2007) wskazuje na
cytotoksyczne dzialanie PCP w badaniach in vitro, natomiast Bosnjak i wspolpracownicy
(Bosnjak i wsp., 2013) wykazali dawkozalezne, toksyczne dziatanie ketaminy w hodowli

ludzkich komoérek nerwowych.
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Wickszos¢ badan dostepnych w obecnej literaturze wskazuje na neuroprotekcyjne dzialanie
MK-801 w modelach cytotoksycznoséci in vitro. Badania lizuki i wspotpracownikow
(lizuka i wsp., 2010) wskazujag na ochronne dzialanie antagonisty receptora NMDA w
dawkach 1-100 uM w modelu cytotoksyczno$ci indukowanym H2032, natomiast badania
Zhao 1 wspolpracownikow (Zhao i wsp., 2000) wykazaly dziatanie protekcyjne MK-801
(w dawkach 10 — 500 uM) w modelu ekscytotoksycznego dziatania GLU in vitro. Powyzsze
rozbieznosci w uzyskanych wynikach w badaniach zwigzanych z uwalnianiem LDH po
inkubacji z MK-801 mogg by¢ spowodowane réoznym typem hodowli komérkowych (a tym
samym r6znym typem komoérek nerwowych oraz obecnoscig komorek glejowych w hodowli)
oraz zastosowanym modelem badawczym.

Podsumowujac przeprowadzone badania w ramach niniejszej pracy doktorskiej, mozna
wskaza¢ na cytotoksyczne dzialanie antagonisty receptora NMDA jakim jest MK-801 w
hodowli komoérek nerwowych. Wykazano, ze 1MeTIQ czgsciowo odwraca efekt MK-801
(rys. 34 B, D), co mozna przypisa¢ wlasciwosciom modulujagcym 1MeTIQ wobec receptora
NMDA. Dodatkowo wczesniejsze badania wykazaly zdolnos¢ 1MeTIQ do hamowania
wigzania radioaktywnego [*H]JMK-801 do wyizolowanych blon komérkowych mozgu
(Antkiewicz-Michaluk i wsp., 2006). Wydaje si¢, ze ten antagonistyczny mechanizm
dziatania 1MeTIQ w stosunku do MK-801 mogtby by¢ odpowiedzialny za niwelowanie jego

cytotoksycznego efektu na komoérki nerwowe mozgu.
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PODSUMOWANIE

IMeTIQ cze$ciowo odwraca efekty antagonisty receptora NMDA w zwierzecym
modelu schizofrenii niwelujac zachowania Igkowe oraz zaburzenia pamigci w testach
behawioralnych, wykazujac dziatanie podobne do olanzapiny;

IMeTIQ nie odwraca efektow MK-801 w testach interakcji socjalnych oraz pamigci
warunkowanej strachem;

w badaniach biochemicznych ex vivo oraz mikrodializy in vivo 1MeTIQ wykazuje
silny wplyw na metabolizm monoamin oraz na poziom uwalnianego GLU;

olanzapina wykazuje silne dzialanie prooksydacyjne poprzez nasilenie procesOw
oksydacji DA,;

podania 1MeTIQ cze$ciowo odwracaja efekt MK-801 i1 niweluja stres oksydacyjny
powodujac zmiany aktywnos$ci enzymow oksydacyjnych

1MeTIQ w pofaczeniu z antagonista receptora NMDA moze zwigksza¢ poziomy
prozapalnych cytokin w tkance mozgowe;j;

w badaniach in vitro 1MeTIQ hamuje toksyczne dziatanie indukowane przez MK-801.
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7.

WNIOSKI

Szeroki wachlarz przeprowadzonych badan behawioralnych wskazuje na
przeciwlekowe i przeciwpsychotyczne dziatanie 1IMeTIQ, analizowane w zwierzecych
modelach schizofrenii.

Mechanizmem, ktory mogiby by¢ odpowiedzialny za obserwowane efekty 1MeTIQ
jest jego znaczacy wplyw na transmisje monoaminergiczng i glutaminianergiczng oraz

istotne dziatanie neuroprotekcyjne, zwigzane z redukcjg stresu oksydacyjnego.
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8.

WYKAZ UZYTYCH SKROTOW

1MeTIQ — 1-metylo-1,2,3,4-tetrahydroizochinolina
3-MT — 3-metoksytyramina

5- HIAA — kwas 5-hydroksyindolooctowy

5-HT — serotonina

AJ/P — anterior/posterior

AFC — warunkowanie strachu bodzcem dzwickowym
AMPAR - receptor kwasu a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowego
CAT — katalaza

CFC — warunkowanie strachu kontekstem

COMT - katecholo-O-metylotransferaza

CRP — biatko C reaktywne

CSF — ptyn mézgowo — rdzeniowy

CX — kora mézgowa

D2R — receptor dopaminowy typu 2

DA — dopamina

DDT - dichlorodifenylotrichloroetan

DLPFC — grzbietowo-boczna kora przedczotowa
DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

DOPAC — kwas 3,4-dihydroksyfenylooctowy
EDTA — kwas wersenowy

EPM — test podniesionego labiryntu krzyzowego
FC — warunkowanie strachu

FCX — kora czotowa

FGA — leki przeciwpsychotyczne pierwszej generacji
FMT — test pamigci strachu

FO — znany obiekt

FST — test wymuszonego plywania

GABA - kwas gamma-aminomastowy

GLU —glutaminian

GPx — peroksydaza glutationowa

GR - reduktaza glutationowa
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GSH — glutation

HIP — hipokamp

HPLC-ED — wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcja elektrochemiczng
HTH — podwzgoérze

HVA — kwas homowanilinowy

I.m. — domig$niowy (intramuscular)

i.p. — dootrzewnowo (intraperitoneal)

IL-10 — interleukina-10

IL-1p — interleukina-1p

IL-4 — interleukina-4

IL-6 — interleukina-6

KET — ketamina

L/M — lateral/medial

LDH — dehydrogenaza mleczanowa

L-DOPA — lewodopa

MAO — monoaminooksydaza

MDA - dialdehyd malonowy

mGLU — metabotropowy receptor glutaminianowy
MIA — matczyna aktywacja immunologiczna
MK-801 — dizocylpina

MRNA — matrycowy kwas rybonukleinowy
MTT — bromek 3-(4,5- dimetylotiazol-2-yl)- 2,5-difenylotetrazoliowy
NA — noradrenalina

NAC — jadro potlezace przegrody

NAC — N-acetylocysteina

NM — normetanefryna

NMDAR - receptor N-metylo-D-asparaginowy
NO — nowy obiekt

NORT - test rozpoznawania nowego obiektu
OLA - olanzapina

OS - stres oksydacyjny

OUN - os$rodkowy uktad nerwowy

PCP — fencyklidyna

PD — choroba Parkinson’a
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PEA - 2-fenyloetyloamina

PFC — kora przedczotowa

PPI — bramkowanie sensomotoryczne
PV — parwalbumina

ROS - reaktywne formy tlenu

S.C. — podskorny (subcutaneous)

SGA — leki przeciwpsychotyczne drugiej generacji
SIT — test interakcji socjalnych

SN — istota czarna

SNpc — cze$¢ zbita istoty czarnej

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa

STR —prazkowie

T1Q — tetrahydroizochinolina

TNF-a — czynnik martwicy nowotworu o
V/D — ventral/dorsal

VTA — pole brzuszne nakrywki
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