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Wstep

Zaburzenia afektywne

Definicja i epidemiologia zaburzen afektywnych

Zaburzenia afektywne to grupa endogennych schorzen, w ktorych okresowo wystepuja
zaburzenia nastroju, emocji i aktywno$ci oraz w mniejszym stopniu zaburzenia myslenia.
Manifestuja si¢ wystepowaniem zespotéw depresyjnych i1 hipomaniakalnych. Choroby
afektywne usystematyzowane zostalty w dwoéch glownych klasyfikacjach choréb i problemow
zdrowotnych: DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders)
oraz obowigzujacym na terenie Polski ICD-10 (International Statistical Classification

of Disease and Relatted Problems).

Epizod maniakalny

F31 - Zaburzenia afektywne dwubiegunowe

F32 - Epizod depresyjny

F33 - Zaburzenia depresyjne nawracajace

F34 - Uporczywe zaburzenia nastroju (afektywne)
F34.0 - Cyklotymia
F34.1 - Dystymia

F38 - Inne zaburzenia nastroju (afektywne)

F39 - Zaburzenia nastroju (afektywne) nie okreslone

Tabela 1 Podzial zaburzen nastroju wedlug klasyfikacji ICD-10

Depresja jest najczescie] wystepujacym zaburzeniem psychicznym i oznacza rozstrdj
psychiczny z zahamowaniem afektu. Zmiany nastroju sg nieuzasadnione tj. nie odpowiadaja

sytuacji zyciowej w odrdznieniu np. do reakcji zatoby czy smutku (Puzynski, 2005).
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Depresja jest wcigz narastajacym problemem spolecznym oraz ekonomicznym.
Szacuje sig, ze dotyka 121 milionéw ludzi na §wiecie (w Polsce na depresje choruje 1,2 - 1,5
miliona 0s6b), a roczna chorobowo$¢ wynosi 10-15% (a). Wykazano, ze wigksza podatnos$cia
charakteryzuja si¢ kobiety: chorujg 2-3 razy czeSciej. Wynika¢ to moze migdzy innymi
z czesto$ci wystepowania subklinicznych zaburzen hormonalnych, czeste jest tez zjawisko

depresji poporodowej, ktora utrzymywaé si¢ moze nawet do pierwszego roku macierzynstwa

(b).

W 2002 roku Katedra i Klinika Psychiatrii AM we Wroclawiu przeprowadzita badania
farmakoekonomiczne dotyczace prospektywnej oceny przebiegu depresji oraz jej nawrotow.
Oceniono nastgpstwa kliniczne, spoteczne oraz ekonomiczne poréwnujac koszty zwigzane
z pierwszym, drugim oraz kolejnym epizodem depresji. Srednie koszty leczenia (medyczne
koszty bezposrednie, tj. pobyt w szpitalu, konsultacje specjalistyczne, leczenie
farmakologiczne, leczenie niefarmakologiczne, badania laboratoryjne, diagnostyka) jednego
pacjenta z pierwszym epizodem depresji w trakcie 6 miesiecy wyniosty 1855 PLN i byly
ponad 2 razy nizsze od $rednich kosztéw leczenia pacjenta z trzecim lub kolejnym epizodem:
3849 PLN (c).

Farmakoterapia depresji

W 1956 roku Nathan Kline zaobserwowat dziatanie przeciwdepresyjne iproniazydu
(nowego leku przeciwpratkowego stosowanego w leczeniu gruzlicy). Rok po6zniej (1957)
Roland Kuhn wprowadzit do leczenia zaburzen depresyjnych imipraming, zaprojektowana
poczatkowo jako lek przeciwpsychotyczny (strukturalne podobienstwo do chlorpromazyny).
Ich odkrycia byty raczej przypadkowe i opieraly si¢ w duzej mierze na starannych
obserwacjach klinicznych z pominigciem etapu badan przedklinicznych. Imipramina
i iproniazyd byty zarzewiem powstania dwoch duzych grup lekow przeciwdepresyjnych:
TLPD i IMAO. Kolejne lata przynosily odkrycia lekéw dziatajacych bardziej selektywnie
(SSRI, IMAO-A, IMAO-B) oraz lekdw o nietypowym mechanizmie dziatania
(np. mianseryna, trazodon, tianeptyna, bupropion) (Maj, 2000).
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Dynamiczny rozwo6j psychofarmakologii manifestujacy si¢ miedzy innymi
wprowadzaniem na rynek wcigz nowych lekow przeciwdepresyjnych, przyczynit sie
w znaczacym stopniu do zwigkszenia komfortu Zycia chorych na depresj¢, a za najbardziej
znaczace osiggnigcia nalezy uznac:

e Skrocenie czasu utrzymywania si¢ cigzkich zaburzen depresyjnych
o Mozliwos¢ leczenia ambulatoryjnego
e Prewencja nawrotow choroby

e Zawezenie wskazan do stosowania elektrowstrzagsow

Inhibitory wychwytu zwrotnego NA i 5-HT

Trojpierscieniowe o dzialaniu receptorowym (TLPD)
imipramina, dezipramina, amitriptylina, klomipramina
Nie-trojpierscieniowe bez dzialania receptorowego:

wenlafaksyna, milnacipran

Selektywne inhibitory wychwytu NA (SNRI)

Selektywne inhibitory wychwytu 5-HT (SSRI)

Citalopram, fluoksetyna, sertralina, fluwoksamina, paroksetyna

Inhibitory MAO

Nieselektywne:
nialamid, tranylcypromina
Selektywne MAO-A:
klorgilina, moklobemid

Nietypowe

timipramina, mianseryna, mirtazapina, trazodon, tianeptyna, bupropion,
amineptyna

Tabela 2 Podzial lekéw przeciwdepresyjnych (za Maj, 2000)
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Najczes$ciej  stosowany  podzial  lekow  przeciwdepresyjnych — uwzglednia
ich mechanizm dziatania po podaniu jednorazowym. Stoi to jednak w sprzeczno$ci
z obserwacjami klinicznymi, gdzie efekt terapeutyczny obserwowany jest po 2-4 tygodniach
leczenia (Maj, 2000). R6znice pomigdzy tymi dwoma efektami (po podaniu pojedynczym
oraz po podaniu wielokrotnym) najdobitniej przedstawiajg dwa przyklady:

1. Stosowane jednorazowo LPD nie wplywaja na uklad DA, podanie wielokrotne
wywotuje jednak wtorne zmiany adaptacyjne w tym uktadzie
2. SSRI podane jednorazowo aktywujg uktad serotoninergiczny, stosowane dtugotrwale

mogg ten uktad hamowac

Depresja atypowa

Pierwsze doniesienia na temat depresji atypowej si¢gaja przetomu lat 50 i 60-tych XX
wieku. W tym czasie wyodrgbniono grupe pacjentdw z objawami depresyjnymi, ktorzy nie
reagowali lub reagowali w sposob niezadowalajacy na terapie TLPD lub elektrowstrzgsami,
odpowiadali natomiast na terapi¢ IMAO (Landowski i Rudnik, 2005). Pod koniec lat 80-tych
XX wieku pojecie depresji atypowej zaczegto wigzaé z okre§lonym obrazem klinicznym.
Grupa badaczy z Uniwersytetu Columbia jako pierwsza opracowata Kryteria diagnostyczne

depresji atypowej (Stewart i wsp., 1993).

Reaktywnos¢ nastroju

-hiperfagia
-hipersomnia
-ociezalo$¢

-wrazliwos$¢ na odrzucenie

Tabela 3 Depresja atypowa — kryteria Uniwersytetu Columbia (za Stewart i wsp., 1993)

Reaktywnos$¢ nastroju jest podstawowym i niezbednym warunkiem rozpoznania
depresji atypowej. Definiuje si¢ ja jako zdolno$¢ do odczuwania przyjemnosci w odpowiedzi
na pozytywne bodzce (cieszenia si¢, rozweselenia). Reaktywnos$¢ nastroju ocenia si¢
za obecng gdy przejsciowa poprawa nastroju osigga 50% tej, ktora uznawana jest za norme

(teoretyczne 100%).
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Hipersomni¢ definiowano jako obecno$¢ 10-godzinnego snu przez co najmniej 3 dni
w tygodniu, natomiast hiperfagie jako znaczny wzrost apetytu czy jedzenia, lub przyrost
masy ciata o co najmniej 5 kg w ciggu 3 miesi¢cy. Uczucie ociezalosci rozumiano jako
fizyczne ,,sparalizowanie”, trwajace co najmniej 1 godzing przez 3 dni w tygodniu,
lub czgsciej.
Wrazliwo$¢ na odrzucenie powinna by¢ obecna przez co najmniej 2 lata w okresie
po 18 roku zycia. Cecha ta prowadzi do istotnego zaburzenia funkcjonowania (burzliwego
przebiegu zwigzkow intymnych, unikania ich w obawie przed odrzuceniem,
niepodejmowaniu wielu dziatan w obawie przed krytyka) (Stewart i wsp., 1993).
Badania grupy z Uniwersytetu Columbia dowodza, ze tak zdefiniowana grupa pacjentow
cechuje sie niskim prawdopodobienstwem skutecznosci terapeutycznej TLPD (Landowski
i Rudnik, 2005).

W Kklasyfikacji DSM-IV nie ma mowy o depresji atypowej, a jedynie o depresji
z cechami atypowymi. Podano w niej warunki wykluczajace: obecno$¢ objawow melancholii
lub katatonii, ktére pozwolityby na zakwalifikowanie obrazu klinicznego jako depresji
z cechami odpowiednio melancholii czy katatonii. Klasyfikacja ICD-10 nie uwzglgdnia

depresji atypowej czy depresji z cechami atypowymi.

WskaZnik Melancholia Depresja atypowa

Reaktywnos$¢ nastroju - 4
ELaknienie ! 1
Sen ! 1
Latencja fazy REM ! =
CRH w plynie mézgowo-rdzeniowym 0 !
DST 1 =/]
Wrazliwos$¢ postsynaptycznego ukladu ! =
NA-gicznego (02)

Wrazliwos$¢ postsynaptycznego ukladu 1 !
5-HT-gicznego (5-HTc)

Tabela 4 Melancholia vs. depresja atypowa: wskazniki biologiczne: odniesione do normy (za Landowski
i Rudnik, 2005)
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Czesto$¢ depresji z cechami atypowymi (kryteria DMS-IV) w populacji ogodlnej
wynosi 4%. Zdecydowanie cze$ciej zapadaja na nig kobiety (4,5%) niz mezczyzni (1,2%).
Wsrdd pacjentéw hospitalizowanych z powodu depresji 33% wykazuje objawy atypowosci,
a odsetek ten, wsrod pacjentow leczonych ambulatoryjnie wynosi 30-60%.

Dowiedziono rowniez, ze depresja z objawami atypowymi czesciej wystepuje u pacjentow
z rozpoznaniem zaburzenia afektywnego dwubiegunowego. Wykazano, ze epizody mieszane
(duza depresja z objawami hipomanii) bardzo cz¢sto wykazuje cechy atypowosci (Landowski

i Rudnik, 2005).

Leczenie depresji atypowej

Pierwsza, historyczna definicja podkreslata oporno$¢ depresji atypowej na terapie
elektrowstrzgsami oraz trojcyklicznymi lekami przeciwdepresyjnymi (TLPD). Dlatego tez,
jako leki pierwszego rzutu stosuje si¢ IMAO, a ostatnio takze SSRI.

Skuteczno$¢ terapeutyczng wykazuja przede wszystkim leki dzialajace na uklad
serotoninergiczny, co jest zgodne z wynikami badan sugerujgcych zaburzenie pracy uktadu
serotoninergicznego, przy braku zaburzen ukladu noradrenergicznego (Landowski i Rudnik,
2005). W zaburzeniach afektywnych z cechami atypowymi niezaleznie od obecno$ci
zaburzen osobowosci duzg skuteczno$¢ wykazuje psychoterapia poznawcza. Jej skutecznosé

jest porownywalna z efektami leczenia fenelzyng (Jarrett 1 wsp., 1999).

Depresja z cechami atypowymi Schemat farmakoterapii
Choroba afektywna dwubiegunowa Sole litu + IMAO lub SSRI
Sezonowa choroba afektywna Fototerapia, IMAO lub SSRI

Wspélistniejace zaburzenia osobowosci (borderline) [IMAO lub SSRI
+ psychoterapia
Duza depresja, dystymia IMAO, SSRI

Tabela 5 Depresja atypowa-schemat terapii (za Landowski i Rudnik, 2005).
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Dystymia

Od czasu wprowadzenia przez Fleminga (1814) pojecia dystymii uzywane jest ono
w wielu znaczeniach, cho¢ zawsze okresla stan z zaburzeniami afektu. Od okoto dwudziestu
lat chorobie okre$lanej mianem dystymii probuje si¢ nada¢ wigkszg range, co jednak udato si¢
tylko czesciowo.

Dystymia to wieloznaczne psychiatrycznie pojecie. Oznacza¢ moze ,,podprogowa”
posta¢ depresji, zaburzenie osobowos$ci czy tez powiktanie zaburzen lgkowych lub nawet
uzaleznien. Napady dystymiczne sg jedng z postaci padaczki, co dodatkowo komplikuje
definiowanie tego pojecia.

Obecnie, zgodnie z wytycznymi ICD-10 pojecie dystymii obejmuje zaburzenia
definiowane kiedys$ jako:

e Nerwice depresyjna,
e Depresyjne zaburzenia osobowosci,
e Depresj¢ lekowa przewlekta

Dystymia jest zaburzeniem przewleklym. Poczatek choroby jest trudny do okreslenia
(czesto rozwija si¢ powoli). Do najbardziej charakterystycznych objawoéw nalezy zaliczy¢:
umiarkowane obnizenie nastroju, gorsze samopoczucie, niskg samoocen¢ oraz uczucie
przewlektego zmeczenia.

W odréznieniu do epizodoéw depresji duzej pacjenci zazwyczaj wywigzuja sie
z obowigzkéw rodzinnych czy zawodowych. Zte samopoczucie wykazuje fluktuacje, 1 jest
w duzej mierze uzaleznione od aktualnych wydarzen. Odnotowuje si¢ dobowe wahania
nastroju (podobnie jak w depresji) oraz zaburzenia snu w postaci nadmiernej sennosci
(podobnie jak w depresji atypowej). Czgstym objawem dodatkowym jest lgk wolnoptynacy
(Nitka-Sieminska i wsp., 2005).

Grupa wiekowa Czestos¢ zachorowalnosci na dystymie ‘
Dzieci 0,6-4,6%
Miodziez 1,6-8%
Dorosli 3-5%
Osoby po 65 roku zycia 1-1,5%

Tabela 6 Czestos¢ wystepowania dystymii w réznych grupach wiekowych (Nobile i wsp., 2003, Waintraub
i Guelfi, 1998).
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Nieleczona dystymia prowadzi do znacznego pogorszenia funkcjonowanie pacjenta
w spoteczenstwie, dyskomfortu psychicznego i niezadowolenia. Odnotowywano réwniez
przypadki udanych prob samobdjczych w przebiegu dystymii (Nitka-Sieminska i wsp., 2005).
Dystymia jest zaburzeniem o stosunkowo duzym rozpowszechnieniu (tabela 6).
W populacji ogoélnej moze ono siega¢ 3-5%. Wsrod oséb leczonych przewlekle odsetek
ten wzrasta nawet do 15%. Zaznacza si¢ 2-5 krotna przewaga zachorowalnosci kobiet

(Stefansson i wsp., 1991).

Kryteria diagnostyczne dystymii

Wedhug klasyfikacji ICD-10 aby rozpozna¢ u pacjenta dystymi¢ powinien on spetnié
nastepujace kryteria:

1. Wystgpowanie statego lub nawracajacego obnizenia nastroju w okresie trwajacym
co najmniej 2 lata. Nalezy wykluczy¢ obecno$¢ epizodéw hipomanii

2. Zaden z obecnych w tym czasie epizodéw depresji nie jest na tyle ciezki, aby spetniaé
kryteria lekkiego epizodu depresyjnego (F 33.0)

3. W ciggu niektérych okresow choroby wystepuja co najmniej 3 spos$rod nizej
wymienionych objawéw: zmniejszenie energii lub aktywnosci, zaburzenia snu, mata
wiara w siebie 1 poczucie niedostosowania, zaburzenia koncentracji, ptaczliwosc,
zmniejszenie zainteresowania seksem lub satysfakcji z aktywnosci seksualnej oraz innych
czynnos$ci sprawiajacych przyjemnos¢, poczucie bezradno$ci lub zmartwienia, wrazenie,
ze codzienne trudnosci s3 niemozliwe do przezwycig¢zenia, pesymizm dotyczacy
przysztosci lub nadmierne rozpamigtywanie przesziosci, wycofanie spoleczne,

zmniejszenie rozmownos$ci (Nitka-Sieminska i wsp., 2005)

Leczenie dystymii

W  terapii zaburzen dystymicznych zastosowanie ma zard6wno psycho-,
jak 1 farmakoterapia. Za najbardziej skuteczng metode psychoterapii uwaza si¢ terapi¢
poznawczg oraz interpersonalng (Bilikiewicz i wsp., 2002). W farmakoterapii uzywane

sg te same leki, ktore stosuje si¢ przy leczeniu depresji (Tabela 7).
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Zakres dawek Lek Zakres dawek |

Tabela 7 Wybor najczesciej stosowanych lekow i zakresy dawek dobowych w farmakoterapii dystymii (za
Nitka-Sieminska i wsp., 2005).
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Metody augmentacji farmakoterapii zaburzen afektywnych

Wprowadzenie lekéw przeciwdepresyjnych byto niezaprzeczalnym osiggnigciem
psychofarmakologii, nie rozwigzalo jednak wszystkich probleméw zwigzanych
z farmakoterapig zaburzen afektu. Wcigz narastajacym zjawiskiem jest lekoopornosc,
definiowana jako nieskuteczno$¢, lub skuteczno$¢ nieadekwatna wiasciwie dobranej
farmakoterapii. W optymalnych warunkach (12 tygodni farmakoterapii przy pelnej
wspotpracy pacjenta) istnieje jedynie 60-70% prawdopodobienstwo, ze lek pierwszego
wyboru osiggnie pozadany skutek (Thase, 2007a). Amerykanskie Towarzystwo
Psychiatryczne (APA) zaleca, ze jezeli co najmniej umiarkowana poprawa nie wystgpuje
po 6-8 tygodniach od zastosowania pierwszej farmakoterapii, leczenie powinno
by¢ zmodyfikowane, co moze oznaczac:

o Zwigkszenie dawki stosowanego leku,
e Zmiane leku lub potaczenie dwoch LPD o réznych mechanizmach dzialania

(tzw. kojarzenie),

e Zastosowanie dodatkowego leku nie bedacego lekiem przeciwdepresyjnym,
lecz zwickszajacego prawdopodobienstwo  wystgpienia efektu klinicznego,

czyli zastosowanie augmentacji terapii

Jednym z argumentéw zachgcajacych do stosowania politerapii w zaburzeniach afektu
sa wyniki badania Yerevanian (2007), ktore wskazuja, ze ryzyko pojawienia si¢ zachowan
samobojczych jest znacznie wigksze w grupie chorych leczonych jedynie LPD w poréwnaniu

z grupg chorych leczonych terapia skojarzona.

Strategie augmentacji

Benzodiazepiny jako czynnik wzmacniajacy dziatanie LPD byly stosowane juz od lat
60-tych XX wieku. Nie zwigkszaja one znacznie prawdopodobienstwa skutecznosci terapii,
jednak dzieki dziataniu przeciwlekowemu 1 uspokajajagcemu znaczaco utatwiajg wspotprace
z pacjentem, zwlaszcza w poczatkowym okresie terapii. Mimo niebezpieczenstwa
wystagpienia zalezno$ci lekowych stosowane sg réwniez dlugotrwale u pacjentow

lekoopornych z utrzymujacymi si¢ ciezkimi zaburzeniami depresyjnymi (Thase, 2007 a).

16



Badanie mechanizmu przeciwdepresyjnego dzialania soli chromu III

Leki przeciwpsychotyczne wprowadzono do terapii depresji na przetomie lat 60-tych
I 70-tych XX wieku, znajdowaly zastosowanie w leczeniu depresji w przypadku
wspotwystepowania agitacji, leku 1 psychoz. Popularnos$¢ tej formy augmentacji potwierdza
miedzy innymi fakt istnienia gotowego preparatu zawierajagcego w swoim sktadzie
perfenazyne i amitryptyling. Najwicksza kontrowersja dotyczaca tej formy wzmacniania
terapii bylo odkrycie, Ze pacjenci z zaburzeniami nastroju wykazuja zwigkszone
prawdopodobienstwo rozwoju poéznych dyzkinez (Thase, 2007 a). Problem ten cz¢sciowo
rozwigzato pojawienie si¢ atypowych lekow przeciwpsychotycznych (leki drugiej generacji)
(Papakostas, 2007). Wsrdd tych lekow potwierdzony klinicznie efekt wzmacniania terapii
przeciwdepresyjnej wykazuja: rispieidon, kwetiapina, olanzapina, aripiprazol oraz ziprasidon

(Thase, 2007 b).

Wielokrotnie obserwowano, ze hormony tarczycy dodane do TCA zwigkszaty
1 przyspieszaty manifestacje efektu klinicznego lekow przeciwdepresyjnych (Thase, 2007 a,
Altshuler, 2001), a efekt ten obserwowano zwlaszcza u kobiet. Zjawisko to wigzano
ze zwigkszonym prawdopodobienstwem wystepowania subklinicznej hipotyreozy u kobiet
(Haggerty 1 wsp., 1993), i wykorzystywano jako kolejng mozliwo§¢ wzmacniania

farmakoterapii zaburzen depresyjnych.

U pacjentéw anergicznych mozna rozwazy¢ augmentacje przy pomocy Srodkéow
stymulujacych. Wstepne badania potwierdzajg skuteczno$¢ dodatku do terapii uznanymi
lekami przeciwdepresyjnymi: metylfenidatu, dekstroamfetaminy oraz modafinilu (Nelson,
2007).

Inne strategie augmentacji farmakoterapii depresji obejmujg dodatek buspironu
(lub bupropionu) (Nelson, 2007), pindololu (Perez, 1999), lamotryginy (Gabriel, 2006),
hormonéw plciowych (odpowiednio: testosteronu Ilub estrogenow), folianow (Fava
i Mischoulon, 2009) lub jonéw metali: litu, cynku, magnezu oraz chromu. Badania Bartosza
Lozy (2007) pokazuja, ze w Polsce najpopularniejszym schematem wzmacniajacym
farmakoterapi¢ depresji jest zastosowanie olanzapiny. Polscy psychiatrzy czesto i chetnie
stosuja tez augmentacj¢ litem, kwetiaping, lamotryging i walproinianem. Rekomendowane
jest laczenie (kojarzenie) $rodkéw  serotoninergicznych z  noradrenergicznymi
lub wenlafaksyng. Nie poleca si¢ natomiast lgczenia LPD ze stymulantami (za wyjatkiem
modafinilu, ktéry jak udowodniono nie wywotuje zaleznosci lekowej), lekami ziotowymi

oraz dehydroepiandosteronem.
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Jony metali w psychofarmakologii depresji
Lit

Pierwsze badania kliniczne przeprowadzone w Danii w latach 1952-54 wykazaty,
ze pod wplywem litu obie fazy choroby afektywnej dwubiegunowej (faza depresji i faza
manii) ulegaty wyciszeniu lub catkowicie zanikaty. Obecnie lit jest najczgsciej stosowanym
lekiem normotymicznym pierwszego rzutu. Glowne mechanizmy neuropsychiatrycznego
dziatania litu to (Pietruczuk i Witkowski, 2008):

e Regulacja apoptozy i dziatanie cytoprotekcyjne (wzrost st¢zenia Bcl-2 w korze
czotowej 1 hipokampie szczura, spadek stezenia Bax 1 hamowanie przejscia
prokaspazy-3 w forme aktywna u krolikow)

e Bezposrednie 1 posrednie hamowanie GSK-3 (bezposrednie hamowanie aktywuje
$ciezke sygnatu WNT)

e Hamowanie monofosfatazy inozytolu i1 gromadzenia monofosforanu inozytolu
W neuronie

e Wplyw na produkcje cAMP (lit stabilizuje biatko G przez co zmienia ilo$¢
powstajacych wtornych przekaznikow)

e  Wozrost stezenia glutaminianu w przestrzeni synaptycznej (poprzez wzrost uwalniania,
lub poprzez hamowanie wychwytu zwrotnego)

e Wzrost sygnalizacji GABA (dlugotrwate podawanie litu wywoluje wzrost st¢zenia
receptorow GABA-B w hipokampie)

e Udziat w neuroplastycznosci (podawanie litu wywotuje gromadzenie DAG,

co aktywuje PKC. Komorkowymi celami tej kinazy sa GAP-43 oraz MARCKS)

Juz w latach 60-tych XX wieku stosowano wzmacnianie farmakoterapii depresji przy pomocy
soli litu. 20 lat pdzniej schemat ten byl standardem leczenia depresji lekoopornych,
a kazuistyczne prace kliniczne opisywaly niezwykle szybki przeciwdepresyjny efekt
manifestujacy si¢ juz po 24-72 godzinach od tacznego podania litu i TLPD (de Montigny
i wsp.,, 1981). Lit byl stosowany poczatkowo jako augmentacja terapii u pacjentow
lekoopornych ze skuteczno$cig oceniong w tescie kontrolowanym placebo na poziomie 45%
(Heninger i wsp., 1983, Austin i wsp., 1991, Bauer i wsp., 2003), dzi$ cz¢sto podawany
pacjentom w remisji jako profilaktyka nawrotu zmian dystymicznych (Souza i Goodwin,
1991).
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Cynk
Cynk jest jednym z podstawowych mikroelementow wchodzacych w sktad ludzkiego

ciata. Jego niedobor prowadzi miedzy innymi do rozwoju zaburzen psychicznych (anoreksja,
myslenie dysforyczne, trudno$ci w uczeniu si¢). Badania nad rolg cynku w patomechanizmie
i leczeniu depresji si¢gaja przetomu lat 80-tych i 90-tych XX wieku, a postulowane
mechanizmy dziatania przedstawia rycina nr 1. (Szewczyk 1 wsp., 2008). Zdolnos¢ cynku
do wzmacniania dziatania LPD zostala udowodniona w tescie klinicznym kontrolowanym

placebo (Nowak i wsp., 2003, Siwek i wsp., 2009).

IImGIuR

Rysunek 1 Molekularne mechanizmy psychofarmakologicznej aktywnosci cynku. (+) - pobudzanie szlaku,
(-) - hamowanie szlaku, LPD — leki przeciwdepresyjne, NA/5-HT — uklad adrenergiczny i
serotoninergiczny, CREB - bialko wiazace si¢ z elementem odpowiedzi na cAMP, BDNF - neurotroficzny
czynnik pochodzenia mézgowego, GKS-3 — kinaza syntazy glikogenu-3, NMDA i AMPA — jonotropowe
receptory glutaminianergiczne, | mMGIuR — I klasa metabotropowych receptoréw glutaminianergicznych,
Il MGIuR - II klasa metabotropowych receptorow glutaminianergicznych (za Szewczyk i wsp., 2008).
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Magnez
Magnez jest jednym z najliczniej wystgpujacych metali w organizmie. Dorosty

cztowiek posiada okoto 24 g tego pierwiastka, z czego prawie polowa zawarta jest
w szkielecie. 1% puli magnezowej wystepuje pozakomodrkowo, a okoto 67% tej liczby
stanowi magnez zjonizowany - biologicznie aktywny.
Niedobory magnezu moga si¢ manifestowa¢ w postaci chordéb sercowo-naczyniowych,
rzucawki, ale tez zaburzen neurologicznych (padaczka) czy psychiatrycznych (zaburzenia
afektywne, delirium tremens).

Postulowane mechanizmy przeciwdepresyjnego dziatania magnezu przedstawia rycina

nr 2. (Szewczyk i wsp., 2008).

Rysunek 2 Molekularne mechanizmy psychofarmakologicznej aktywnosci magnezu. (+) - pobudzanie
szlaku, (-) - hamowanie szlaku, LPD — leki przeciwdepresyjne, NA/5-HT — uklad adrenergiczny i
serotoninergiczny, CREB - bialko wiazace si¢ z elementem odpowiedzi na cAMP, BDNF - neurotroficzny
czynnik pochodzenia mézgowego, GKS-3 — kinaza syntazy glikogenu-3, NMDA — jonotropowe receptory
glutaminianergiczne (za Szewczyk i wsp., 2008).
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Chrom jako biopierwiastek i suplement diety

Chrom to pierwiastek chemiczny, ktorego nazwa wywodzi si¢ z greki 1 oznacza barwe
(chrome), co stanowi nawigzanie do réznokolorowych soli chromu oraz barwnych mineratow
majacych w swoim skladzie ten pierwiastek (np. krokoit, chromit). Chrom jest metalem
przejéciowym wystepujacym w postaci 13 izotopdw (trwate sa *°Cr, *°Cr, **Cr i **Cr). Zostat
odkryty w 1797 roku przez Louisa Nicolasa Vaugellina. Chrom moze wystgpowac na roznych
stopniach utlenienia, jednak stopnie inne niz 0, +II, +III oraz +VI sg stosunkowo mato
powszechne. Wszystkie wystepujace naturalnie w przyrodzie zwigzki chromu zawieraja
chrom na Il stopniu utlenienia. Natomiast kwas chromowy VI oraz jego sole sa sztucznym

tworem przemystu. [los¢ chromu w skorupie ziemskiej szacowana jest na ok. 102 ppm.

Symbol chemiczny Cr
Liczba atomowa 24
Masa atomowa 51,9961 u
Gesto§¢ (w 0°C) 7140 kg/m®
Punkt topnienia  1856,85°C
Punkt wrzenia 2571,85°C

Tabela 8 Wybrane wlasciwosci fizykochemiczne chromu.

Pot wieku temu pojawita si¢ pierwsza publikacja dotyczaca biochemicznej roli chromu
IIT w organizmach ssakéw (Schwarz i Mertz, 1959), a chrom znalazt si¢ na liscie
pierwiastkow niezb¢dnych do prawidtowego funkcjonowania organizmoéw zywych.
Dowody wskazujace na jego zasadniczg role podsumowat migdzy innymi Moukarzel (2009):
1. Osoczowe stezenie chromu jest wysokie u noworodkdéw i zmniejsza si¢ wraz
z wiekiem, istnieje tez zalezny od wieku spadek ilosci tego pierwiastka w strukturze
wlosa, pocie 1 moczu. Odroznia to chrom od czynnikdw zanieczyszczajacych
(kontaminantow), ktorych ilo§¢ wraz z wiekiem kumuluje si¢ w organizmie
2. Istnieja doniesienia o objawach niedoboru chromu u pacjentow poddanych
dlugotrwatemu Zywieniu pozajelitowemu, ktére ustgpowaly po wlaczeniu
suplementacji (Brown i wsp., 1986, Jeejeebhoy i wsp., 1977)
3. U zwierzat karmionych pasza o obnizonej zawarto$ci chromu rozwijaty si¢ objawy

obnizonej tolerancji glukozy
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4. Absorpcja chromu z diety jest zalezna od jego podazy, co wskazuje na istnienie
mechanizmu regulujacego ilos¢ wchtanianego chromu z pozywienia
5. Hiperglikemia predysponuje do zwigkszonej nerkowej utraty chromu

6. Chrom jest sktadnikiem metaloenzymédw i koenzymem reakcji metabolicznych

Obecnie chrom jest najprawdopodobniej najbardziej kontrowersyjnym metalem
przejsciowym, a poglady na temat jego roli w organizmach zywych wciaz ulegaja zmianie
(Vincent, 2010, Levina i Lay, 2008, Moukarzel, 2009). W najnowszych publikacjach
dotyczacych funkcji chromu III w organizmie cztowieka mowi si¢ juz wyraznie, ze nie jest on
niezbednym elementem prawidtowo zbilansowanej diety, a jego dzialanie nalezy rozpatrywac

jako efekt farmakologiczny (Wise i Wise, 2011).

Zapotrzebowanie na chrom |11

Grupa Al dla chromu 111
(ug/dzien)
0-6 miesiecy 0.2
(karmione wylacznie piersia)
7-12 miesiecy 55
(karmione piersia i dodatkowymi odzywkami)
1-3 lata 11
4-8 lat 15
Chlopcy 9-13 lat 25
Dziewczeta 9-13 lat 21
Mezczyzni 14-18 lat 35
Kobiety 14-18 lat 24
(wylaczywszy karmiace i ciezarne)
Mezczyzni 19-50 lat 35
Kobiety 19-50 lat 25
(wylaczywszy karmiace i ciezarne)
Mezczyzni >50 lat 30
Kobiety >50 lat 20

Tabela 9 Zalecane warto$ci AI dla chromu III dla réznych grup wiekowych (Berner i wsp., 2004)
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Anderson i Kozlovsky (1985) zbadali diety mieszkancow USA i stwierdzili, ze $rednia
dobowa podaz chromu w diecie przecigtnego Amerykanina wynosi 33+3 pg/dzien, dla kobiet
warto$¢ ta jest nieco mniejsza i wynosi 25+1 pg/dzien. Sa to iloSci zazwyczaj zaspakajajace
zapotrzebowanie na ten biopierwiastek. Zalecane warto$ci Al (adequate intake) (National
Academy of Sciences USA) dla réznych grup wiekowych przedstawia tabela nr 8. Al
zastapilo w 2002 roku obowigzujace poprzednio wartosci ESADDI (estimated safe and

adequate daily dietary intake), ktora dla chromu wynosita 50-200 mg/dzien.

Chrom- farmakokinetyka biopierwiastka

Wehtanianie chromu po podaniu doustnym
Wchlanianie chromu jest procesem nie do konca poznanym 1 stwarzajagcym

potencjalne problemy badawcze i farmakokinetyczne. Chrom VI jest znacznie ltatwiej
absorbowany niz chrom IIl. Wykazano réwniez znaczne roznice biodostgpnosci pomiedzy
solami organicznymi i nieorganicznymi chromu Il podanymi per 0s. Generalnie nalezy
stwierdzi¢, ze wchtanianie soli chromu III jest niskie i wynosi 0,4-2,5% (Lukaski, 1999,
Anderson i Kozlovsky, 1985).
Do konca XX wieku sadzono, ze u ssakow ilo§¢ wchianianej soli nieorganicznej jest
odwrotnie proporcjonalna do stezenia tej soli w pokarmie, i tak przy podazy 10 pg chromu
na dobe¢ wchtonigciu ulega¢ miato okoto 2% dawki, natomiast zwigkszenie podazy do 40 pg
na dob¢ zmniejszatoby wchtanianie do 0,4-0,5%. W 2009 roku Kottwitz udowodnil, ze
absorpcja chromu zastosowanego w postaci soli nieorganicznej (CrCl3) u szczuréw jest
niezalezna od zastosowanej dawki w szerokim przedziale stezefn: 0,01-20 pg chromu, co
moze wskazywac¢ na brak mechanizmu kontrolujacego ilo$¢ absorbowanego metalu, a co za
tym idzie, ze chrom nie jest niezbednym mikroelementem dla wszystkich ssakow.
Dodatkowym czynnikiem wplywajacym na wchianianie chromu jest obecnos¢ innych
substancji w $wietle jelita (Lukaski, 1999):
e Fityniany tworzg z chromem kompleksy 1 uniemozliwiajg jego transport przez $ciang
jelita
e Aminokwasy w alkalicznym soku jelitowym kompleksuja jony chromu
1 zapobiegajg ich precypitacji, co utatwia jego wchtanianie
e Obecne w wielu warzywach i owocach szczawiany znaczaco zwigkszaja wchtanianie
chromu,

e Podobnie dziata witamina C i kwas nikotynowy
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% absorbc;ji
Forma podania chromu z przewodu pokarmowego  Podmiot testu

Chlorek 0.9+0.2 Szczur
0.69 (Srednia) Czlowiek
0.5 Szczur
Nikotynian 1.3+0.3 Szczur
Pikolonian 1.1+0.3 Szczur
2.8+1.14
Chrom z pozywienia 1.8 Cztowiek
2-3 Czlowiek
Chrom z drozdzy piwnych 5-10 Czlowiek

Tabela 10 Stopien absorpcji chromu w zalezno$ci od rodzaju $srodka kompleksujacego metal w modelach
zwierzecych oraz u ludzi (za Lamson i Plaza, 2002).

Tkankowa i komorkowa dystrybucja chromu
Wchtoniety w jelitach chrom III taczy si¢ z biatkami osocza, ktore transportuja

go do watroby i innych narzadéw. Bialkiem transportowym jest najczgsciej transferyna,
co moze powodowac interakcj¢ z zelazem (zaburza¢ jego metabolizm i magazynowanie).
Wprawdzie w niskich st¢zeniach metale te preferuja inne miejsca wigzania na biatku
transportowym, jednak przy wyzszych stezeniach pojawia si¢ konkurencja, co moze
skutkowa¢ zmniejszong saturacjg transferyny jonami zelaza, a w skrajnych przypadkach
anemia (Lukaski 1 wsp., 1996). Istnieja tez badania wskazujace, ze nadmierne wysycenie
jonami zelaza (np. w przebiegu hemochromatozy), zaburza wigzanie chromu do transferryny
i moze odpowiada¢ za obecne w tym zaburzeniu objawy nietolerancji glukozy (Sargent
I wsp., 1979).

Jon chromu III ma struktur¢ oktameryczna, co utrudnia przenikanie przez kanaly
jonowe. Obecnie uwaza si¢, ze wnika on do wnegtrza komoérki powoli na drodze dyfuzji,
inng mozliwoscig jest pinocytoza lub fagocytoza precypitatow chromu (Eastmond i1 wsp.,
2008).

Hepburn 1 Vincent (2003) przeprowadzili badania majace na celu sprawdzenie
wewnatrzustrojowej trwatosci kompleksu pikolinianu chromu oraz jego dystrybucje tkankowa
i komorkowa. W tym celu podawano zwierzetom dozylnie **Cr(Pic)s (pikolinian 51 chromu

IIT) w ilo$ci odpowiadajacej 600 pmol Cr (co stanowi ekwiwalent dawki 500 pg podanej
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75 kg cztowiekowi). Probki moczu pobierane w czasie od 30 minut do 24 godzin po podaniu
pokazaty, ze nerkowe wydalanie chromu gwalttownie wzrasta po 2 godzinach po podaniu
dozylnym 1 utrzymuje si¢ przez kolejne 22 godziny. W ciagu pierwszych 2 godzin 35%
podanej dawki jest usuwane na drodze nerkowej, w ciggu 24 godzin ilo$¢ ta siega juz 55%.
Chrom wydalany z katem pochodzil najprawdopodobniej z zétci, a w ciggu 24 godzin
ta droga usuwane byto ok. 10% dawki. Analiza formy w jakiej wystgpowat chrom w moczu
pozwolita wykry¢ chrom w dwoch postaciach: pikolinianu oraz chromoduliny.
Badania tkanek pobranych od zwierzat pozwalaja stwierdzi¢, ze maksymalne stezenia chromu
osiggane s3:

e Po 30 minutach w watrobie i migsniach

e Po 60 minutach w nerkach, sercu, jadrach i tkance ttuszczowej najadrza oraz trzustce

e Po 120 minutach w §ledzionie

e Po 24 godzinach nie byto juz chromu w sercu i $ledzionie, a jedynie niewielkie ilosci

znajdowano w trzustce, jadrach i tkance tluszczowej najadrza

Badania Sipowicz i wspotpracownikow (1997) majace na celu pordwnanie dystrybucji
chromu po jednorazowym podaniu dootrzewnowym (i.p.) i podskérnym (s.c.) pokazaty, jak
nalezalo si¢ spodziewaé ze wartosci stezen osoczowych po podaniu i.p. byly wicksze niz
w przypadku podania s.c., lecz réznice wynosity jedynie 25-30%. Dodatkowo zaznaczano,
ze ksztatty krzywych obrazujacych zmiany stezenia w czasie byty prawie takie same. Organy
takie jak: ptuca, mézg i serce wykazywaty podobne ste¢zenia chromu w obu modelach

podania.

Wewnatrzkomoérkowa dystrybucje chromu badano miedzy innymi na przykladzie
hepatocytow szczura (Hepburn 1 Vincent, 2003). Stezenie chromu w poszczegolnych
organellach zmieniato si¢ w czasie. Po 30 minutach chrom gwaltownie pojawial sig¢
w cytozolu i jadrze komoérkowym, osiggajac maksimum po 3 godzinach. W mitochondriach
chrom pojawial si¢ po godzinie, po 4 godzinach jego stg¢zenie spadato do wartosci ponizej
mozliwosci detekcji stosowanej metody analitycznej. Frakcja lizosomalna wykazywata pik
chromu po 1 godzinie, ktéry utrzymywat si¢ przez kolejne 3 godziny, a nast¢pnie powoli
malat. Inaczej zmienial si¢ profil stezen chromu we frakcji mikrosomalnej, gdzie stezenie

powoli wzrastalo przez pierwsze 5 godzin, a po tym czasie zaczynalo spadac.
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Obserwowane zmiany sugeruja, ze dystrybucja chromu pomigdzy poszczegdlne organella
komoérkowe odbywa si¢ na roznych zasadach:
e Szybka dystrybucja do cytozolu i jadra komorkowego

e Powolny transport oraz redystrybucja do lizosoméw i mikrosomow

Wydalanie chromu z organizmu
Zaabsorbowany chrom jest szybko usuwany z osocza. Czas potowicznego trwania

chromu we krwi po podaniu doustnym wynosi do 10 godzin (Eastmond i wsp., 2008).
Podstawowym organem odpowiedzialnym za eliminacj¢ sa nerki (skutecznos$¢ filtracji
klebuszkowej jest oceniana na 80-95%), dodatkowo mate ilosci chromu sg wydalane wraz
z potem, zo6tcig lub poprzez wbudowanie w struktur¢ wiosa. Organiczne formy chromu III
sg aktywnie transportowane do zolci, a wraz z nig do $wiatla jelita (Lukaski, 1999).
Wykazano, ze zwigkszona utrata chromu na drodze nerkowej jest cze¢sto zwigzana
z dzialaniem fizjologicznych ,stresoréw” takich jak uszkodzenie ciata, krotkotrwaty lecz
intensywny wysitek fizyczny (Lukaski i wsp., 1996), karmienie piersia, czy zle zbilansowana
dieta (Lukaski, 1999). Czynnikiem zwigkszajgcym utrate chromu jest rowniez wiek. W roku
1993 Morris pokazat korelacje pomiedzy wzrostem poziomu insuliny wywolanym doustnym
podaniem glukozy a spadkiem osoczowego stezenia chromu, ktéoremu towarzyszyla
zwigkszona utrata chromu z moczem. Powtarzajace si¢ epizody obcigzania organizmu
glukoza po czasie przestaja laczy¢ si¢ ze zwigkszona nerkowa utratag chromu,

co najprawdopodobniej wynika z wyczerpania osoczowej puli tego biopierwiastka.

Wilasciwosci fizjologiczne chromu

Chrom i metabolizm weglowodanow.
Pierwsze doniesienia na temat roli chromu w utrzymaniu homeostazy weglowodanow

pojawily sie¢ w pdznych latach piecdziesigtych XX wieku. Naukowcy Walter Mertz i1 Klaus
Schwarz wyizolowali z homogenatu $winskich nerek sktadnik, ktory przywracal zaburzona
tolerancj¢ glukozy u szczurow karmionych karmg na bazie drozdzy Torula. Sktadnik ten
nazwano GTF (Glucose Tolerance Factor), a szczegdélowa analiza sktadu w 1959 roku
pokazata, ze aktywnym sktadnikiem GTF jest chrom III (inne sktadniki to kwas nikotynowy
I aminokwasy: glicyna, cysteina oraz kwas glutaminowy).

W latach 80-tych i 90-tych XX wieku chromowe suplementy diety cieszyly si¢ duza
popularno$cig jako s$rodki wspomagajace odchudzanie i zwigkszajace mas¢ migsniowa

(Vincent, 2003).
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Analizowano réwniez pozytywny wpltyw suplementacji solami chromu III w nastgpujacych
zaburzeniach gospodarki weglowodanowe;:

¢ Insulinooporno$¢ i nietolerancja glukozy (praca przegladowa: Anderson, 1998)

e Cukrzycatypu I (Ravina i wsp., 1995)

e Cukrzycatypu Il (Ravina i wsp., 1995, prace przegladowe: Vincent, 2000 a, b i ¢)

e Cukrzyca cigzarnych (Jovanowic i wsp., 1999)

e Cukrzyca indukowana steroidoterapia (Ravina i wsp., 1999)

e Zaburzenia utylizacji wgglowodandéw podczas TPN (Anderson, 1995)

Obecnie prace Mertz’a i Schwarz’a budza pewne metodologiczne kontrowersje,
a istnienie samego GFT jest poddawane w watpliwos¢ (Vincent, 2010). Naukowcy wskazuja,
ze zastosowane we wczesniejszych badaniach dawki chromu nalezy rozpatrywaé raczej
w kategoriach farmakologicznych niz dietetycznych, a chrom nalezy traktowac bardziej jako
potencjalny lek a nie niezbedny sktadnik pokarmowy (Wise i Wise, 2012, Vincent, 2010,
Moukarzel, 2009).

Mechanizm dziatania hipoglikemizujgcego chromu III- rola chromoduliny
Aktywng biologicznie forma chromu III w ustroju jest niskoczasteczkowa substancja

wigzagca chrom (low molecular weight chromium binding substance LMWCr) lub inaczej:
chromodulina (Vincent, 2000 a i b). Chromodulina jest oligopeptydem wchodzacym w sktad
unikalnego systemu autoamplifikujgcego dziatanie insuliny. W modelu zaproponowanym
przez Vincent’a (2000 a) apochromodulina (biatko bez przylaczonego chromu)
magazynowana jest w komorkach wrazliwych na insuling. Wzrost osoczowego st¢zenia tego
hormonu powoduje zwigkszone wigzanie insuliny do receptoréw insulinowych na komoérkach
insulinowrazliwych. Wywotluje to zmian¢ konformacji receptora dla insuliny i prowadzi
do autofosforylacji tyrozyny znajdujacej si¢ w jego centrum. Kolejno obserwuje si¢
przeksztatcenie do formy aktywnej receptora: kinazy tyrozynowej. Sygnal insuliny jest
przekazywany do wnetrza komorki. W odpowiedzi na dziatanie insuliny chrom zostaje
przeniesiony z osocza do komorki, gdzie laczy si¢ z apochromoduling i tworzy forme
aktywna tego oligopeptydu: holochromoduling. Ta taczy si¢ z receptorem dla insuliny
utrzymujac jego aktywowang konformacje, co amplifikuje aktywno$¢ kinazy tyrozynowe;.

Sygnat insuliny zostaje zwielokrotniony.
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e
Glu . )

Glu ‘ E Glu .

Rysunek 3 Mechanizm wspoéldzialania chromu i insuliny w procesie utylizacji glukozy. In - insulina, Glu -
glukoza, Cr - chrom, ApoL.C - apochromodulina (Apo-low molecular weight chromium binding
substance). (za Vincent, 2000 a)

Osoczowy spadek st¢zenia insuliny powoduje relaksacje konformacji receptora
insulinowego, a holochromodulina jest usuwana z komorki i nastgpnie przez nerki zostaje
wydalona z organizmu. Udowodniono, ze chrom jest niezbednym sktadnikiem opisanego
mechanizmu, a apochromodulina nie jest samodzielnie zdolna do zwigkszania aktywnosci
receptora insulinowego (Davis i Vincent, 1997).

Inny mechanizm dziatania chromu przedstawili mi¢dzy innymi Chen, Liu i Pattar
(2006). Wskazuja oni na zwigkszenie pod wpltywem chromu zaleznej od insuliny translokacji
transporterow glukozy (zwlaszcza GLUT4) z wnetrza komorki na jej powierzchni¢. Inne
mozliwe mechanizmy hipoglikemizujacego dzialania chromu III przedstawia tabela nr 11.
Wiele badan skupilo si¢ na poszukiwaniu konkretnego punktu uchwytu, w ktérym chrom
zmienia dziatanie kaskady aktywowanej potaczeniem insuliny do receptora insulinowego.

Obecnie sadzi si¢, ze mogg to by¢ dwa miejsca: IR oraz Akt (rysunek nr 4).
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Rysunek 4 Mozliwe punkty uchwytu chromu w $ciezce amplifikacji dzialania insuliny (zaznaczono
czerwonymi strzalkami). Transdukcja sygnalu przez receptor insulinowy (IR). Po polgczeniu hormonu z
ekstracelularng domena o receptor zmienia swojg konformacje aktywujac kinaze tyrozynowa wchodzaca
w sklad podjednostki . Enzym katalizuje autofosforylacje receptora oraz jednoczasowq fosforylacje IRS.

Miejsca fosforylacji zlokalizowane sa na domenach laczacych si¢ z domenami takimi jak biatko p-85, i
Grb2. Polaczenie tych bialek z IRS prowadzi do ich aktywacji inicjujac jednoczesnie $ciezki sygnalowe
takie jak kaskada Ras-Raf-MAPK czy $ciezka kinaz serynowych/treoninowych PIP3. Impulsy plynace
poprzez te $ciezki sygnalizacyjne prowadza do powstawania réznorodnych efektow biologicznych:
inhibicja apoptozy, fosforylacja bialka tau, regulacja wydzielenia APP czy tez zmiana transkrypcji genéw
(za Plum i wsp., 2005 oraz Vincent, 2010).
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Zastosowana linia
komorkowa

Obserwowany efekt

Zastosowana postaé Referencje

chromu 111

CrCls, Cr(Pic)3 Migsnie szkieletowe Zwigkszenie poziomu Qiao i wsp., 2009
mRNA dla IR
Cr(Pic); Oporne na insuling Brak wplywu na poziom Wang i Yao, 2009
adipocyty 3T3-L1 mRNA dla IR i Akt
Cr(Pic); Adipocyty 3T3-L1 Brak wptywu na Horvath i wsp., 2008
fosforylacje IR, IRS-1
i Akt

Cr(Pic)s histydynian Komorki CHO Aktywacja kinazy Wang i wsp., 2005

chromu 111 receptora insulinowego

Tabela 11 Badania na temat punktu dzialania chromu III w kaskadzie aktywacji receptora insulinowego.

Chrom a hiperinsulinemia i zaburzenia kognitywne
Receptory insulinowe odnaleziono w réznych strukturach moézgowych zaréwno

osobnikow dorostych jak i w okresie prenatalnym. Najwigksza ich gestos¢ odnotowano

w opuszce wechowej, podwzgorzu, hipokampie, korze czotowej 1 mézdzku (Plum 1 wsp.,

2005).

Rola insuliny oraz
sygnalizacji poprzez IR
w CSN

Wspotudziat z leptyna

w kontroli apetytu

Przyktady

podanie insuliny do moézgu daje efekt anoreksygeniczny,

zablokowanie moézgowego dzialania insuliny wywiera efekt
oreksygeniczny

Kontrola obwodowego
metabolizmu glukozy

podanie insuliny wprost do CSN zwicksza obwodowa
wrazliwos¢ na ten hormon

Modulacyjny wptyw na
hormony zwigzane z
reprodukcja

IGF-1 wzmaga wyrzut gonadotropin z komoérek podwzgorza

Wplyw na tatwos¢ uczenia
si¢ 1 zapamigtywania

U pacjentow cierpigcych na chorobg Alzheimera wykryto
zmniejszone stezenie insuliny w ptynie mézgowo-rdzeniowym
przy jednoczesnym zwigkszeniu ilo$ci tego hormonu w osoczu,
co moze wskazywa¢ na zaburzony metabolizm insuliny w
moézgu. Dziatanie to jest wcigz kontrowersyjne a wyniki badan
czgsto sprzeczne.

Udzial w zaburzeniach
neurodegeneracyjnych

pacjenci chorzy na chorobe Alzheimera i Parkinsona maja
zmniejszong 110$¢ IR w mozgu

Tabela 12 Funkcja insuliny i receptoréw insulinowych w centralnym systemie nerwowym (za Krikorian
i wsp., 2010, Plum i wsp., 2005, van der Heide i wsp., 2006).
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Fizjologiczna rola insuliny w centralnym systemie nerwowym jest powoli odkrywana
(IR w CSN po raz pierwszy zlokalizowano w 1978 roku wykonujgc testy autoradiograficzne),
jednak juz dzi§ wiadomo, ze bierze ona udzial miedzy innymi w usuwaniu B-amyloidu,
regulacji ekspresji cytokin prozapalnych oraz neuroplastycznos$ci, czyli procesach, ktorych
dysfunkcja moze prowadzi¢ do demencji i rozwoju zaburzen kognitywnych. Udowodniono
znaczacg rolg insuliny znajdujacej si¢ w CSN w regulacji homeostazy energetycznej ustroju,
w tym kontroli apetytu poprzez ukiad nagrody, oraz w modulacji wydzielenia hormonoéw

ptciowych (Krikorian i wsp., 2010).

Zjawiska zwigzane z neurodegeneracja rejonow mozgu, w ktéorych odnaleziono
zwigkszong gesto$¢ receptorow insulinowych (IR) kojarzy si¢ z wystgpowaniem miedzy
innymi choroby Alzheimera. Obecnie coraz czg$ciej mowi si¢ o korelacji pomiedzy
funkcjami metabolicznymi (zwtaszcza nieprawidtowa utylizacja glukozy i hiperinsulinemig)
a zaburzeniami kognitywnymi (Watson i Craft, 2003).

Mozgowa synteza insuliny jest niezwykle mata, a znakomita wigkszo$¢ odnajdywane;j
w centralnym systemie nerwowym insuliny pochodzi z obwodu, skad transportowana jest
poprzez barier¢ krew-moézg na drodze transportu kontrolowanego poprzez receptory. Ilosé¢
jaka przekracza barier¢ krew-mozg (BBB) jest rozna i silnie zalezna od gatunku (Plum i wsp.,
2005). Obwodowe zmiany stgzenia insuliny zwigzane z kompensacyjnym wyrownywaniem
obnizonej utylizacji glukozy w przebiegu insulinooporno$ci prowadzi¢ moga
do zmniejszonego transportu przez BBB 1 osrodkowej hipoinsulinemii (Wallum i wsp., 1987).
Moze to, w konsekwencji wywotywac dysfunkcje procesow regulowanych przez insuling
1 receptory insulinowe w mdzgu (objawiajac si¢ np. zmniejszong przezywalnoscia neuronalng,
neurodegeneracjg i chorobami z niej wynikajacymi).

W 2005 roku Watson 1 wspotpracownicy udowodnili, Ze zabiegi zwigkszajace
obwodowa utylizacje glukozy (podaz insuliny czy tez lekow uwrazliwiajagcych komorki
na jej dziatania) zwickszaja zdolno$¢ do zapamigtywania u chorych na Alzheimera
oraz pacjentow z zaburzeniami kognitywnymi o umiarkowanym nasileniu. W roku 2010
przeanalizowano mozliwo$¢ zastosowania w tym celu suplementacji chromem (Krikorian
1 wsp., 2010). Autorom udato si¢ potwierdzi¢ zmniejszenie semantycznych zaburzen uczenia
si¢ oraz poprawe wynikow w tescie odtwarzania pamigciowego (recognition memory task).
W przeprowadzonym badaniu MRI pokazano réwniez, ze 12 tygodniowa suplementacja
chromem wywotata zwigkszong aktywno$¢ w prawej cze$ci wzgodrza, prawej czesci

skroniowej i tylnej czesci ptata ciemieniowego, co potwierdza role chromu jako czynnika
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zwigkszajacego funkcje kognitywne u chorych na Alzheimera oraz pacjentdw z zaburzeniami

kognitywnymi o umiarkowanym nasileniu.

Chrom i metabolizm lipidow
Przyklady badan obrazujacych wplyw chromu na przemiany lipidowe w modelu

zwierzecym przedstawia tabela nr 13. Wyniki do$¢ jednoznacznie potwierdzaja korzystny
wplyw na zmiang profilu lipidowego.

Badania nad wplywem suplementacji chromem na metabolizm lipidow u ludzi daja
jednak dwuznaczne wyniki. Cz¢$¢ prac pokazuje, ze dodatek chromu moze powodowaé
znamienny spadek stezenia calkowitego cholesterolu (TC), zwlaszcza u pacjentow
o wyj$ciowo patologicznie wysokich poziomach tego czynnika (Rabinovitz 1 wsp., 2004).
Inne prace podkreslaja brak wpltywu na stezenie catkowitego cholesterolu, ale zwickszenie
procentowej frakcji HDL, przy dodatkowej redukcji ilosci wolnych kwasow thuszczowych
(Lukaski, 1999). Wigkszo$¢ autorow jest zgodna co do jednego stwierdzenia: suplementacja
chromem moze polepsza¢ wyniki lipidogramu, lecz jedynie u pacjentow, u ktorych parametry
te sg zaburzone. Chrom nie jest zdolny do obnizenia frakcji LDL czy KT per se a jedynie

do przywrocenia tych wartos$ci do normy.

Zastosowana posta¢ Dawka Model Obserwowany efekt Referencje
chromu 111 dzienna (ug  zwierzecy

Cr/kg masy
ciala)

Cr(Pic)s Szczury JCR:LA | TC i insuliny, 1 HDL, Cefalu i wsp.,
zwigkszenie ilosci GLUT4 2002
zwiazanego z btona
komorkowa

Cr30(0,CCH,CHa)s 20 Szczury otyte | TC iLDL, TG i insuliny Sun i wsp.,

(Zucker) oraz 2002
szczury po STZ

Nikotynian 400 Szczury po STZ | HbAlc, TGi TC, 1 HDL Jain i wsp.,

2007

Nikotynian 10 000 Ob/ob myszy | TC, TGiLDL, 1 HDL Rink i wsp.,

2007

Tabela 13 Wplyw soli chromu III na poziom poszczegélnych frakcji lipidowych osocza:
badania w modelu zwierzecym.
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Inne wlasciwosci chromu w ustroju

Regulowanie rownowagi wodno-elektrolitowej organizmu (Preuss i wsp., 1994)
Modulowanie metabolizmu katecholamin (Liu i Lin, 1997)

Wptyw na aktywno$¢ NO (Kopilas i wsp., 2007)

Aktywno$¢ immunomodulacyjna (Burton 1 wsp., 1995, Lukaski, 1999)
Zdolno$¢ do wydhuzania czasu zycia (Talpur 1 wsp., 2003)

Wplyw na tworzenie si¢ wolnych rodnikéw (Preuss i wsp., 1997)

Zmniejszanie ci$nienia tgtniczego (Preuss i wsp., 1994 i 1997)
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Toksycznosé¢ zwigzkow chromu

Toksycznosé zwigzkoéw chromu VI
Szesciowartosciowy chrom znajduje powszechne zastosowanie w roznych gateziach

przemyshu 1 wystepuje w wielu komercyjnie dostgpnych produktach (jest sktadnikiem
barwnikow, garbnikow, cementu, sSrodkow wybielajacych i piorgcych, stosowany jest rowniez
w galwanizacji). Ekspozycja na t¢ forme¢ chromu wiaze si¢ z dobrze juz udowodnionym
wptywem kancerogennym uwidaczniajagcym si¢ zarowno u ludzi jak i u zwierzat (Langard,
1990). Niebezpieczng droga kontaktu jest zwlaszcza droga inhalacyjna, szczeg6lnie
W miejscu pracy.

Chromiany to aniony strukturalnie zblizone do siarczan6éw i fosforandw, co umozliwia
ich przejscie do komorki przez kanaly jonowe. We wnetrzu komorki chrom VI jest
natychmiast redukowany do III przy uzyciu tioli, glutationu lub cysteiny, nast¢pnie moze
tworzy¢ stabilne potaczenia z DNA. Zaproponowano trzy mechanizmy dziatania toksycznego
chromu VI na DNA (Eastmond i wsp., 2008):

e Bezposrednie dziatanie niszczace reaktywnych form tlenu powstajacych przy redukcji

chromu V1 do chromu 11l

e Lgczenie sie chromu na posrednich stopniach utlenienia (V i IV) z DNA
e Tworzenie adduktéw DNA i chromu III czego konsekwencjag moze by¢ powstawanie

potaczen krzyzowych zaburzajacych funkcje DNA

Zatrucie zwigzkami chromu VI

Objawy ostrego zatrucia wigza si¢ z silnymi wilasciwoSciami zrgcymi chromianow
(soli kwasu chromowego VI) oraz kwasu chromowego i1 manifestujg si¢ jako cigzkie
zapalenie zoladka i jelit z zielono-zolttymi wymiotami, silnym bolem brzucha i biegunka.
Powodem S$mierci jest najczeSciej szybko rozwijajacy si¢ wstrzas oligowolemiczny.
Dhugotalowe efekty ostrego zatrucia chromem VI to: zmiany hematologiczne (miedzy innymi
matoplytkowo$¢) oraz cigzkie uszkodzenie watroby (Wozniak, 1996).

Objawy zatrucia przewleklego moga roézni¢ si¢ od siebie w zaleznosci od drogi
intoksykacji. Kontakt inhalacyjny moze prowadzi¢ do wystapienia chronicznego kataru,
krwawien z nosa polaczonych z martwica $luzowki nosa oraz przegrody nosowej (az do jej
perforacji). Czegstym objawem jest zapalenie spojowek. Inne drogi intoksykacji zwigzkami
chromu VI moga prowadzi¢ do utrudnienia gojenia si¢ ran, oraz stosunkowo czestej,

zwlaszcza u pracownikoéw budowlanych, skornej alergii chromowe;.
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Toksycznosé zwigzkow chromu IT1
Mimo, ze chrom III jest uznawany za znacznie bezpieczniejszy od chromu VI, obie

formy po przedostaniu si¢ do ustroju moga zmienia¢ swoje stopnie utlenienia i wptywac
na réwnowage prooksydacyjno-antyoksydacyjng. Chrom na IV i V stopniu utlenienia
ma wlasciwo$ci mutagenne i kancerogenne (Sugden i Stearns, 2000). Redukcja chromu VI
do stopni posrednich (V i IV) oraz stabilnego stopnia III moze zachodzi¢ w zywym
organizmie (O’Flaherty i1 wsp., 2001). Dalsza redukcja jest rowniez mozliwa i zalezy
od wlasciwosci liganda kompleksujacego atom chromu II1.

Najpopularniejszag formg chromu III jest pikolinian chromu, gdzie atom metalu
potaczony jest z aromatycznym ligandem poprzez azot pirydyny. Takie potaczenie czyni
chrom III bardziej wrazliwym na czynniki redukcyjne, a zmiana stopnia utlenienia
na II umozliwia wejscie w cykl reakcji Fentona lub Haber-Weissa. Reakcje te prowadza
do wytworzenia nadtlenku wodoru lub rodnika wodorotlenowego. Nagromadzenie w komorce
produktéw reakcji Fentona moze skutkowa¢ miedzy innymi oksydacyjnym uszkodzeniem
DNA. Nalezy podkresli¢, ze pikolinian chromu penetruje do wnetrza komorki jako kompleks,
co moze ulatwia¢ dalsza redukcje chromu i zwickszaé powstawanie czynnikéw stresu
oksydacyjnego (Bailey i wsp., 2008). Jednym z czestszych targetéw silnych oksydantow
sa elementy btony komodrkowej, np. cysteina budujaca centra aktywne wielu enzymow
(np. fosfataz biatkowych). Zaburzenie funkcji tych enzymoéw prowadzi¢ moze to zmian
komunikacji komorki z jej Srodowiskiem, w tym do zwigkszenia dzialania insuliny na dang

komorke (Levina i1 Lay, 2008)

M e2+/3+

0*,+H,0,> OH*+0OH + 0O,

Rysunek 5 Reakcja Fentona — reakcja nadtlenku wodoru z jonem metalu(Il), bedaca metoda wytwarzania
rodnika hydroksylowego opisana przez brytyjskiego chemika H.J.H. Fentona w 1876 r. W ukladach
biologicznych reakcje te moga katalizowaé jony zelaza, miedzi, kobaltu, niklu, manganu, chromu:
szczegélnie w formie skompleksowanej z chelatorami.
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Chrom III byl historycznie uznawany za nieaktywny, lub znacznie mniej aktywny
(w porownaniu z chromem VI) czynnik mutagenny i genotoksyczny. Pierwsza duza praca
przegladowa kumulujaca wiedzg¢ na temat mutagennego i genotoksycznego dzialania chromu
ukazata si¢ w 1990 roku (De Flora i wsp.). Autorzy podkreslali, ze chrom III tatwiej reaguje
z DNA w $rodowisku acelularnym, a w testach z uzyciem hodowli komodrkowych
nie indukuje powstawania zmian toksycznych. Zaznaczyli tez, ze w testach in vitro, w ktorych
obserwowano genotoksyczne dziatanie chromu III zastosowano st¢zenie 1000-krotnie
wieksze, niz stezenie chromu VI dajacego podobne efekty. Zblizone wnioski wyciagneta
grupa robocza IARC (International Agency for Research on Cancer), ktorej raport
opublikowano w 1990 roku.

Biomonitoring dzialania genotoksycznego zwiazkow chromu u ludzi

Znakomita wiekszo$¢ badan opisujacych potencjalne dziatanie genotoksyczne chromu
u ludzi dotyczyta pracownikow garbarni, ktorzy w zwigzku z wykonywanym zawodem
narazeni s na cze¢sty kontakt ze zwigzkami chromu. Wyniki tych badan sg stosunkowo trudne
do interpretacji, gdyz nie mozna wykluczy¢ ingerencji innych czynnikow chemicznych
(np. kancerogennych amin aromatycznych) obecnych w srodowisku pracy. Badania Gonzalez
Cid (1991) pokazaty, ze ilo$¢ aberacji chromosomalnych w limfocytach krwi obwodowej byta
podniesiona, nie rdéznita si¢ jednak w sposOb statystycznie znamienny od kontroli.
Nie obserwowano tez roznic w jaderkach (micronuclei) ztuszczonych komoérek wydalanych
z moczem pracownikow garbarni. Zawarto$¢ chromu III w moczy badanych pracownikéw
nie odbiegala od normy, co moze $wiadczy¢ o niskiej ich ekspozycji lub niskiej dostgpnosci
chromu w miejscu pracy (Berner i wsp., 2004). Przeciwne wyniki otrzymano w pracy
Medeiros (2003), gdzie zaobserwowano znaczacy wzrost czgsto$ci wystepowania jaderek
(micronuclei) oraz potaczen krzyzowych DNA-biatko w limfocytach pracownikow garbarni.
Autorzy tej pracy zauwazyli réwniez korelacj¢ pomigdzy stezeniem chromu w moczu
a czestoscig polaczen krzyzowych DNA-biatko, co moze $wiadczy¢ o zaleznoSci

przyczynowo-skutkowej tych zjawisk.
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Bioakumulacja zwigzkéw chromu

Niezwykle waznym aspektem mozliwego dziatania toksycznego badanego metalu
jest jego tendencja do bioakumulacji. Doniesienia na ten temat plynely zaréwno z badan
na zwierzetach jak 1 badan w ludzkim modelu farmakokinetycznym (Gargas i wsp., 1994,
Lim i wsp., 1983, O’Flaherty, 1996). W cytowanych badaniach nie stwierdzono jednak
czy obserwowane lub przewidywane st¢zenia chromu w tkankach bedg nadal rosty przy
dlugotrwatym stosowaniu suplementéw chromowych. Nie wiadomo tez jaka jest warto$¢
progowa, po przekroczeniu ktérej w analizowanym narzadzie bedzie mozna obserwowac
efekty genotoksycznosci lub inne niepozadane efekty zwigzane z ,,przetadowaniem” chromem
(Berner i wsp., 2004).

Badania Anderson (1997) pokazaty, ze 20 tygodniowe podawanie pikolinianu chromu
zwierzetom owocuje akumulacja tego metalu w nerkach 1 watrobie. Nie obserwowano jednak
zadnych efektow niepozadanych zwigzanych z tym zjawiskiem. Trwajace przez cale zycie
zwierzat badania MacKenzie (1958) z zastosowaniem chlorku chromu, oraz Schroeder (1965)
z zastosowaniem octanu chromu jako dodatku do wody pitnej wykazaty brak dziatan
toksycznych badanego metalu. Moze to sugerowac¢, ze chrom ma stosunkowo niska tendencj¢
do wywotywania efektoéw zwigzanych z toksycznoscig przewlekta, oraz ze chrom podawany
doustnie osigga w organizmie swoisty stan rownowagi (equilibrium) i nigdy nie przekracza

stezenia mogacego dziata¢ toksycznie (Berner 1 wsp., 2004).

Czowiek LD 0.5-1g (d)
chromian potasu

Mysz LDso 180 mg/kg p.o ©

Czlowiek LD 6-8 ¢ (d)

dichromian sodu

Szczur LDso 1800 mg/kg (d)
CI’C|3 * 6H,0O p.o

Szczur LDso 3250 mg/kg (d)
C(N03)3 ® 9H20 p.o

Szczur LDsp 1790 mg/kg )
CrCl;z » 6H,0 p.o

Szczur LDsp 1870 mg/kg (9)
CrCl3 p.o

Tabela 14 Wartosci LD (dawek $miertelnych ) oraz LDs, dla wybranych zwiazkéw chromu.
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Istnieja  doniesienia na temat akumulacji chromu w jadrach samcow
po dootrzewnowym podaniu chlorku chromu (Elbetieha i Al.-Hamood, 1997, Sipowicz
i wsp., 1997). Oba badania pokazuja, ze podanie chlorku chromu w statystycznie znamienny
sposOb zmniejsza ptodnos¢ samcoéOw myszy Swiss, zmniejsza ciezar pecherzykow nasiennych

1 gruczotéw napletkowych przy jednoczesnym wzroscie masy catych jader.

Efekt prenatalnej ekspozycji na chrom 111

Zastosowanie suplementacji chromem III u ciezarnych pacjentek jest stosunkowo
nowym zagadnieniem. Za jego wprowadzeniem przemawia kilka faktow: cigza jest stanem
zwigkszonej nerkowej utraty chromu, co moze predysponowac ciezarne do niedoborow tego
biopierwiastka, dodatkowo istnieja pionierskie prace badajagce mozliwo$¢ zastosowania
chromu Il w przeciwdziataniu cukrzycy cigzarnych (jednego z najczgstszych powiktan cigzy)
(Jovanovic 1 wsp., 1999). Pojawia si¢ jednak pytane o bezpieczenstwo zastosowania chromu,
oraz o potencjalne skutki prenatalnej ekspozycji ptodu na ten biometal.

Wplyw wzbogacenia paszy preparatami chromu III na przebieg i efekt cigzy u myszy
byt tematem prac grupy badaczy pod kierownictwem Profesora M. M. Bailey (2006, 2008).
Zastosowali oni trzy formy chromu: chlorek, pikolinian oraz majacy nasladowa¢ biologiczng
aktywno$¢ chromoduliny (Clodfelder i wsp., 2004): [Cr3O(02CCH,CHs)e(H20)s]" (tzw.
biomimetyk). Wyniki przyniosty nie do konca spdjne wnioski. Nie zaobserwowano
znaczacych zmian masy ciala czy poboru pokarmu ci¢zarnych samiczek, nie zaobserwowano
réwniez dzialania toksycznego u matek. Badania ptodow nie wykazaty roznic w ilosci
zywych ptodow, ilosci plodow resorbowanych, ilosci implantacji w miocie, czy zaburzen
budowy szkieletu. Badanie z 2006 roku wykazalo zwigkszenie czestosci wystepowania
defektu tuku szyjnego u ptodow matek suplementowanych pikolinianem chromu. Wyniku
tego nie udalo si¢ powtdrzy¢ w 2008 roku. W obu badaniach nie zaobserwowano toksycznych
efektow dodatku chlorku chromu oraz biomimetyku chromoduliny.

Wplyw chromu na dobrostan ptodow myszy badano rowniez w innym schemacie.
Suplementacji chromem poddano samce przed kojarzeniem ich z samicami (z karma
dostarczano 200 mg/kg/dzien pikolinianu chromu przez okres 4 tygodni). Rowniez i te
badania wykazaty brak wpltywu na ptodno§¢ samcow, $miertelnos¢ prenatalng, wielkose

i wagg ptodoéw oraz ich strukturg anatomiczng (McAdory i wsp., 2011).
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Dzialanie przeciwdepresyjne chromu

Badania przedkliniczne

Pierwsze postulaty wskazujgce na mozliwos$¢ przeciwdepresyjnego dziatania chromu
powstaly w 1994 roku (McCarty, 1994 a). Laczyly one uwrazliwiajacy na insuling wptyw
pikolinianu chromu z aktywizujaca szlaki katecholaminowe wtasciwoscia moézgowych
receptorow insulinowych, oraz zwigkszanym przez insuling transportem tryptofanu przez
barier¢ krew-moézg. Ten sam autor (McCarty, 1994 b) sugerowal, ze chrom poprzez swoje
dziatanie na receptory insulinowe moze zatrzymywaé zmiany zwigzane ze starzeniem si¢
podwzgorza (podtrzymywanie aktywnosci katecholaminowej oraz zaleznych od insuliny
mechanizmow regulujacych apetyt i termoregulacje). Jednym z proponowanych przez
McCarty’ego mechanizmow przeciwdepresyjnego dziatania chromu miato by¢ dziatanie

troficzne na komorki mézgowe.

Analityczne badania przeciwdepresyjnego dziatania chromu przeprowadzano od 2001
roku (czyli po pionierskich publikacjach Profesora McLeoda). Stwierdzono migdzy innymi
zwigkszong 1lo$¢ serotoniny w mozgu szczura po 2 tygodniach stosowania diety wzbogacane;j
0 chrom, oraz zmniejszony wyrzut kortyzolu/kortykosteronu po podaniu 5-HTP (Attenburrow
I wsp., 2001). Zmiany poziomu serotoniny po podazy chromu nie udato si¢ uzyska¢ u ludzi,
co autorzy tlumaczyli zastosowaniem mniejszych dawek oraz krotszego okresu ekspozycji.
Badania na ludzkich komorkach adrenokortykalnych (H295R) aktywowanych forskoling
wykazaly hamujacy wptyw pikolinianu chromu na uwalnianie kortyzolu (Kim i wsp., 2009).

Wykonane do tej pory testy behawioralne obejmowaty zmodyfikowany test plywania
u szczuréw z indukowang cukrzyca (Khanam 1 Pallai, 2006), oraz stuzace ocenie wptywu
suplementacji chromem na Igk i pamig¢é zwierzat laboratoryjnych: test podniesionego
labiryntu krzyzowego (elevated plus maze) i test spontanicznej zmiennosci zachowania
(spontaneous alternation behavior) (Khanam i Pallai, 2007). Pierwszy z nich pokazat,
ze chrom stosowany przewlekle w postaci wodnego roztworu pikolinianu chromu dziata
przeciwdepresyjnie skracajac czas bezruchu u szczuréw, a dodatkowe obserwacje wskazuja,
ze za to dzialanie ma by¢ odpowiedzialne nasilanie neurotransmisji serotoninergicznej.
Ta sama droga transmisji neuronalnej miala by¢ odpowiedzialna wedlug autoréw
za wydluzenie czasu przebywania w ramionach otwartych podniesionego labiryntu
krzyzowego, co wskazuje na dzialanie przeciwlgkowe badanego biometalu. Prowadzone

badania behawioralne nie wykazaty natomiast wplywu na pamigc¢.
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Badania kliniczne

Historia wprowadzenia soli chromu III do leczenia zaburzen afektu jest nieroztacznie
zwigzana z postacig profesora psychiatrii: Malcolma Noella McLeoda (Northern Carolina
University School of Medicine). W swojej praktyce zawodowej zaobserwowal pozytywny
wplyw suplementacji chromem na zmniejszenie objawow depresji atypowej, zespolu napigcia
przedmiesigczkowego (PMS), sezonowych chordb afektywnych (SAD) oraz dobowych
wahan nastroju. Efekty swoich obserwacji badat przy zastosowaniu prob pojedynczo
za$lepionych, a nast¢gpnie po zatwierdzeniu przez FDA nowego wskazania dla zastosowania
chromu (nadanie statusu: Investigational New Drug IND) suplementacja tym biometalem
stata si¢ przedmiotem badan grup naukowcow Departamentu Psychiatrii Uniwersytetu
Karoliny Péinocnej oraz Centrum Medycznego Uniwersytetu Duke. Wyniki tych badan
zostaty opublikowane w kilku czasopismach (McLeod i wsp., 1999, McLeod i Golden, 2000,
Davidson i wsp., 2003, Docherty i wsp., 2005) a profesor McLeod otrzymal patenty
obejmujace zastosowanie chromu w monoterapii oraz w potaczeniu z Ilekami
przeciwdepresyjnymi w leczeniu zaburzen nastroju. Swoje do$wiadczenia opisal w ksigzce

pt. ,, Lifting Your Depression”.

US Patent Leczenie chromem: depresji, dobowych wahan nastroju oraz sezonowych
6,034,125 wahan nastroju

7 03 2000

US Patent Leczenie skojarzone chromem i LPD: depresji, dobowych wahan nastroju
5,898,036 oraz sezonowych wahan nastroju

27 04 1999

US Patent Leczenie skojarzone chromem i LPD zespotu napigcia
5,877,171 przedmiesigczkowego (PMS)

2031999

US Patent Leczenie chromem zespotu napigcia przedmiesigczkowego (PMS)
5,972,390

29 09 1999

Tabela 15 Patenty Prof. McLeod'a zwigzane z zastosowaniem chromu w leczeniu zaburzen nastroju.

W odréznieniu do wczesniejszych badan o raczej kazuistycznym charakterze (opisy
przebiegu leczenia 5-15 pacjentow) praca Docherty (2005) to wieloosrodkowa praca
badawcza, w ktorej zastosowano metod¢ podwojnie Slepej proby kontrolowanej placebo.
Z wyjsciowej grupy 113 dorostych pacjentow ambulatoryjnych ze zdiagnozowana depresja

atypowa, 75 0sob (50 otrzymujacych preparat chromu oraz 25 otrzymujacych placebo)
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znalazlo si¢ w populacji kwalifikujacej si¢ do oceny (przyjecie co najmniej 80%
ordynowanych dawek leku oraz brak znaczacych odstepstw od protokotu badania).

Do oceny postgpow leczenia zastosowano HAM-D-29 (rozszerzona, 29-punktowa skala
oceny depresji wedlug Hamiltona). Po 8 tygodniach kuracji obie grupy wykazaty znamienng
statystycznie popraw¢ wynikow HAM-D-29. Szczegdtowa analiza wykazala jednak, ze grupa
otrzymujaca chrom roznita si¢ od grypy kontrolnej w czterech aspektach badanych skala
HAM-D-29: zwickszony apetyt, nadmierne objadanie si¢, ch¢¢ na stodycze oraz dobowe
wahania nastroju. Po wyodrebnieniu populacji pacjentéw charakteryzujacych si¢ na poczatku
badania zwigkszong ochota na stodycze wykazano, ze grupa otrzymujgca suplementacje
chromem miala znacznie lepsze wyniki badane skala HAM-D-29, zwlaszcza w aspektach
zwigzanych z zaburzeniami odzywiania oraz zaburzeniami funkcji seksualnych. Autorzy
sugeruja, ze chrom moze sta¢ si¢ skutecznym s$rodkiem zmniejszajacym objawy depresji

atypowej lecz glownie te zwigzane ze zwigkszonym apetytem.

Pojawienie si¢ leku o wyraznie okreslonej grupie docelowej (pacjentow o jednolitym
profilu klinicznym) jest niezwykle ciekawa alternatywa dla wspolczesnie dostepnych
schematow leczenia. Chrom moze zosta¢ lekiem (ze wzgledu na swoje farmakologiczne
a nie dietetyczne dziatanie nalezy rozpatrywaé go raczej jako lek a nie suplement diety)
w leczeniu dystymii oraz depresji atypowych z nasilonym odruchem si¢gania po jedzenie

a zwlaszcza po slodycze.
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Cel pracy

Niezwykle obiecujace badania profesora McLeod’a oraz potwierdzajace je, niestety
tylko czesciowo pozniejsze badania kliniczne nie dajg pelnego obrazu mozliwosci stosowania
suplementacji chromem w terapii zaburzen neuropsychiatrycznych. Podobnie
przeprowadzone do tej pory badania analityczne nie pozwalaja na jasne przedstawienie
mechanizmu dziatania chromu, co jest niezwykle interesujace ze wzgledu na specyfike
1 unikalnos¢ jego dziatania klinicznego (aktywno$¢ w grupie pacjentow z depresja atypowa,
dystymia czy depresja polaczong z nadmiernym wzrostem apetytu).

Celem wykonanych eksperymentow bylo zrozumienie podstawowych, neurobiologicznych
mechanizméw odpowiedzialnych za to specyficzne dziatanie chromu, identyfikacja uktadow
neuroprzekaznikowych oraz konkretnych receptoréw biorgcych udzial w tym dziataniu, oraz

wstepna analiza mozliwos$ci faczenia chromu III z innymi lekami przeciwdepresyjnymi.

Pytania badawcze
Na podstawie przeprowadzonych badan starano si¢ odpowiedzie¢ na nast¢pujace

pytania badawcze:

1. Jaka jest dawkozalezno$¢ dzialania przeciwdepresyjnego chromu Il u myszy
1 szczurow?

2. Jaka role odgrywaja  uklady  neuroprzekaznikowe  (noradrenergiczny,
serotoninergiczny, dopaminergiczny i glutamatergiczny) w manifestacji dziatania
przeciwdepresyjnego u myszy?

3. Jakie jest powinowactwo chromu Il do wybranych receptorow w mozgu szczura?

4. Czy istnieje mozliwo$¢ stosowania chromu jako $rodka wzmacniajgcego
farmakoterapi¢ depresji w modelu zwierzgcym?

5. Czy po chronicznym podaniu chromu w mozgach szczuréw powstaja zmiany
adaptacyjne w obrgbie receptorow B-adrenergicznych i a-adrenergicznych?

6. Czy doniesienia o potencjalnym dziataniu przeciwlekowym soli chromu I11 w modelu

zwierzgcym potwierdza si¢ w niniejszych badaniach?
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Materialy i metody

Zwierzeta laboratoryjne

Doswiadczenia przeprowadzono na samcach szczurow szczepu Wistar, pochodzacych
z hodowli Wydzialu Farmaceutycznego UJCM, kod: krf: WI(WU), o masie 180-250 g,
oraz na samcach myszy szczepu Albino Swiss CD10, z hodowli mgr inz. Marii
Staniszewskiej (Kielce), o masie 20-25 g. Zwierz¢ta przetrzymywano w klimatyzowanych
pomieszczeniach o stalej temperaturze 22+2°C, w standardowych klatkach domowych
(4-6 szczurdéw lub 10-15 myszy na klatke), z zachowaniem naturalnego, 12-godzinnego cyklu
dobowego $wiatto/ciemnos$¢, oraz wolnym dostepem do wody 1 standardowej, suchej karmy
granulowanej. Zwigzki podawano miedzy godzinami: 9.00 a 11.00, a testy behawioralne
przeprowadzano zgodnie ze specyfika zachowan dobowych pomiedzy godzing 9.00 a 14.00.
Wszystkie doswiadczenia przeprowadzone byly za zgoda komisji bioetycznej ds. badan

na zwierzgtach.

Badania behawioralne

Test Porsolta u myszy
Test wymuszonego ptywania (FST - Forced Swim Test) u myszy wykonywano

wg metody opisanej przez Porsolta i wsp. (1977). Myszy umieszczano pojedynczo
w szklanych zlewkach o wysokos$ci 25¢m i $rednicy 10cm wypetnionych do wysokosci 10 cm
wodg 0 temperaturze 23-25°C. Zwierzeta pozostawiano w wodzie na czas 6 minut.
Po uptywie pierwszych dwdch minut testu (czas adaptacji do nowego $rodowiska) mierzono
czas bezruchu. Za bezruch uznawano stan, w ktérym myszy przyjmuja charakterystyczna,
semihoryzontalng postawe oraz wykonujg jedynie niezbedne ruchy umozliwiajace utrzymanie

glowy tuz nad powierzchnig wody oraz zachowania rownowagi.

Test Porsolta u szczurow
Test wymuszonego ptywania u szczurow wykonano zgodnie z procedura opisang

przez Porsolta i wsp. (1978), a pomiar poszczegdlnych parametrow behawioralnych
wykonano zgodnie z modyfikacjag wprowadzong przez Detke (1995). 24 godziny przed testem
wykonano pre-test polegajacy na umieszczeniu szczurow pojedynczo w  zlewkach
0 wysokosci 40 cm 1 $rednicy 18 cm napelnionych woda o statej temperaturze (25°C) do

wysokosci 30 cm. Czas trwania pre-testu wynosit 15 minut, a po jego zakonczeniu zwierzeta
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wyjmowano z wody, suszono i umieszczano w suchej klatce domowej. Wlasciwy test polegat
na ponownym umieszczaniu zwierzat w zlewkach na czas 5 minut i pomiarze catkowitego
czasu bezruchu, czasu aktywnego plywania oraz czasu wspinania si¢ na Scianki naczynia.
Za bezruch uznawano swobodne unoszenie si¢ na wodzie przy wykonywaniu jedynie
niezbednych dla utrzymania rownowagi ruchow. Jako ptywanie uznawano aktywne ruchy
stuzace zmianie polozenia w zlewce wykonywane w charakterystycznej horyzontalnej
postawie. Wspinaniem nazwano proby wydostania si¢ zwierzat ze zlewki poprzez aktywne

wspinanie si¢ obiema przednimi fapami na pionowe $cianki naczynia.

Badanie spontanicznej aktywnosci lokomotorycznej myszy
Spontaniczng aktywnos$¢ lokomotoryczng myszy mierzono w aktometrach o $rednicy

25cm wyposazonych w urzadzenie wytwarzajace dwie wigzki §wiatta 1 dwa fotooporniki.
Zwierzeta umieszczano w aktometrach pojedynczo, a aktywno$¢ lokomotoryczng mierzono
przez okres 30 minut. [lo$¢ impulséw generowanych ilo$cig ruchéw przecinajacych wiazke
$wiatta odczytywano po uptywie: 2, 6 1 30 minut. Badanie wykonano z zachowaniem ilo$ci
wstrzyknig¢, dawek, odstepéw czasowych i drég podania stosowanych w tescie

wymuszonego pltywania.

Test podniesionego krzyza u szczuréw
Test podniesionego krzyza u szczuréow (Elevatet plus-maze test) przeprowadzono

zgodnie z procedura opisang przez Pellow i File (1986). Aparat w postaci drewnianego krzyza
zostat umieszczony na wysokosci 50 cm. Dwa ramiona labiryntu (50 cm dlugos$ci oraz 10 cm
szerokosci) byly otwarte, pozostale dwa ramiona wyposazone zostaly w $cianki boczne
o wysokos$ci 38 cm (tzw. ramiona zamknigte). Aparat zostal umieszczony w zaciemnionym
pomieszczeniu, a jego centralne miejsce oswietlono zarowka (25 W) zawieszong metr
powyzej labiryntu. Kazdy szczur po 5 minutowym okresie adaptacji w drewnianym pudetku
(60 x 60 x 35 cm) byl umieszczany w centralnym miejscu aparatu. W celu zwigkszenia
ogolnej aktywnosci w labiryncie umieszczano zwierz¢ przodem do jego zamknigtego
ramienia. Pojedynczy test trwal 5 minut, w trakcie ktérych mierzono: ilos¢ wej$¢ do ramion
zamknigtych 1 otwartych, czas spedzony w kazdym z typie ramion, dtugo$¢ drogi w nich
przebyta oraz ilos¢ ambulacji (lokomocji, ruchliwo$¢ w trzech osiach XYZ) wykonang
w czasie trwania pojedynczego testu. Wejscie do ramienia labiryntu krzyzowego byto
definiowane jako umieszczenie wszystkich czterech tap w danym ramieniu aparatu.

Po kazdym tescie aparat byl przemywany roztworem etanolu.
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Badanie aktywnosci eksploracyjnej przy zastosowaniu uniesionego labiryntu
krzyzowego

Eksperyment przeprowadzono stosujac opisany wyzej aparat wyposazony
w automatyczny system notowania wynikéw (Kinder Scientific). W czasie 5 minut
obserwacji zliczano: catkowity czas jaki szczur spgdza w ramionach otwartych
1 zamknigtych, catkowitg ilos¢ wejs¢ do tych ramion, dystans oraz ambulacje w ramionach X
1 Y. Zmiany w tych parametrach pozwalaja rozpozna¢ zwigzki, ktére nie daja specyficznych
wynikow w te$cie uniesionego labiryntu krzyzowego a zmieniajg spontaniczng aktywnos¢
lokomotoryczng. W celu usunigcia §ladéw zapachowych po kazdym zwierzeciu aparature

myto roztworem alkoholu.

45



Badanie mechanizmu przeciwdepresyjnego dzialania soli chromu III

Zwiazki stosowane w testach behawioralnych

Zwigzek Dzialanie Producent Zakres Referencje Droga Czas do
(stosowany stosowanych | stosowanych | podania | wykonania
skrét) dawek dawek testu
Chlorek S6l badanego Sigma-Aldrich | 6 mg/kg Franklin i.p. 45 min.
chromu biometalu Chemie 12 mg/kg i Odontiadis,
(Cr) GmbH,Niemcy | 32 mg/kg 2003
Imipramina | Referencyjny lek Sigma-Aldrich | 30 mg/kg Poleszak i.p. 45 min.
(IM1) przeciwdepresyjny | Chemie GmbH, i wsp., 2005
LPD w dawce Niemcy 5 mg/kg Cardoso
subaktywnej i wsp., 2009
Reboksetyna | LPD w dawce Tocris 5 mg/kg Rogéz i.p. 30 min.
(Reb) subaktywnej bioscence, i Kobzinski,
USA 2011
Fluoksetyna | LPD w dawce Ascent 5 mg/kg Szewczyk i.p. 30 min.
(Flu) subaktywnej scientific Ltd., i wsp., 2009
Wielka
Brytania
Bupropion LPD w dawce Tocris 1 mg/kg Cardoso i.p. 30 min.
(Bup) subaktywnej bioscence, i wsp., 2009,
USA Binfaré
i wsp., 2009
NMDA Agonista rec Sigma-Aldrich | 75 mg/kg Szewczyk i.p. 60 min.
NMDA Chemie GmbH, i wsp., 2010
Niemcy
NBQX Antagonista rec Tocris 10 mg/kg Szewczyk i.p. 60 min.
AMPA bioscence, i wsp., 2010
USA
Ritanseryna | Antagonista rec Tocris 4 mg/kg Cardoso i.p. 60 min.
(Rit) 5-HT2A/C bioscence, i wsp., 2009,
USA Szewczyk
i wsp., 2009
WAY Antagonista rec syntetyzowany | 0,1 mg/kg Cardoso s.C. 60 min.
100635 5-HT1A w IF PAN i wsp., 2009,
(WAY) Krakow przez Szewczyk
dr J. Boksa i wsp., 2009
Prazosyna Antagonista rec a1 | Ascent 1 mg/kg Cardoso i.p. 60 min.
(Praz) scientific Ltd., i wsp., 2009,
Wielka Brocardo
Brytania i wsp., 2007
Johimbina Antagonista rec a2 | Sigma-Aldrich | 1 mg/kg Cardoso i.p. 60 min.
(Joh) Chemie GmbH, i wsp., 2009,
Niemcy Brocardo
i wsp., 2007
Propranolol | Antagonista rec 2 | Sigma-Aldrich | 2 mg/kg Binfaré i.p. 60 min.
(Prop) Chemie GmbH, i wsp., 2009
Niemcy
SCH 23390 | Antagonista rec Tocris 0,5 mg/kg Cardoso i.p. 60 min.
(SCH) D1 bioscence, i wsp., 2009
USA
Sulpiryd Antagonista rec Tocris 50 mg/kg Cardoso i.p. 60 min.
(Sulp) D2 bioscence, i wsp., 2009,
USA Binfaré
i wsp., 2009

Tabela 16 Zwiazki stosowane w testach behawioralnych.
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Badania analityczne — testy saturacyjne

Przygotowanie tkanek do badan saturacyjnych
Testy saturacyjne wykonano na tkankach pobranych od szczuréw, ktore przez okres

14 dni codziennie o statej porze otrzymywaty bolus dootrzewnowy (i.p.) o objetosci 2 ml/kg
masy ciata z jednej z trzech substancji:

a roztwor soli fizjologicznej (NaCl)

a imipramina w dawce 15 mg/kg

a chlorek chromu (CrCl3) w dawkach: 6 i 12 mg/kg
24 godziny po ostatnim podaniu zwierzgta dekapitowano i izolowano odpowiednie struktury
mozgowe, ktdre nastepnie zostaty zamrozone na suchym lodzie, a do czasu wykonania testu

byty przechowywane w temperaturze -80°C.

Badanie gestos$ci receptoréw p-adrenergicznych - analiza saturacyjna
Tkanke (kor¢ frontalng) izolowang =z modzgu Szczura homogenizowano

w 20 objetosciach 50 mM/I buforu Tris-HCI (pH=7.6 w temperaturze 30°C) przy uzyciu
homogenizatora Ultra Turrax T25B (IKA) i wirowano 20 minut (20 000 x g) w temperaturze
0-4°C. Supernatant odrzucono a otrzymany pelet ponownie homogenizowano
w 20 objetosciach buforu i wirowano 20 minut (20 000 x g, 0-4°C). Ostateczny pelet
zawieszono w buforze Tris-HCI z zachowaniem proporcji: 1 g tkanki na 35 ml buforu.
Mieszanina inkubacyjna w pojedynczym dotku ptytki zawierata:

o 240 pl zawiesiny tkankowe;,

o 30 pl roztworu [3H]CGP-12177 (zakres stezen 0.03-3.00 nM),

o oraz 30 ul buforu (wigzanie totalne) lub 30 ul 1 uM roztworu propranololu

(wigzanie niespecyficzne)

Probki w dwukrotnych powtorzeniach inkubowano w temperaturze 37°C przez okres
60 minut. Proces inkubacji przerwano przez szybkie przefiltrowanie mieszaniny przez filtry
Whatman GF/C oraz dwukrotne przeptukanie zimnym buforem (2 x 100 pl). Wysuszone
filtry umieszczono w plastikowych kopertach, zalano ptynem scyntylacyjnym i umieszczono
w liczniku MicroBeta (PerkinElmer USA).
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Badanie gestosSci receptoréw al-adrenergicznych - analiza saturacyjna
Tkanke¢ (kore frontalng) homogenizowano w 20 objeto$ciach 50 mM/I buforu Tris-

HCI (pH=7.6 w temperaturze 30°C) przy uzyciu homogenizatora Ultra Turrax T25B (IKA),
wirowano 20 minut (20 000 x g) w temperaturze 0-4°C. Supernatant odrzucono a otrzymany
pelet ponownie homogenizowano w 20 objetosciach buforu i wirowano 20 minut (20 000 x g,
0-4°C). Ostateczny pelet zawieszono w buforze Tris-HCl z zachowaniem proporcji:
1 g tkanki na 35 ml buforu.
Mieszanina inkubacyjna zawierata:
a 240 pul zawiesiny tkankowej,
a 30 pl roztworu [3H]prazosyny (zakres stezen 0.186-3.5 nM),
o oraz 30 ul buforu (wigzanie totalne) lub 30 ul 10 uM roztworu fentolaminy
(wigzanie niespecyficzne)
Probki w dwukrotnych powtoérzeniach inkubowano w temperaturze 25°C przez 30 minut.
Proces inkubacji przerwano przez szybkie przefiltrowanie mieszaniny przez filtry Whatman
GF/B oraz dwukrotne przeptukanie zimnym buforem (2 x 100 pl). Wysuszony filtr
umieszczono w plastikowej kopercie, zalano ptynem scyntylacyjnym 1 umieszczono

w liczniku MicroBeta (PerkinElmer USA).

Badanie stezenia bialka metoda Bradforda
Stezenie bialka w homogenatach tkankowych badano metoda Melanii M. Bradford,

ktéra wykorzystuje fakt przesunigcia maksimum absorpcji roztworu barwnika Coomassie
Brillant Blue (CBB) G-250 po zwigzaniu z biatkiem z 465 nm do 595 nm.

Stezony odczynnik Bradforda sporzadzono przez rozpuszczenie 10 mg barwnika Coomassie
Brillant Blue (CBB) G-250 w 5 cm?® alkoholu etylowego oraz dodatek 10 cm® 85% kwasu
fosforowego. Przed analiza odczynnik rozcienczono (15 cm® + 85 cm® wody destylowanej)
i dwukrotnie filtrowano. Do homogenatu tkankowego (10 pl) dodano takg samg ilos¢ 1 M
NaOH oraz 300 pl rozcienczonego odczynnika Bradforda. Cato$¢ wymieszano i poddano
10 minutowej inkubacji. Absorbancj¢ przy dlugosci fali 595 nm mierzono przy pomocy

aparatu: Marcel. Ilo$¢ biatka w probkach badano w tripletach wynik podajac jako $rednia.
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Badania analityczne — testy inhibicyjne

Badanie powinowactwa chromu do receptoréow adrenergicznych a;

Kor¢ mézgowa szczura homogenizowano w 20 objetosciach buforu Tris-HCI pH=7,6
w temp. 4°C przy uzyciu homogenizatora Ultra Turrax T25B (IKA). Homogenat wirowano
przy obrotach 20000 x g przez 20 minut w temperaturze 4°C. Otrzymany pelet
homogenizowano, a nastepnie wirowano ponownie w tych samych warunkach.
Mieszaning reakcyjng zawierajacg 30 pl roztworu badanej substancji, 30 pl 0,2 nM
[*H]prazosyny oraz 240 ul zawiesiny tkankowej (10 mg/ml) inkubowano przez 30 minut
w 30°C. Po inkubacji mieszaning reakcyjng przesaczono przez filtry Whatman GF/B. Filtr
przeptukano pieciokrotnie 200 ul buforu Tris-HCI pH=7,6. Po wysuszeniu filtr umieszczono
w woreczku i zalano plynem scyntylacyjnym Ultima MV (Perkin Elmer). Radioaktywnos$¢
mierzono w liczniku scyntylacyjnym MicroBeta (Perkin Elmer). Badane substancje
oznaczano w dwukrotnych powtdrzeniach. Jako miar¢ powinowactwa Wwyznaczono

% wigzania catkowitego. Jako zwigzek odniesienia zastosowano fentolamine.

Badanie powinowactwa chromu do receptorow adrenergicznych B,

Kore mozgowa szczura homogenizowano w 20 obje¢tosciach 50 mM buforu Tris-HCI
(pH=7,6) przy uzyciu homogenizatora Ultra Turrax T25B (IKA). Homogenat wirowano
przy obrotach 1000 x g przez 10 minut w temperaturze 0-4°C. Zebrany supernatant wirowano
przy obrotach 20000 x g przez 20 minut w temperaturze 0-4°C. Otrzymany pelet
homogenizowano z 20 objetosciami buforu 1 ponownie wirowano.

Mieszaning reakcyjng zawierajaca 30 ul roztworu badanej substancji, 30 ul 0,2 nM
[*H]CGP-12177 oraz 240 pl zawiesiny tkankowej (5 mg/ml) inkubowano przez 60 minut
w 37°C. Po inkubacji mieszaning reakcyjng przesgczono przez filtry Whatman GF/B. Filtr
przeptukano pigciokrotnie 200 pl buforu Tris-HCI (pH=7,6). Po wysuszeniu filtr umieszczono
w woreczku 1 zalano plynem scyntylacyjnym Ultima MV (Perkin Elmer). Radioaktywno$¢
mierzono w liczniku scyntylacyjnym MicroBeta (Perkin Elmer). Badane substancje
oznaczano w dwukrotnych powtdérzeniach. Jako miar¢ powinowactwa Wwyznaczono

% wypierania znakowanego liganda z jego specyficznego kompleksu z receptorem.
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Badanie powinowactwa chromu do receptorow serotoninowych 5-HT

Hipokamp szczura homogenizowano w 20 objetosciach buforu Tris-HCl (pH=7,7
w temperaturze 0-4°C) przy uzyciu homogenizatora Ultra Turrax T25B (IKA). Homogenat
wirowano przy obrotach 10 000 x g przez 10 minut w temperaturze 0-4°C. Otrzymany pelet
powtornie homogenizowano, a nastgpnie inkubowano przez 10 minut w temperaturze
37°C i wirowano ponownie.
Mieszaning reakcyjng zawierajacg 30 ul roztworu badanej substancji, 30 ul 1 nM
[*H]8-OH-DPAT oraz 240 ul zawiesiny tkankowej (5 mg/ml) inkubowano przez 20 minut
w 37°C. Po inkubacji mieszaning reakcyjng przesgczono przez filtry Whatman GF/B. Filtr
przeptukano pigciokrotnie 200 pl buforu Tris-HCI (pH=7,7). Po wysuszeniu filtr umieszczono
w woreczku i zalano plynem scyntylacyjnym Ultima MV (Perkin Elmer). Radioaktywno$¢
mierzono w liczniku scyntylacyjnym MicroBeta (Perkin Elmer). Badane substancje
oznaczano w dwukrotnych powtdérzeniach. Jako miar¢ powinowactwa Wwyznaczono

% wypierania znakowanego liganda z jego specyficznego kompleksu z receptorem.

Badanie powinowactwa chromu do transportera serotoniny (5HT-T)

Kor¢ mézgowa szczura homogenizowano w 20 objetosciach buforu Tris-HCI pH=7,7
zawierajacego 120 mM NaCl i 5 mM KCI w temperaturze 0-4°C przy uzyciu homogenizatora
Ultra Turrax T25B (IKA). Homogenat wirowano przy obrotach 20 000 x g przez 20 minut
w temperaturze 0-4°C. Otrzymany pelet homogenizowano i wirowano jeszcze dwukrotnie
w tych samych warunkach.

Mieszaning reakcyjng zawierajacg 30 ul roztworu badanej substancji, 30 pl 1 nM
[*H]citalopramu oraz 240 pl zawiesiny tkankowej (5 mg/ml) inkubowano przez 60 minut
w 24°C. Po inkubacji mieszaning reakcyjng przesaczono przez filtry Whatman GF/B. Filtr
przeptukano pieciokrotnie 200 pl buforu Tris-HCI (pH=7,7). Po wysuszeniu filtr umieszczono
w plastikowej kopercie i zalano ptynem scyntylacyjnym Ultima MV (Perkin Elmer).
Radioaktywnos$¢ mierzono w liczniku scyntylacyjnym MicroBeta (Perkin Elmer). Badane
substancje oznaczano w dwukrotnych powtorzeniach. Jako miar¢ powinowactwa wyznaczono

% wypierania znakowanego liganda z jego specyficznego kompleksu z receptorem.
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WyniKi

Testy behawioralne

Badanie dawkozaleznosci efektu przeciwdepresyjnego wywolanego
jednorazowym podaniem soli chromu III w tescie Porsolta u myszy

250+

200+ ——

150+

100+

Bezruch [s]

50+

NacCl IMI Cr6 Crl2 Cr32

Rysunek 6 Wplyw 1-krotnego podania CrCl; (Cr) lub imipraminy (IMI) na czas trwania bezruchu w
teScie Porsolta u myszy. Wynik podano jako $§rednia =SEM (n=10). # p<0,01 *p<0,05 vs. grupa kontrolna
(NaCl). Test post hoc: Dunnet.

Dawkozalezno$¢ przeciwdepresyjnego dziatania soli chromu I1I u myszy zbadano przy
zastosowaniu testu wymuszonego ptywania (testu Porsolta). W eksperymencie wykorzystano
dwie grupy odwotawcze: grupe, ktora otrzymywata roztwor soli fizjologicznej (kontrola
efektu wywotanego stresem zwigzanym z podaniem dootrzewnowym) oraz grupe, w ktorej
zwierzeta otrzymywaty aktywna dawke uznanego leku przeciwdepresyjnego: imipraming
w dawce aktywnej: 30 mg/kg (tzw. kontrola pozytywna). Jednoczynnikowa analiza wariancji
wykryla réznice czaséw bezruchu dla zastosowanych lekoéw (Fs45=13,21 p<0,0001). Test
post hoc pokazat istotne statystycznie roéznice dla grupy otrzymujacej imipraming (skrocenie
czasu bezruchu o 47%, p<0,01) oraz chlorek chromu w dawce 12 mg/kg (skrocenie o 22,5%,
p<0,05) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (NaCl). Czasy bezruchu zwierzat otrzymujacych
najmniejszg (6 mg/kg) oraz najwicksza dawke (32 mg/kg) nie roznily si¢ znamiennie

od czasow uzyskanych przez zwierzgta kontrolne.
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Badanie zmian spontanicznej aktywnosSci lokomotorycznej wywolanej
jednorazowym podaniem soli chromu 111 u myszy

Aby wykluczy¢ role efektu aktywizujgcego badanej substancji na wynik testu Porsolta
wykonano test spontanicznej aktywnosci lokomotorycznej w warunkach nasladujacych te,
ktére miaty miejsce w trakcie wykonywania testu wymuszonego ptywania (czas i droga

podania, zastosowane dawki i rozpuszczalniki).
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Rysunek 7 Wplyw 1-krotnego podania CrCl; na spontaniczna aktywno$¢ lokomotoryczng myszy w 2, 6
i 30 minucie testu. Wynik podano jako $rednia +SEM (n=9-10). * p<0,05, # p<0,01 vs. grupa kontrolna
(NaCl). Test post hoc: Dunnet.
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Rysunek 8 Wplyw 1-krotnego podania CrCl; na spontaniczna aktywno$¢é lokomotoryczng myszy w czasie
wykonywania testu Porsolta (6 minuta — 2 minuta). Wynik podano jako $rednia +£SEM (n=9-10).
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W széstej minucie testu jednoczynnikowa analiza wariancji nie wykazata roznic
pomiedzy grupami (Fi33=2,517 p=0,0752). Roéznice wykryto natomiast w drugiej
(F@,33=3,093, p=0,0403) i w 30 minucie testu (F33=10,85 p<0,0001), a test post hoc
pokazal, ze grupa otrzymujaca chrom w najwigkszej dawce wykazata zmniejszong aktywnos¢
lokomotoryczng (o 28,15%, p<0,05 w drugiej i 47,4%, p<0,01 w 30 minucie testu)
w poréwnaniu z grupg kontrolng. Analiza wynikéw dla czterech minut odpowiadajacych
okresowi pomiaru czasu bezruchu w tescie Porsolta wykryta brak réznic pomiedzy grupami
(F3,33=2,482 p=0,0781).

Wplyw ligandow receptorow glutaminianergicznych NMDA i AMPA na dzialanie
przeciwdepresyjne soli chromu III w tescie Porsolta u myszy
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Rysunek 9 Wplyw modulacji aktywnosci receptoréw glutaminianergicznych na zmiane czasu bezruchu
wywolanego podaniem chromu w te$cie Porsolta u myszy. Wynik podano jako $rednia =SEM (n=8-15).
** p<0,001 # p<0,01 vs. grupa kontrolna (NaCl), *p<0,05 vs. grupa chromowa (Cr) Test post hoc:
Bonferroni's Multiple Comparison Test.

W celu zbadania roli jonotropowych receptorow glutamatergicznych w manifestacji
efektu przeciwdepresyjnego chromu u myszy, przed podaniem aktywnej dawki chromu
zastosowano premedykacje ligandami receptorow NMDA (NMDA w dawce 75 mg/kg)
i AMPA (NBQX w dawce 10 mg/kg), a nastepnie wykonano test wymuszonego plywania.
Dla ujednolicenia stresu jakiemu poddane zostaly zwierze¢ta otrzymujace dwa leki (dwa

podania dootrzewnowe) grupy: NaCl, IMI oraz Cr otrzymaly dodatkowe podanie samego
rozpuszczalnika.
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Jednoczynnikowa analiza wariancji pokazata rdéznice pomigdzy czasami bezruchu
w poszczegolnych grupach (Fua7=13,12, p<0,0001). Test post hoc wskazat, ze grupa
otrzymujaca imipraming skracajgca czas bezruchu $rednio do 129,1 sekundy znaczaco rézni
si¢ od grupy kontrolnej (p<<0,001), natomiast grupa otrzymujgca chrom wykazuje sredni czas
bezruchu 160,3 dajac réwniez wynik znamiennie rézny (p<0,01) w poroéwnaniu z grupg
kontrolng. Grupa otrzymujaca tacznie chrom oraz NBQX (ze $rednim czasem bezruchu

195,6) znaczaco rdzni si¢ od grypy otrzymujacej chrom (p<0,05).

Badanie zmian spontanicznej aktywnosci lokomotorycznej wywolanej lacznym
podaniem soli chromu III i ligandow receptorow glutaminianergicznych

W celu zbadania efektu tacznego podania chromu w dawce 12 mg/kg oraz ligandow
jonotropowych receptorow glutamatergicznych na zachowanie zwierzat laboratoryjnych
wykonano test spontanicznej aktywnosci lokomotorycznej. Zwierzgta z grupy kontrolnej

otrzymaty dwa podania dootrzewnowe stosowanego rozpuszczalnika.
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Rysunek 10 Wplyw lacznego podania ligandéw receptoréw glutaminianergicznych i chromu na
spontaniczng aktywno$¢ lokomotoryczng myszy w 2, 6 i 30 minucie testu. Wynik podano jako Srednia
+SEM (n=6). # p<0,01 vs. grupa kontrolna (NaCl). Test post hoc: Dunnet.
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Rysunek 11 Wplyw lacznego podania ligandow receptorow glutaminianergicznych i chromu na
spontaniczng aktywno$¢ lokomotoryczna myszy w czasie trwania testu Porsolta (6 minuta — 2 minuta).
Wynik podano jako §rednia +SEM (n=6). *p<0,05 vs. grupa kontrolna (NaCl) Test post hoc: Dunnet.

Jednoczynnikowa analiza wariancji wykryta rdéznice pomigdzy zliczeniami dla
poszczegodlnych grup w drugiej (F15=8,125, p=0,0041), széstej (F(215=11,07, p=0,0011)
oraz nasladujacej czas pomiaru bezruchu w te$cie wymuszonego ptywania réznicy pomig¢dzy
sz6sta 1 druga minuta testu (F215=4,126, p=0,0374). Test post hoc wskazal, ze w kazdym
przypadku znamienne statystycznie rdznice w pordwnaniu do grupy kontrolnej wykryto dla
grupy otrzymujacej lacznie chrom w dawce 12 mg/kg oraz NMDA (p<0,01 dla drugiej
i sz6stej minuty testu, oraz p<0,05 dla przedstawionej na rysunku 11 réznicy szostej i drugiej
minuty testu). Sedacyjnego efektu tacznej podazy chromu i NMDA nie obserwowano

w 30 minucie testu spontanicznej aktywnos$ci lokomotorycznej (F(2,15=3,638 p=0,0515).

Wplyw ligandéw receptorow serotoninerczicznych 5-HT, i 5-HT,o na dzialanie
przeciwdepresyjne soli chromu III w tescie Porsolta u myszy

Aby zbada¢ rolg¢ receptor6w serotoninergicznych w manifestacji  efektu
przeciwdepresyjnego chromu u myszy zastosowano ligandy nast¢pujacych receptorow: 5-HT;
(WAY 100635 w dawce 0,1 mg/kg podany droga podskoérna) oraz 5-HToanc (ritanseryna
w dawce 4 mg/kg). Grupy: NaCl, IMI oraz Cr otrzymaty dodatkowe podanie samego
rozpuszczalnika.

Jednoczynnikowa analiza wariancji wykazala réznice pomigdzy grupami (F443=16,39
p<0,0001). Wykonany nastepnie test post hoc wskazat, ze grupa otrzymujaca imipraming oraz
grupa otrzymujaca chlorek chromu znamiennie r6zni si¢ od grupy kontrolnej (odpowiednio
0 35%, p<0,01, oraz 19,5%, p<0,01).
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Obie grupy otrzymujace chrom w potgczeniu z ligandem receptora serotoninergicznego nie

r6znily si¢ znamiennie od grupy otrzymujacej aktywng dawka chromu.

Rysunek 12 Wplyw modulacji aktywnosci receptorow serotoninergicznych na zmiane czasu bezruchu
wywolanego podaniem chromu w te$cie Porsolta u myszy. Wynik podano jako $rednia £SEM (n=8-12).
** p<0,001 vs. grupa kontrolna (NaCl). Test post hoc: Bonferroni's Multiple Comparison Test.

Badanie zmian spontanicznej aktywnosci lokomotorycznej wywolanej lacznym
podaniem soli chromu III i ligandow receptorow serotoninergicznych

W celu zbadania wptywu tacznego podania chromu w dawce 12 mg/kg oraz ligandow
receptorOw serotoninergicznych na zachowanie myszy wykonano test spontanicznej
aktywnosci lokomotorycznej w warunkach nasladujacych stan wykonania testu Porsolta (czas

i droga podania, zastosowane dawki i rozpuszczalniki).
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Rysunek 13 Wplyw lacznego podania ligandow receptorow serotoninergicznych i chromu na spontaniczng
aktywno$¢ lokomotoryczna myszy w 2, 6 i 30 minucie testu. Wynik podano jako $srednia £SEM (n=6-7).
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Rysunek 14 Wplyw lacznego podania ligandow receptorow serotoninergicznych i chromu na spontaniczna
aktywno$¢ lokomotoryczng myszy w czasie trwania testu Porsolta (6 minuta — 2 minuta). Wynik podano
jako $rednia =SEM (n=6-7).

Jednoczynnikowa analiza wariancji dla czterech wybranych punktéw czasowych
nie wykazala r6znic pomiedzy grupa kontrolng a grupami, ktore otrzymywaty chrom w dawce
aktywnej oraz ligand receptora serotoninergicznego: ritamseryn¢ lub WAY 100635 (2min:
F.16=0,8331 p=0,4527; 6min: F(16=0,3392 p=0,7173; 30min: F(16=0,4995 p=0,6160;
6-2min: F(2,16=0,03305 p=0,9676).

Wplyw ligandow receptorow adrenergicznych « i [ na dzialanie
przeciwdepresyjne soli chromu III w tescie Porsolta u myszy
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Rysunek 15 Wplyw modulacji aktywnosci receptorow noradrenergicznych na zmiane czasu bezruchu
wywolanego podaniem chromu w tescie Porsolta u myszy. Wynik podano jako $rednia £SEM (n=8-10).

# p<0,01 vs. grupa kontrolna (NacCl), # p<0,01 vs. grupa chromowa (Cr) . Test post hoc: Bonferroni's
Multiple Comparison Test.
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Badanie mechanizmu przeciwdepresyjnego dziatania soli chromu III

Rola receptoréw noradrenergicznych w mechanizmie przeciwdepresyjnego dziatania
chromu u myszy zostata zbadania poprzez zastosowanie tacznego podania chromu w dawce
aktywnej oraz ligandow wybranych receptoréw noradrenergicznych (prazosyna i johimbina
zastosowane zostaty w dawce: 1 mg/kg, a propranolol w dawce 2 mg/kg). Grupy: NaCl oraz

Cr otrzymaty dodatkowe podanie samego rozpuszczalnika.

Jednoczynnikowa analiza wariancji otrzymanych wynikéw wskazata na roznice
pomiedzy poszczegdlnymi grupami (F40=5,118, p=0,002). Wykonanie testu post hoc
pozwolito na stwierdzenie, ze grupa otrzymujaca chrom w dawce 12 mg/kg osiggala czasy
bezruchu znamiennie rdéznigce si¢ od grupy kontrolnej (o 28,6% p<0,01), natomiast
polaczenie propranololu i chromu catkowicie zniosto efekt przeciwdepresyjny (wydtuzenie
czasu bezruchu o 37,2% p<0,05). Prazosyna (antagonista receptorow os-adrenergicznych)
oraz johimbina (antagonista receptorow ap-adrenergicznych) jedynie czgsciowo modulowaty

efekt wywotany aktywna dawka chromu.

Badanie zmian spontanicznej aktywnosci lokomotorycznej wywolanej lacznym
podaniem soli chromu III i ligandow receptorow adrenergicznych

Dla potwierdzenia specyficznosci wynikow testu wymuszonego ptywania zbadano
wplyw lacznej podazy ligandéw receptorow adrenergicznych oraz chromu na spontaniczng
aktywno$¢ lokomotoryczng myszy. Analiza wariancji nie wykryla roznic w czterech
wybranych punktach czasowych dla poszczegdlnych grup (2 min: F20=1,859 p=0,1692;
6 min: Fp20=1,102 p=0,3717; 30 min: F20=1,424 p=0,2653; 6 min-2 min: F320=0,8922
p=0,4622).
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30min

Rysunek 16 Wplyw lacznego podania ligandow receptoréw adrenergicznych i chromu na spontaniczng
aktywno$¢ lokomotoryczna myszy w 2, 6 i 30 minucie testu. Wynik podano jako Srednia £SEM (n=6).
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Rysunek 17 Wplyw lacznego podania ligandow receptoréw noradrenergicznych i chromu na spontaniczng
aktywno$¢ lokomotoryczng myszy w czasie trwania testu Porsolta (6 minuta — 2 minuta). Wynik podano
jako Srednia £SEM (n=6).

Wplyw ligandow receptoréw dopaminergicznych D; i D, na dzialanie
przeciwdepresyjne soli chromu III w tescie Porsolta u myszy

Zastosowanie sulpirydu (antagonisty receptorow D, w dawce 50 mg/kg) oraz SCH
23390 (antagonisty receptorow D1 w dawce 0,5 mg/kg) w potaczeniu z chromem pozwolito
na zbadanie roli receptorow dopaminergicznych D; i D, w manifestacji efektu

przeciwdepresyjnego chromu w te$cie Porsolta u myszy. Grupy: NaCl oraz Cr otrzymaty

dodatkowe podanie samego rozpuszczalnika.
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Rysunek 18 Wplyw modulacji aktywnosci receptoréw dopaminergicznych na zmiane czasu bezruchu
wywolanego podaniem chromu w teScie Porsolta u myszy. Wynik podano jako $rednia £SEM (n=10-12).
** p<0,001 vs. grupa kontrolna (NaCl), # p<0,01 vs. grupa chromowa (Cr) . Test post hoc: Bonferroni's

Multiple Comparison Test.

Analiza wynikow wskazuje na znamienne statystycznie roznice czasOw bezruchu
dla poszczegélnych grup (F338=8,333 p=0,0002). Wykonany test Benferroniego wskazat,
ze grupa otrzymujaca chrom w dawce 12 mg/kg znamiennie rézni si¢ od grupy kontrolnej
(skrocenie czasu bezruchu o 28,8% p<0,001), natomiast grupa otrzymujaca tacznie chrom
i SCH 23390 ma czas bezruchu wydhluzony o 35,8% w poréwnaniu z grupa chromowa,
co daje pewno$¢ na poziomie p<0,01 zZe rdézni si¢ ona od swojej grupy odwotawcze;j.
Zastosowanie premedykacji sulpirydem wykazywato jedynie cze$ciowy wplyw na zmiang

czasu bezruchu.

Badanie zmian spontanicznej aktywnosci lokomotorycznej wywolanej lacznym
podaniem soli chromu III i ligandow receptorow dopaminergicznych

Analiza spontanicznej aktywno$ci lokomotorycznej po podaniu tgcznym chromu
oraz ligandow receptorow dopaminergicznych D; i D, wykazala brak zmian
po 2 (F15=2,278 p=0,1368) i po 6 minutach (F(,15=2,621 p=0,1056) od rozpoczgcia testu,
nie znaleziono tez réznic w czasie 4 minut rownoleglych do czasu pomiaru bezruchu w tescie
Porsolta (F(,15=3,058 p=0,0770). W 30 minucie testu stwierdzono rdéznice pomig¢dzy
wariancjami wynikow (F(2,15=5,910 p=0,0128), grupa zwierzat otrzymujacych tacznie chrom
1 SCH 23390 wykazata 51,7% zmniejszenie aktywnos$ci lokomotorycznej w pordwnaniu

do grupy kontrolnej (p<0,01).
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Rysunek 19 Wplyw lacznego podania ligandow receptoréw dopaminergicznych i chromu na spontaniczna
aktywno$¢ lokomotoryczna myszy w 2, 6 i 30 minucie testu. Wynik podano jako Srednia £SEM (n=6).
# p<0,01 vs. grupa kontrolna. Test post hoc: Bonferroni‘s Multiple Comparison Test.
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Rysunek 20 Wplyw lacznego podania ligandow receptoréw dopaminergicznych i chromu na spontaniczng
aktywno$¢ lokomotoryczng myszy w czasie trwania testu Porsolta (6 minuta — 2 minuta). Wynik podano
jako Srednia £+SEM (n=6).
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Badanie wzmacniania efektu przeciwdepresyjnego LPD przez jednorazowe
podanie soli chromu III w tescie Porsolta u myszy
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Rysunek 21 Wplyw lacznego podania subaktywnej dawki chromu (Cr 6.0 mg/kg) oraz subaktywnych
dawek lekow przeciwdepresyjnych (Fx-fluoksetyna, Reb-reboksetyna,) na czas bezruchu u myszy w tescie
wymuszonego plywania. Wynik podano jako $rednia £SEM (n=6-12). ** p<0,001 vs. grupa kontrolna
(NaCl), # p<0,01 vs. grupa chromowa (Cr 6.0), Test post hoc: Bonferroni’s Multiple Comparison Test.

Aby zweryfikowa¢ doniesienia o mozliwo$ci stosowania chromu jako $rodka
wzmacniajacego klasyczng farmakoterapi¢ depresji zaproponowano model, w ktérym
stosowano taczne podanie subaktywnej dawki soli chromu Il (6 mg/kg) oraz subaktywnej
dawki jednego z wybranych lekow przeciwdepresyjnych. Do testowania wybrano cztery leki:
fluoksetyng (Fx w dawce 5 mg/kg), reboksetyne (Reb w dawce 5 mg/kg), bupropion (Bup
w dawce 1 mg/kg) oraz imipraming (IMI w dawce 5 mg/kg). Ze wzgledow etycznych
(wykorzystanie minimalnie niezbednej ilosci zwierzat) nie badano efektu wywolanego
podaniem subaktywnych dawek reboksetyny i fluoksetyny. Zaproponowane dawki
weryfikowano na podstawie dostepnej literatury (Cardoso i wsp., 2009, Szewczyk i wsp.,
2009, Harkin i wsp., 2004) oraz eksperymentow wykonanych wczesniej w naszym
laboratorium. Osobng grupe zwierzat utworzono jedynie dla okreslenia subaktywnej dawki
imipraminy oraz bupropionu ze wzgledu na rdéznice danych dostgpnych w publikacjach

(Poleszak i wsp., 2005, Cardoso i wsp., 2009, Ergun i wsp., 2008).
Na rysunku 21 przedstawiono wyniki testu Porsolta dla pigciu grup zwierzat: dwoch

grup kontrolnych (NaCl oraz IMI 30 - kontrola pozytywna), subaktywnej dawki chromu
(Cr 6,0) oraz potgczen tej dawki z fluoksetyng (Cr+Fx) oraz reboksetyng (Cr+Reb).
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Jednoczynnikowa analiza wariancji wskazata na roznice pomiedzy grupami
(F4,39=17,32 p<0,0001), a wykonany nastgpnie test post hoc pozwolil wyodrebni¢, ktore
grupy roznig si¢ od siebie w sposodb znamienny statystycznie. Imipramina w dawce 30 mg/kg
potwierdzita prawidlowos$¢ wykonania eksperymentu i1 spowodowata skrocenie czasu
bezruchu o 42% (p<0,01) w poroéwnaniu do grupy kontrolnej. Fluoksetyna i1 reboksetyna
potaczone z subaktywng dawka chromu roéwniez znamiennie skrocity czas bezruchu
(odpowiednio o 25,44 oraz 26,15%) w porownaniu do grupy Cr 6,0. Polaczenie chromu
i reboksetyny dato wynik znamiennie rézny rowniez w stosunku do grupy kontrolnej NaCl

(0 20,1% p<0,05).
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Rysunek 22 Wplyw lacznego podania subaktywnej dawki chromu (Cr 6.0 mg/kg) oraz subaktywnej dawki
leku przeciwdepresyjnego: bupropionu (Bup 1 mg/kg) na czas bezruchu u myszy w tescie wymuszonego
plywania. Wynik podano jako $rednia +£SEM (n=6-10).
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Rysunek 23 Wplyw lacznego podania subaktywnej dawki chromu (Cr 6.0 mg/kg) oraz subaktywnej dawki
leku przeciwdepresyjnego: IMI-imipraminy na czas bezruchu u myszy w teScie wymuszonego plywania.
Wynik podano jako §rednia =SEM (n=9-12).

a: p<0,001 vs. grupa kontrolna (NaCl),
b: p<0,001 vs. grupa chromowa (Cr 6.0),
c: p<0,05 vs. grupa otrzymujaca imipramine (IMI 5,0).

Test post hoc: Bonferroni's Multiple Comparison Test.
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Analiza acznego podania subaktywnych dawek chromu (6 mg/kg) oraz bupropionu
(1 mg/kg) data wynik negatywny. Badane zwigzki podane w zaproponowanych dawkach nie
zmieniaty czasu bezruchu badanych zwierzat, nie stwierdzono réwniez skrdcenia czasu
bezruchu w grupie otrzymujacej tacznie oba zwigzki (Cr+Bup). Dwuczynnikowa analiza
wariancji data nastepujace wyniki: zastosowanie bupropionu nie wptywa z sposodb znamienny
na otrzymany efekt (F(1,27=7,58 p=0,0104), zastosowanie chromu nie wptywa na tenze efekt
(F,27=0,03 p=0,8667), nie stwierdzono tez istnienia interakcji pomigdzy efektem

wywotywanym przez bupropion i chrom (F 27=0,29 p=0,5920).

W eksperymencie testujacym efekt tagcznego podania imipraminy i chromu w dawkach
subaktywnych analiza wariancji wskazata na réznice pomigdzy czasami bezruchu uzyskanymi
przez zwierzeta z roznych grup, a grupa otrzymujaca tacznie chrom i1 imipraming wywotujac
20,2% skrocenie czasu bezruchu znamiennie roézni si¢ od grupy kontrolnej (p<0,001). R6zni
si¢ tez od grupy chromowej (21,96% p<0,001) oraz grupy otrzymujacej niska dawke
imipraminy (0 12,34% p<0,05). Imipramina w dawce 5 mg/kg oraz chrom w dawce 6 mg/kg
nie zmienialy czasu bezruchu. Dwuczynnikowa analiza wariancji wskazata na znamienny
statystycznie efekt imipraminy (F,31=39,60 p<0,0001), brak znamiennego efektu chromu
(F1,31=3,20 p=0,0836) oraz znamienng interakcj¢ (F(1,31)=7,26 p=0,0113).

Badanie zmian spontanicznej aktywnosci lokomotorycznej wywolanej lacznym
podaniem soli chromu I11i LPD

Laczenie chromu w dawce subaktywnej z subaktywnymi dawkami wybranych lekow
przeciwdepresyjnych dato efekt sedatywny jedynie w przypadku reboksetyny i to jedynie
w czasie 4 minut nasladujacych czas pomiaru bezruchu w teécie Porsolta, kiedy to
odnotowano 35,4% (p<0,05) zmniejszenie spontanicznej aktywno$ci lokomotorycznej
w poréwnaniu do kontroli (NaCl) (analiza wariancji dla 6-2 min: F20=4,391 p=0,0104; dla
30 min: F20=1,717 p=0,1856).
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Rysunek 24 Wplyw lacznego podania chromu i LPD (Fx-fluoksetyna, Bup-bupropion, Reb-reboksetyna,
IMI-imipramina) na spontaniczng aktywnos$¢ lokomotoryczng myszy. Wynik podano jako Srednia +SEM
(n=6). *p<0,05 vs. grupa kontrolna (NaCl), Test post hoc: Bonferroni's Multiple Comparison Test.

Badanie dawkozaleznosci efektu przeciwdepresyjnego wywolanego
jednorazowym podaniem soli chromu IIT w tescie Porsolta u szczurow

Test Porsolta u szczur6w wykonano z zastosowaniem dwoch dawek soli chromu 111
(12 i 32 mg/kg), grupy kontrolnej (NaCl), do ktorej porownywano wyniki pozostatych grup,
oraz grupy, w ktorej zwierzeta otrzymywaly aktywna dawke imipraminy (30 mg/kg),

co potwierdzato prawidtowos$¢ wykonania testu.

Analiza wariancji otrzymanych wynikow pozwolita na wykrycie réznic pomiedzy
grupami dla dwoch badanych typow zachowania: bezruchu (F(332=5,641 p=0,0042) oraz
wspinania (F32=6,409 p=0,0016), nie udato si¢ wykry¢ réznic pomig¢dzy czasami ptywania
(F@32=1,147 p=0,3449). Analiza post hoc wskazata, ze grupa otrzymujaca imipraming
znaczaco skracata czas bezruchu (o 34,14% p<0,01) oraz wydluzata czas wspinania si¢
(p<0,01) w poréwnaniu do kontroli. Wykryto réwniez, ze zwierzgta otrzymujace chrom
w najwyzszej dawce (32 mgkg) wykazywaly podobny profil zachowania do zwierzat
otrzymujacych uznany lek przeciwdepresyjny (IMI), to znaczy: miaty skrocony czas bezruchu

(0 29,21% p<0,01) oraz wydtuzony czas wspinania si¢ (p<0,05).
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Rysunek 25 Wplyw podania chromu (Cr) lub imipraminy (IMI) na czas bezruchu w te$cie Porsolta u
szczurow. Wynik podano jako srednia £SEM (n=8-10). # p<0,01 vs. grupa kontrolna (NacCl). Test post
hoc: Dunnet.
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Rysunek 26 Wplyw podania chromu (Cr) lub imipraminy (IMI) na czas plywania w tescie Porsolta u
szczuréw. Wynik podano jako $rednia £SEM (n=8-10).
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Rysunek 27 Wplyw podania chromu (Cr) lub imipraminy (IMI) na czas wspinania w teScie Porsolta u
szczurow. Wynik podano jako srednia £SEM (n=8-10) ). # p<0,01 * p<0,05 vs. grupa kontrolna (NacCl).
Test post hoc: Dunnet.
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Badanie zmian behawioralnych wywolanych podaniem soli chromu III w teScie
uniesionego labiryntu krzyzowego u szczurow

Wyniki testu Porsolta uwaza si¢ za specyficzne gdy badana substancja nie zwigksza
spontanicznej aktywnosci lokomotorycznej zwierzat. Dla potwierdzenia wynikéw testu FST,
ktorego wyniki opisano powyzej zastosowano ocen¢ aktywnos$ci eksploracyjnej szczurow
z zastosowaniem podniesionego labiryntu krzyzowego. Analizujgc wyniki nalezy stwierdzic,
ze chrom w dawkach: 6, 12 i 32 mg/kg masy ciala nie zmienia badanych w tym tescie
parametrow: catkowity czas w ramionach otwartych i zamknigtych (Fs26)=2,383 p=0,00924),
suma wej$¢ do ramion otwartych i zamknigtych (F26=2,776 p=0,0613), catkowity dystans
przebyty w ramionach otwartych i zamknigtych (F(326=1,556 p=0,2240), ilo$¢ ambulacji
w ramionach X 1Y (F26=1,196 p=0,3306).
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Rysunek 28 Wplyw jednorazowego podania chromu w trzech dawkach (Cr 6, Cr 12 oraz Cr 32)
na aktywnos$¢ eksploracyjna szczuréw wyrazona jako calkowity czas spedzony w ramionach otwartych
i zamknietych, suma wej$¢ do obu rodzajoéw ramion, calkowity dystans oraz ilo§¢ ambulacji w ramionach
X iY (otwartych i zamknietych) uniesionego labiryntu krzyzowego. Wynik podano jako $rednia +SEM
(n=6-8).
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W tescie podniesionego labiryntu krzyzowego oceniano parametry, ktore stuzag
rozpoznawaniu zwigzkow o dziataniu przeciwlegkowym. W tescie zastosowano trzy dawki
chromu: 6, 12 i 32 mg/kg. Wyboru tego dokonano sugerujac si¢ pracami dotyczacymi
przeciwlekowych wlasciwosci innych metali o znanym dziataniu przeciwdepresyjnym, gdzie
ten pierwszy efekt obserwowano w dawkach nizszych, niz dawki konieczne do manifestacji

dziatania przeciwdepresyjnego (Partyka i wsp., 2011, Szewczyk i wsp., 2009 i 2010).

Analiza wynikow nie wykazala znamiennych ro6znic pomigdzy grupami
otrzymujgcymi chrom w wybranych dawkach a grupa kontrolng otrzymujacg fizjologiczny
roztwor soli. Mozna stwierdzi¢, ze chrom nie wplywa na sposob zachowania si¢ szczurOw
w ramionach otwartych: dystans (F26=0,9116 p=0,4489), czas (F(26)-0,8122 p=0,4987),
ilos¢ wejs¢ (F326=1,023 p=0,3984) oraz dla ramion zamknigtych: dystans (F(326=3,514
p=0,0291), czas (F@26=1,015 p=0,4022). Roznice wykryto w ilosci wejs¢ do ramion
zamknietych (F(26=4,033 p=0,0176), a analiza post hoc (test Dunnet’a) ujawnila, ze chrom
w dawce 12 mg/kg powodowat zmniejszenie ilosci wejs¢ do ramion zamknietych uniesionego
labiryntu krzyzowego (p<0,05). Wyniki tego testu, podobnie jak w przypadku testu Porsolta
nalezy uzna¢ za specyficzne, gdyz nie odnotowano zmiany aktywnos$ci eksploracyjnej

zwierzat.
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Rysunek 29 Wplyw jednorazowego podania chromu w trzech dawkach (Cr 6, Cr 12 oraz Cr 32) na
wybrane parametry zachowan szczurow w teScie uniesionego labiryntu krzyzowego wyrazone jako %
kontroli. Wynik obliczano jako $rednia dla grup o liczebnosciach (n=6-8). * p<0,05 vs. grupa kontrolna
(NaCl). Test post hoc: Dunnet.
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Testy analityczne

Badanie zmian gestos$ci receptoréw adrenergicznych p po wielokrotnym podaniu
soli chromu 111 w korze frontalnej szczura

Wyniki przeprowadzonych testow saturacyjnych poddano jednoczynnikowej analizie
wariancji, ktora wskazata na obecno$¢ znamiennych statystycznie roznic (F(316=4,723
p=0,0152). Dalsza analiza uwidocznita, ze tkanki zwierzat otrzymujacych imipraming
wykazywaly zmniejszong gestosé receptorow beta (p<0,05). Tkanki zwierzat otrzymujacych

chrom w obu dawkach (6 i 12 mg/kg) nie rdznily si¢ znaczgco od tkanek kontrolnych.

T

fmol/mg biatka

NaCl IMI Cr6 Cr12

Rysunek 30 Gesto$é receptoréw beta-adrenergicznych w korach frontalnych szczurow po wielokrotnym
podaniu chromu (Cr) imipraminy (IMI) wyrazona jako ilo$¢ fentomoli na miligram bialka. Wynik podano
jako $rednia £SEM (n=5). # p<0,05 vs. grupa kontrolna (NaCl). Test post hoc: Dunnet.
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Rysunek 31 Przykladowy wynik analizy saturacyjne;j.
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Badanie zmian gesto$ci receptoréw adrenergicznych a; po wielokrotnym podaniu
soli chromu 111 w korze frontalnej szczura

125+

100+

75+

50+

fmol/mg biatka

25+

NaCl Crb6 Cr12

Rysunek 32 Gesto$é receptorow alfa-adrenergicznych w korach szczurow po wielokrotnym podaniu
chromu (Cr) wyrazona jako procent gestosci tych receptoréw w korach zwierzat kontrolnych (NaCl).
Wynik podano jako srednia £SEM (n=5).

Analiza gestosci receptorow alfa zostata wykonana dla trzech grup tkanek: frontalnych
kor zwierzat, ktorym wielokrotnie podawano chrom w dwoch dawkach (6 i 12 mg/kg), lub
fizjologiczny roztwdr chlorku sodu (NaCl). Badane kory nie wykazaly znamiennych

statystycznie roznic (F(2,12=0,03259 p=0,9918).
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Rysunek 33 Przykladowy wynik analizy saturacyjnej.
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Badanie powinowactwa chromu do wybranych receptoréw w mozgu szczura

Receptor Radioligand Stezenie Cr pierania
5-HT-T [°’H]-Citalopram 107 0%
[°H]-Citalopram 10" 3%
5-HTia [°H]8-OH-DPAT 10™ 30%
[°H]8-OH-DPAT 107 30%
B1 [PH]CGP-12177 10 0%
[PH]CGP-12177 10™ 0%
01 [°H]prazosyna 10 0%
[*H]prazosyna 10™ 0%

Tabela 17 Procent wypierania znakowanego liganda z jego specyficznego kompleksu ligand-receptor.

Analiza powinowactwa chromu do wybranych receptorow jako badanie pilotazowe
zostata wykonana dwupunktowo z zastosowaniem wysokich st¢zen badanego biometalu.
W wybranych stezeniach chrom nie wigzatl si¢ (o, P1) lub wigzatl si¢ niezwykle stabo
(5-HT-T, 5-HT1a).

72



Badanie mechanizmu przeciwdepresyjnego dzialania soli chromu III

Dyskusja

Dlaczego nalezy badac¢ mechanizmy dzialania nowych lekow
przeciwdepresyjnych

Poznanie 1 zrozumienie jednego — wspolnego mechanizmu, czy tez rdéznych
mechanizmow dziatania lekow przeciwdepresyjnych jest niezwykle wazne z wielu powodow.
Po pierwsze wcigz nie potwierdzono patomechanizmu powstawania zaburzen depresyjnych,
ich biochemicznych przyczyn i czynnikéw np. dietetycznych, w tym niedoborowych, ktére
moga nasila¢ lub przys$piesza¢ manifestacj¢ objawow. Zrozumienie mechanizmu dziatania
leku moze wskaza¢ kierunek (nowy, lub juz badany i cze¢Sciowo potwierdzony) poszukiwania
zrddet choroby.

Dodatkowym problemem jest niejednorodno$¢ obrazu klinicznego chorych
z zaburzeniami afektu. Powigzanie neurobiologicznego mechanizmu dziatania leku
przeciwdepresyjnego z konkrethym obrazem objawow klinicznych moze pozwoli¢
na wyselekcjonowanie grupy chorych, ktérzy z wiekszym prawdopodobienstwem wlasciwie
zareaguja na ordynowany lek. Juz dzi§ wiemy np. ze atypowos$¢ objawdéw depresji nakazuje
stosowanie IMAO lub SSRI a nie TLPD lub EST (Landowski i Rudnik, 2005).

Kolejnym argumentem za ustawicznym poszukiwaniem mechanizméw dzialania
lekow przeciwdepresyjnych jest mozliwo$¢ wystepowania efektow niepozadanych i dziatan
ubocznych bezposrednio wynikajacych z mechanizmu ich dziatania. Mozliwosé¢
przewidywania takich zjawisk pozwala na ordynowanie danego leku jedynie pacjentom,
dla ktérych dane dziatania niepozadane czy efekty uboczne nie bgda dodatkowo nasilane
wspotwystepowaniem chorob organicznych i/lub juz stosowang terapig lekowa (Dudek
i Siwek, 2007).

Narastajacy problem depresji lekoopornych stwarza konieczno$¢ stosowania terapii
faczonej (zastosowanie dwoch lub wigcej lekow przeciwdepresyjnych najczesciej o réoznych
mechanizmach dziatania) lub wzmacniania farmakoterapii poprzez jej augmentacje¢ Srodkiem,
ktory nie jest lekiem przeciwdepresyjnym, lecz jego dodanie do standardowej terapii pozwala
na przyspieszenie lub zwigkszenie prawdopodobienstwa klinicznej manifestacji dzialania
przeciwdepresyjnego, niejednokrotnie konieczne jest zastosowanie elektrowstrzasow
(Suwalska i Rybakowski, 1996, Puzynski, 2005). Znajomo$¢ mechanizméw dziatania
przeciwdepresyjnego poszczegdlnych lekow pozwoli na optymalna kompozycje politerapii,

czy tez na dobor whasciwego §rodka wzmacniajgcego.
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Chrom jako srodek o dzialaniu przeciwdepresyjnym. Badanie zaleznosci dawka-
efekt

Sole chromu III (pikolinian, nikotynian i inne) wykazuja pozytywne efekty
w leczeniu zaburzen depresyjnych, gdy stosowane sg w monoterapii (Docherty i wsp., 2005,
Davidson i wsp., 2003, McLeod i Golden, 2000), oraz jako metoda augmentacji klasycznej
farmakoterapii (McLeod i wsp., 1999). Autorzy prac podkreslaja zwlaszcza specyficzng
aktywno$¢ wobec depresji o atypowym obrazie klinicznym, oraz zaburzen dystymicznych,
ktorych blizszg charakterystyke przedstawiono we wstepie. Zastosowanie chromu w leczeniu
chorob afektywnych jest nowym, kolejnym wskazaniem do stosowania uznanego juz
wczesniej suplementu diety, o jak si¢ do niedawna wydawato ugruntowanej roli w regulacji
metabolizmu weglowodandw i lipidéw (Vincent, 2010, Eastmond i wsp., 2008, Vincent, 2000
b, c). Sytuacja ta, pozwolita niejako na pominigcie kilku wczes$niejszych etapow
podstawowych badan, i w zwigzku z tym pozostalo wiele pytan dotyczacych szczegodtowego,
neurobiologicznego mechanizmu dziatania chromu. I mimo posiadania wiedzy o dziataniu
terapeutycznym, nie mozna go w pelni i w sposob bezpieczny wykorzysta¢ w praktyce.
Konieczne wydawato si¢ zatem wykonanie podstawowych badan analitycznych
oraz skryningowych testow behawioralnych rozpoczynajacych si¢ od analizy zalezno$ci

dawka — efekt.

Do weryfikacji doniesien o przeciwdepresyjnym dziataniu chromu wybrano test
Porsolta (test wymuszonego ptywania, Forced swim test, FST), ktory przeprowadzono
na dwoch gatunkach gryzoni: myszach (Porsolt, 1978) oraz szczurach (Porsolt, 1977). Test
wymuszonego ptywania jest szeroko stosowanym, szybkim 1 prostym testem behawioralnym
pozwalajacym na przesiewowe badanie nowych substancji w kierunku ich mozliwego
dziatania przeciwdepresyjnego. Dodatkowo zapewnia, ze badany zwiazek penetruje
do centralnego systemu nerwowego, co jest istotnym czynnikiem weryfikujagcym testy
w badaniach neuropsychiatrycznych. Zastosowane modyfikacje (Detke, 1995) pozwalaja
na wykrywanie przy pomocy tego testu nie tylko tych grup lekow przeciwdepresyjnych,
w stosunku do ktérych czuly byt test klasyczny (TLPD, IMAO, leki atypowe) ale réwniez
lekoéw z grupy SSRI (Cryan, 2002).
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Wyniki przeprowadzonego testu Porsolta po raz pierwszy potwierdzaja, ze chrom wykazuje
dzialanie przeciwdepresyjne po jednorazowym podaniu dootrzewnowym zaréwno

u myszy jak i szczurow.

W tescie badajagcym dawkozaleznos¢ efektu przeciwdepresyjnego chromu
zastosowano trzy dawki: 6, 12 i 32mg szeSciowodnego chlorku chromu III (CrClz*6H,0)/kg
co odpowiada kolejno: 1,17 2,34 oraz 6,25mg jonéw Cr'/kg. Zaproponowane dawki
wyrazone ilo$cig jondw zaczerpnieto z pracy Franklin i Odontiadis (2003), w ktorej badano
zmiany poziomu neuroprzekaznikow w moézgach gryzoni po jednorazowym podaniu
dootrzewnowym pikolinianu chromu. Dawka aktywna w tescie Porsolta u myszy okazata si¢
by¢ dawka 12 mg/kg chlorku chromu 11 (2,34 mg/kg jonéow chromu III), brak dziatania
przeciwdepresyjnego najwickszej zastosowanej dawki moze by¢ efektem zmniejszonej
aktywnos$ci lokomotorycznej. U szczuréw dawka aktywna byta dawka 32 mg/kg chlorku
chromu 11 (6,25mg/kg jonéw chromu III), po zastosowaniu ktorej nie obserwowano zadnych
zmian spontanicznej aktywnosci lokomotorycznej. Otrzymane wyniki koreluja z wynikami
Franklin 1 Odontiadis (2003), ktorzy obserwowali zalezne od dawki zmiany osoczowego
poziomu Kkortykosteronu po jednorazowym, dootrzewnowym podaniu pikolinianu chromu
w dawce 20 i 50 mg/kg.

Jedyna praca badajgca dziatanie chromu w te$cie Porsolta powstala w 2005 roku
(Khanam 1 Pillai). W publikacji tej przedstawiono wyniki testu wymuszonego plywania
po zastosowaniu soli chromu u szczurow zdrowych oraz zwierzat z indukowang
farmakologicznie cukrzycg. Réznice procedur pomigdzy pracg Khanam 1 Pillai a wykonang
w naszym zakladzie dotyczyly drogi podania, czasu oraz formy zastosowanego chromu:
zwierzgta otrzymywaty chrom w postaci wodnego roztworu pikolinianu o stg¢zeniu 8 pg/ml
(dodatek do wody pitnej przyjmowanej w sposob dowolny), chronicznie przez okres
4 tygodni. Przeprowadzony test wymuszonego ptywania pokazal, ze chrom skracat czas
bezruchu zar6wno u zwierzat zdrowych, jak 1 u zwierzat z indukowang przy pomocy
streptozotocyny cukrzyca. Khanam i Pillai nie sprawdzili jak chrom podawany w sposob
chroniczny zmienia spontaniczng aktywnos¢ lokomotoryczng zwierzat, a co za tym idzie nie

dowiedli specyficzno$ci wynikow otrzymanych w tescie Porsolta.
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Obserwacja dodatkowych parametréow behawioralnych (wspinanie i plywanie)
w trakcie testu wymuszonego plywania u szczurdw pozwala na réznicowanie Srodkow
o dziataniu przeciwdepresyjnym nasilajgcych neurotransmisje noradrenergiczng (wydtuzony
Czas wspinania si¢ zwierzat na Scianki naczynia) lub serotoninergiczng (nasilone ptywanie)
(Detke, 1995, Cryan, 2002). Jak zostalo to pokazane na rysunkach nr. 26 i 27 chrom
po jednorazowym podaniu dootrzewnowym wydluza czas wspinania i nie zmienia czasu
ptywania. Wskazuje to na noradrenergiczng droge dzialania chromu, co moze wskazywac
na stuszno$¢ sugestii McCarty’ego (1994 a), ktory laczyt przeciwdepresyjne dziatanie
tego biometalu z nasilaniem aktywnosci insuliny w CSN, co ma z kolei skutkowaé
zwigkszeniem aktywnosci noradrenergicznej na drodze hamowania doneuronalnego
transportu zwrotnego tej katecholaminy. Inne wyniki otrzymali Khanam i Pillai.
W ich badaniach zaobserwowano nasilenie odruchu ptywania, co wskazuje, ze mechanizm
przeciwdepresyjnego dziatania chromu wigza¢ nalezy z nasilaniem naurotransmisji
serotoninergicznej. Podkresli¢ nalezy, ze odmiennos¢ uzyskanych wynikéw wynika¢ moze
z roéznic w protokole podawania chromu (Khanam i Pillai podawali chrom w sposob
chroniczny), co moze zmienia¢ charakter neurobiologicznego dziatania tego biometalu. R6zne
efekty farmakologiczne obserwowane po podaniu jednorazowym i wielokrotnym sg przeciez
czegsto obserwowane w wielu grupach lekow przeciwdepresyjnych (Maj, 2000).

Juz w 2002 roku Attenburrow i wspotpracownicy dowiedli, ze chrom podawany
chronicznie moduluje osrodkowe dziatanie serotoniny zaré6wno u ludzi jak i U szczurdw.
Oba gatunki jednakowo wykazaly zmniejszony wyrzut kortyzonu/kortykosteronu po
stymulacji 5-HTP, co autorzy lgczyli ze zmniejszeniem ggstosci receptoréow 5-HT:a,
i wskazywali jako mechanizm przeciwdepresyjnego dziatania chromu. Pézniejsza praca tej
grupy badaczy (Franklin i Odontiadis, 2003) wskazata, ze subchroniczne podanie chromu
zwigksza nie tylko osrodkowa funkcje serotoniny, lecz roéwniez noradrenaliny, co stanowi
kolejny czynnik upodabniajagcy chrom do klasycznych $rodkow przeciwdepresyjnych.
Autorzy wskazywali rowniez prace, w ktorych podkreslano, ze obraz depresji wydaje si¢
korelowa¢ z kontrolg glikemii i nasileniem powiktan diabetologicznych (Groot i wsp., 2001,
Van Tilburg i wsp., 2001), co pozostawia pytania o powigzanie dziatania chromu w obu

jednostkach chorobowych: depresji i cukrzycy.
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Wyniki testow lokomotorycznych wskazuja, ze po podaniu jednorazowym,
chrom nie zmienia aktywnos$ci lokomotorycznej u szczuréw. U muszy nie stwierdzono zmian
ruchliwo$ci w czasie odpowiadajagcym 4 minutom pomiaru czasu ptywania w tescie Porsolta,
stwierdzono jedynie jej zmniejszenie w 30 minucie testu dla najwiekszej (32 mg/kg) dawki
chromu. Efekt ten nie ma jednak znaczenia merytorycznego i nie podwaza wynikow testu
wymuszonego plywania, mozna jednak domniemywaé, ze jest on odpowiedzialny
za dzwonowy ksztatt wykresu zalezno$ci dawka — efekt. Podobne zmniejszenie aktywnosci
lokomotorycznej u myszy obserwowata Cichy (2010) w badaniach dotyczacych cynku.

Zmiany aktywnos$ci lokomotorycznej nie sg ograniczone jedynie do chromu i cynku.
Zmniejszenie poziomu lokomotoryki byto réwniez obserwowane po dootrzewnowym podaniu
litu w te$cie otwartego pola (Smith, 1975), obserwowano réwniez dawkozaleznos¢ tego
efektu (Cappeliez and White, 1981), jak rowniez jego zanikanie w czasie leczenia
(Tomasiewicz i wsp., 2006). Doda¢ nalezy, ze sedacja jest do$¢ czestym efektem
dodatkowym stosowania wielu lekéw przeciwdepresyjnych, glownie tych z grupy
nieselektywnych inhibitoréw wychwytu zwrotnego NA 1 5-HT (zwlaszcza amitryptylina,
doksepina, dotiepina i trimipramina), ale tez lekéw o dziataniu receptorowym (mianseryna
i trazodon) (Puzynski, 2005).

Wplyw modulacji aktywnosci receptorow glutaminianergicznych NMDA i AMPA
na dzialanie przeciwdepresyjne soli chromu IIT w tescie Porsolta u myszy

Receptor NMDA, ktorego nazwa wywodzi si¢ od specyficznego agonisty: kwasu
N-metylo-D-asparaginowego, to jonotropowy receptor glutamatergiczny o skomplikowanej,
kompleksowej budowie. Jego ukladem efektorowym jest nieselektywny kanal jonowy
przepuszczalny dla kationow, a aktywacja zalezna jest od obecnosci agonisty (glutaminian,
asparaginian, NMDA), koagonisty (glicyna lub D-seryna) oraz wstepnej depolaryzacji btony.
Dodatkowo, duze znaczenie ma zewnatrzkomorkowe st¢zenie jonoOw Mg2+, oraz obecnosci
licznych modulatoréw (np. jonéw Zn**, Pb*, poliamin takich jak spermina i spermidyna
oraz pH). Podstawowa funkcja receptorow NMDA w centralnym systemie nerwowym jest
kontrolowanie neuroplastycznos$ci oraz funkcji zwigzanych z pamiecig. Bierze tez udziat
w procesach patofizjologicznych takich jak ekscytotoksycznos¢ - proces uszkadzania

i zabijania neuronow przez glutaminian, NMDA oraz kwas kainowy (Pilc, 2008).
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Powigzanie  receptorow =~ NMDA  z  mechanizmami  dziatania  lekéw
przeciwdepresyjnych jest wielokierunkowe. Po pierwsze, udowodniono, ze zwigzki bedace
funkcjonalnymi antagonistami receptora NMDA (antagoni$ci miejsca glutamatergicznego,
antagonisci miejsca glicynowego oraz ligandy miejsca fencyklidynowego 1 poliaminowego)
wykazuja dziatanie przeciwdepresyjne w testach behawioralnych, a podawane w sposob
chroniczny wywotujg ich f - down regulacj¢ (Nowak, 2006). Pokazano rowniez, ze LPD
wykazuja zdolno$¢ do hamowania wigzania ligandow oraz ostabiania funkcji kanatu
jonowego receptora NMDA (np. hamowanie wigzania MK-801 do miejsca fencyklidynowego
w kanale jonowym), co w konsekwencji prowadzi do zmniejszania akumulacji Ca** wewnatrz
komorki (Mitchell i Baker, 2010). Kolejnym powigzaniem jest wplyw, jaki LPD wywotuja
po wielokrotnych podaniach (minimum 7-10 dni). Leki tréjcykliczne, IMAO, SSRI, leki
0 nietypowym mechanizmie dzialania oraz neuroleptyki o stabym dzialaniu
przeciwdepresyjnym powoduja spadek powinowactwa glicyny do miejsca glicynowego
oraz obnizajg zdolno$¢ glicyny do modulacji miejsca glutamatergicznego w kompleksie
receptora NMDA w korze mozgowej myszy 1 szczuréw, nie zmieniajac jednak tych
parametréw w hipokampie (Skolnick 1 wsp., 1996, Nowak i wsp., 1993).

By okresli¢ znaczenie receptorow NMDA w dzialaniu przeciwdepresyjnym chromu
wykorzystano zwigzek NMDA (agonistg¢). Zwierzgta otrzymujace zarowno NMDA
jak i chrom wykazaty nieznacznie zmieniony czas bezruchu w pordéwnaniu z grupg
otrzymujacg sam zwigzek badany, co mogloby §wiadczy¢ o braku znaczenia tych receptorow
w mechanizmie dziatania chromu, lub o znaczeniu czg¢sciowym. Analiza spontanicznej
aktywnos$ci lokomotorycznej po lacznym podaniu chromu 1 zwigzku NMDA udowodnita
ich dziatanie sedatywne zarowno w 2 jak i 6 minucie testu, co uniemozliwia prostg analizg
wynikéw testu Porsolta (mozliwo$¢ wystagpienia btgdu w postaci wyniku fatszywie
negatywnego). Sam zwigzek NMDA w zastosowanej dawce nie ma wptywu na aktywnos¢
lokomotoryczng myszy (co wielokrotnie udowodniono w naszym laboratorium).

Otrzymane wyniki nie pozwalajg na jednoznaczne stwierdzenie, Ze chrom nie dziala

poprzez receptory NMDA.
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Ligand receptora NMDA Obserwowane zmiany

@700 | Premedykacja agonista NMDA Cze$ciowe zniesienie dzialania
przeciwdepresyjnego w FST
Obnizenie spontanicznej
aktywnosci lokomotorycznej
Premedykacja agonista NMDA Zniesienie dziatania
przeciwdepresyjnego

Subaktywna dawka antagonisty (CGP Augmentacja dzialania
37849, L-701,324, d-cykloseryna, MK-801) | przeciwdepresyjnego

Premedykacja agonista Zniesienie dziatania

przeciwdepresyjnego

Subaktywna dawka antagonisty(CGP Augmentacja dzialania
37849,L.-701,324, d-cykloseryna, MK-801) | przeciwdepresyjnego
Subaktywna dawka antagonisty (ketamina, | Augmentacja dziatania
MK-801, ifaprodil) przeciwdepresyjnego

Tabela 18 Rola receptoréw glutaminianergicznych NMDA w mechanizmach przeciwdepresyjnego
dzialania jonoéw metali.

Do grupy jonotropowych receptorow glutaminianergicznych zalicza si¢ rowniez
receptory AMPA, ktére zawdzigczajg nazwe swojemu specyficznemu agoniscie (propionian
a-amino-3-hydroksy-5metylo-4-izoksazolu). Receptory te, to tetrameryczne struktury
zbudowane z homologicznych podjednostek (Glu R1 - R4). Kazda podjednostka w czesci
zewnatrzkomorkowej posiada dwie domeny tworzace ksztalt litery V. Podjednostki tacza si¢
w pary tworzac dwa ,,V’-ksztattne dimery. Potaczenie z ligandem powoduje zblizanie si¢
zewnatrzkomoérkowych domen do siebie, co stwarza napr¢zenia w strukturze receptora
i powoduje otwarcie kanatu jonowego (przepuszczalnego dla: Na*© K*, Ca?"). Zlokalizowane
w centralnym systemie nerwowym receptory AMPA maja rozmaite funkcje, donosi si¢
0 znaczeniu transmisji poprzez receptory AMPA w procesach takich jak pamig¢, natezenie
uwagi oraz inteligencja (h). Duze nagromadzenie tych receptoroOw znajduje si¢ w korze
przedczolowej oraz hipokampie, czyli strukturach odpowiedzialnych migdzy innymi za
regulacj¢ nastroju, a dysfunkcje w obrebie tych struktur mozna powigzaé¢ ze zmianami
o0 charakterze depresji (Martinez-Turrillas i wsp., 2005).

Dla sprawdzenia roli receptorow AMPA w dziataniu przeciwdepresyjnym chromu
wykorzystano zwigzek NBQX (2,3-dihydroksy-6-nitro-7sulfoamoil-benzo [f] benzopirazyny-
2,3-dion), ktdry jest antagonistg tych receptorow (blokuje tez receptory kainianowe). Myszy,
u ktorych przed podaniem chromu zastosowano premedykacje zwigzkiem NBQX

nie wykazywaly skrocenia czasu bezruchu. Analiza spontanicznej aktywnosci

79



Badanie mechanizmu przeciwdepresyjnego dzialania soli chromu III

lokomotorycznej zwierzat po tacznym podaniu zwigzku NBQX oraz chromu w dawce
12 mg/kg nie wykazala réznic w porownaniu z grupa kontrolng (NaCl), co wskazuje, ze
wynik testu Porsolta jest specyficzny. Mozna wigc stwierdzi¢, ze neurotransmisja poprzez
receptory AMPA jest konieczna do wywolania efektu przeciwdepresyjnego, jaki
obserwowano po podaniu chromu.

Ciekawe wnioski ptyna z pracy Koike i jego wspdipracownikow (2011), ktorzy
pokazali, ze aktywno$¢ receptorow AMPA jest konieczna do manifestacji dziatania
przeciwdepresyjnego ketaminy (leku o niezwykle szybkim efekcie klinicznym). W tescie
zawieszania za ogon (TST) oraz modelu wyuczonej bezradnosci (LH) pokazali, ze
premedykacja NBQX blokuje efekt przeciwdepresyjny ketaminy, zaréwno ten szybki (30
minut po podaniu dootrzewnowym) jak i ten przedluzony (utrzymujacy si¢ do 72 godzin).
Czy podobienstwo mechanizmoéw dziatania chromu i1 ketaminy moze wskazywaé na
mozliwo$¢ szybkiej manifestacji efektu przeciwdepresyjnego badanego biometalu?
W kazuistycznych pracach McLeoda postulowano takg mozliwo$¢, lecz jest to jednak

za malo, aby méc pozostawi¢ ten problem bez dalszej weryfikacji.

Znaczenie receptorow AMPA w mechanizmie dzialania lekéw przeciwdepresyjnych
jest podkreslane juz od dawna. Zwiazki dziatajace przez te receptory moga wywotywad
korzystne efekty neurobiologiczne poprzez (Alt i wsp., 2006, Lynch i Gall, 2006, Llorens-
Martin i Trejo, 2011):

e Utatwianie powstawania LTP (long term potentation)

e Potencjalne powigkszanie sieci neuronalnych dzigki zwigkszaniu czasu trwania
oraz amplitudy EPSC (exitatory post synaptic current — naplywu jonow
po wzbudzeniu)

o Zwickszenie wydzielania BDNF, co zwigksza zywotno$¢ i tworzenie si¢ nowych
komorek nerwowych

e Indukcja ekspresji receptorow AMPA na niedojrzalych komodrkach moze

przeciwdziata¢ ANH (adult hippocampal neurogenesis)
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Ligandy receptora AMPA  Obserwowane zmiany
Premedykacja antagonista NBQX | Zniesienie dzialania przeciwdepresyjnego
w FST

Brak wplywu na lokomotoryke

Premedykacja antagonista NBQX | Zniesienie dziatania przeciwdepresyjnego
w FST

Subaktywana dawka ampakiny Augmentacja dziatania przeciwdepresyjnego
CX614

\'([=1s]9/-74 | Premedykacja antagonista NBQX | Zniesienie dziafania przeciwdepresyjnego
w FST

Premedykacja antagonista NBQX | Zniesienie dziatania przeciwdepresyjnego
wFSTiTST

Tabela 19 Rola receptoréw glutaminainergicznych AMPA w mechanizmach przeciwdepresyjnego
dzialania jonoéw metali.

Poréwnujac znaczenie jonotropowych receptoréw glutaminianergicznych w dziataniu
przeciwdepresyjnym chromu do innych znanych biometali stosowanych w leczeniu zaburzen
afektu zaznaczy¢ nalezy, ze dziatanie litu, magnezu i cynku jest bezposrednio zwigzane
z receptorami NMDA: taczenie magnezu i cynku ze zwigzkiem NMDA daje negatywny
wynik testu wymuszonego plywania, natomiast subaktywne dawki antagonistow receptora
NMDA takie jak: CGP 37849, L-701,324, d-cykloseryna czy MK-801 wzmacniajg ich
dziatanie (Poleszak, 2007, Szewczyk, 2010, Ghasemi, 2010). Zwigzki bedace antagonistami
receptora NMDA (ketamina, MK-801 oraz ifenprodil) zastosowane w dawkach
subaktywnych, po wzmocnieniu subaktywng dawka litu wykazaly znacznie nasilony efekt
przeciwdepresyjny.  Wskazuje to na  udziat  transmisji  glutaminianergicznej
w przeciwdepresyjnym dzialaniu litu (Ghasemi, 2010).

Rola receptorow AMPA w mechanizmie dziatania cynku i magnezu badana byta przy
zastosowaniu antagonisty NBQX (taczenie znosito skracanie czasu bezruchu obserwowane
po podaniu tego biometalu), oraz ampakiny: CX 614 (taczenie subaktywnych dawek dawato
pozytywny wynik testu wymuszonego ptywania) (Szewczyk, 2010, dane nie publikowane).
Rolg receptoréw AMPA w mechanizmie przeciwdepresyjnego dziatania litu zajmowata si¢
grupa Gould. W opublikowanej w 2008 roku pracy badali mechanizm dziatania litu
podawanego centralnie (zastosowanie podania ICV). Premedykacja antagonistami receptora
AMPA znosita skracanie czasu bezruchu myszy zar6wno w tescie wymuszonego ptywania

jak 1 w teScie zawieszania za ogon.
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W tym aspekcie (zalezno$¢ od aktywacji receptorow AMPA) mozna moéwi¢ o wyraznym
podobienstwie mechanizméw dziatania przeciwdepresyjnego chromu 1 pozostatych

aktywnych neurobiologicznie metali.

Wplyw modulacji aktywnosci receptoréow serotoninergicznych 5-HT5 i 5-HTa
na dzialanie przeciwdepresyjne soli chromu III w teScie Porsolta u myszy

Role uktadu serotoninergicznego w patogenezie zaburzen depresyjnych podkresla
hipoteza serotoninowa, sformutowana w pierwotnej postaci prawie 50 lat temu, mimo ze dzi$
ma juz jedynie znaczenie historyczne, stala si¢ podstawa burzliwego rozwoju
neuropsychofarmakologii. Zaktada ona, Zze depresyjne zmiany zachowania i samopoczucia
wynikaja z obnizonego stezenia serotoniny w os$rodkowym ukladzie nerwowym.
Jej potwierdzenia upatrywano w mechanizmie dziatania szeregu lekow przeciwdepresyjnych
polegajacym na nasilaniu aktywnos$ci ukladu serotoninergicznego przez zmniejszenie
doneuronalnego wychwytu serotoniny, lub tez poprzez hamowanie aktywnoSci
monoaminooksydazy (MAO), enzymu rozktadajacego serotoning (Glowinski i Axelrod, 1964,
Schildkraut, 1965, Coppen i Doodan, 1988).

W depresji, w ukladzie serotoninowym obserwuje si¢ obnizenie aktywnosci
presynaptycznej neurondw 5-HT, nasilong wrazliwos¢ o$rodkowych receptorow
postsynaptycznych 5-HT,a, oraz spadek wrazliwosci receptordw postsynaptycznych 5-HTia,
Dochodzi tez do zmiany w wychwycie 5-HT w obrgbie synapsy. Zgodnie ze zmodyfikowana
teorig serotoninowg, w depresji dochodzi do dysregulacji receptorow serotoninowych,
polegajacej na up - regulacji receptorow 5-HT,, 1 slabszej transmisji serotoninergicznej
poprzez receptory postsynaptyczne 5-HTjia. Wynika to z ostabienia aktywnos$ci czeg$ci
presynaptycznej uktadu 5-HT;a 1 obnizonej wrazliwo$ci/liczby samych receptorow 5-HTja.
Dodatkowo sugeruje si¢, ze receptory 5-HT, powoduja zaburzenia przewodzenia sygnatow
wewnatrzkomorkowych, i nawet zwiekszenie ich liczby nie umozliwia uzyskania

fizjologicznej odpowiedzi (Stahl, 1994, Cryan i Leonard, 2000, Cubata i Landowski, 2006).

W rodzinie receptoréw serotoninowych, receptor 5-HTian wydaje sie mieé
najistotniejsza role w zrozumieniu neurobiologicznych podstaw depresji. Jak juz wspomniano
powyzej, wrazliwos¢ 5-HTj1a zmienia si¢ w trakcie stosowania farmakoterapii (Goodwin,
1989, Cryan i Leonard, 2000), a w badaniach klinicznych przeprowadzonych z uzyciem

agonistow 5-HT;a wykazano spadek wrazliwosci receptora 5-HTia (McAllister-Williams
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I wsp., 1998). Wiadomo takze, ze aktywacja serotoninergicza w trakcie stosowania lekow
przeciwdepresyjnych modyfikuje ujemne sprzezenie zwrotne glikokortykoidéw na funkcje osi
LPPN (Cubata i Landowski, 2006). Badania analizujace funkcje receptora 5-HTia
prowadzono na myszach pozbawionych w wyniku manipulacji genetycznej tego receptora.
Obserwowano w nich zachowania odpowiadajace w warunkach modelowych Igkowi
I depresji (Heisler i wsp., 1998, Parks i wsp., 1998).

W przeprowadzonym eksperymencie badano efekt dziatania chromu po zablokowaniu
receptorOw serotoninowych 5-HTia oraz 5-HToac przy zastosowaniu specyficznych
antagonistow. Wyniki pokazaly nieznamienne statystycznie roznice czasoOw bezruchu,
co s$wiadczy¢ moze o braku lub jedynie cze$ciowym znaczeniu tych receptorow
w mechanizmie przeciwdepresyjnego dziatania chromu. Zaznaczy¢ nalezy, ze obserwowany
efekt byt wynikiem jednorazowego podania badanego zwiazku i pozwala wnioskowac¢ jedynie

0 bezposrednim wptywie pojedynczej dawki.

Ligandy receptorow serotoninowych Obserwowane zmiany

Premedykacja antagonistami Utrzymanie skrocenia czasu
(ritanseryna lub WAY 100635) bezruchu

Brak wptywu na lokomotoryke
Premedykacja antagonistami Zniesienie efektu
(ritanseryna lub WAY 100635) przeciwdepresyjnego
3 dniowe podanie pCPA
Premedykacja antagonistami Zniesienie efektu
(ritanseryna lub WAY 100635) przeciwdepresyjnego
3 dniowe podanie pCPA
Dodatek subaktywnych dawek lekow Efekt wzmacniajacy
przeciwdepresyjnych o serotoninowym
mechanizmie dziatania

Tabela 20 Rola receptoréw serotoninergicznych w mechanizmach przeciwdepresyjnego dzialania jonow
metali.

Zgota inne wyniki otrzymali badacze analizujacy role receptorow serotoninowych
5-HT1a oOraz 5-HT,ac w mechanizmie przeciwdepresyjnego dziatania innych biometali:
cynku 1 magnezu. Laczenie ich z ritanseryng oraz ze zwigzkiem WAY 100635 catkowicie
znosito dzialanie przeciwdepresyjne obserwowane w teScie wymuszonego plywania.
Skrécenia czasu bezruchu zwierzat nie obserwowano tez po zastosowaniu cynku/magnezu
u zwierzat poddanych trzydniowej premedykacji pCPA - zwigzkiem zmniejszajagcym
moézgowe zasoby serotoniny poprzez hamowanie jej biosyntezy (Szweczyk i wsp., 20009,
Cardoso i wsp., 2009, Poleszak, 2007, Poleszak i wsp., 2005).
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Znaczenie przekaznictwa serotoninowego analizowano réwniez w aspekcie dziatania litu,
i dowiedziono, ze uklad ten jest niezbedny dla =zaistnienia funkcji wzmacniajace]
(augmentacyjnej) dziatanie subaktywnych dawek LPD jakie wykazuje lit w stosunku do wielu

grup tych lekow (Hascoet i wsp., 1994, Nixon i wsp., 1994).

Z wykorzystaniem technik radioreceptorowych badano powinowactwo chromu do
transportera serotoniny (5-HT-T) oraz do receptora serotoninowego 5-HTia. Rolg tego
pierwszego biatka w CSN jest usuwanie serotoniny z przestrzeni synaptycznej, przez co
wplywa na efekt dziatania serotoniny, a jednocze$nie umozliwia jej ponowne uzycie przez
neuron presynaptyczny. Zmiany budowy i/lub dziatania transportera serotoniny obserwowano
w roznych stanach patologicznych: alkoholizm, zaburzenia obsesyjno-kompulsywne, fobie
spoteczne, nadci$nienie czy depresja, a takze stanach ,,fizjologicznych”: zakochanie, cho¢
w tym przypadku badano zmiany transportera zlokalizowanego na ptytkach krwi, a nie na
neuronach, jak mialo to miejsce w pozostalych przypadkach (Marazziti i wsp., 1999).
Transporter ten, nalezacy do wigkszej rodziny transporterow monoamin (NA, DA, 5-HT), jest
targetem dla wielu lekow przeciwdepresyjnych. Zaréwno leki zmniejszajace lgczenie
serotoniny do transportera (SSRI np. sertralina), jak i leki wykazujace efekt przeciwny:
zwigkszajace wigzanie serotoniny do transportera (SSRE np. tianeptyna) sg stosowane
W leczeniu zaburzen psychicznych (Caspi i wsp., 2003). Badany biometal wykazat brak
powinowactwa do 5-HT-T, natomiast powinowactwo do badanego receptora serotoninowego

okazato si¢ by¢ bardzo niskie, przez co nie moze mie¢ znaczenia farmakologicznego.

Wplyw modulacji aktywnosci receptorow adrenergicznych o i p na dzialanie
przeciwdepresyjne soli chromu III w tescie Porsolta u myszy

Rola noradrenaliny w patofizjologii depresji byla wielokrotnie potwierdzana (praca
przegladowa: Brunello 1 wsp., 2003), a jej znaczenia w mechanizmie dziatania lekow
przeciwdepresyjnych dowodzi choéby fakt istnienia grupy lekow, ktorych mechanizm
dziatania opiera si¢ na selektywnym hamowaniu doneuronalnego wychwytu noradrenaliny
(maprotylina, reboksetyna). Dodatkowo stwierdzono, ze myszy pozbawione genu transportera
dla noradrenaliny wykazuja w testach: zawieszania za ogon i wymuszonego ptywania profil
behawioralny zblizony do zwierzat poddanych kuracji reboksetyng, imipraming

lub dezipraming (Dziedzicka-Wasylewska i wsp., 2006).
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Poszczegdlne receptory ukladu noradrenergicznego réznig si¢ swoja funkcja
w aspekcie mechanizmu dziatania lekéw przeciwdepresyjnych. Blokada receptorow
a1 nasladuje objawy stanu depresyjnego (ktéry podobnie jak przewlekly stres moze by¢
powiazany z desensytyzacja tychze receptorow) (Stone i wsp., 2003). Pewne LPD wykazuja
wysokie powinowactwo do receptoréw ay (amitryptylina, mianseryna) oraz o, (doksepina,
imipramina, mirtazapina czy nortryptylina), co bedzie ich cechg charakterystyczng po podaniu
jednorazowym (Mutschler i wsp., 2001). Zupeknie inne dzialanie wywiera¢ bedg stosowane
w sposob chroniczny. Terapia taka, podobnie jak powtarzane wielokrotnie zabiegi
elektrowstrzasowe beda zwigksza¢ gesto$¢ receptorow ay W korze frontalnej i hipokampie
(Stone i wsp., 2003, Vetulani i wsp., 1984), natomiast ilo$¢ receptoroOw a, bedzie malala,
co jest zjawiskiem charakterystycznym zaréwno u chorych z depresja jak i 0sob poddanych

dhugofalowym czynnikom stresowym (Flugge i wsp.,2003, Stone i wsp., 2003).

W niniejszej pracy badano powinowactwo chromu do receptorow adrenergicznych oy
I B1. Wykorzystujac techniki radioreceptorowe i znakowane ligandy o duzej specyficznosci
([*H]prazosyna i [*H]CGP-12177) udowodniono, ze chrom nie posiada powinowactwa
do zadnego z wybranych receptoréw. Powinowactwo do tych receptorow nie stanowi
podstawy mechanizmu dzialania lekéw przeciwdepresyjnych, lecz czesto moze przyczyniacé
si¢ do powstawania dzialan ubocznych. Z tego punktu widzenia mozna powiedziec,
ze np. brak powinowactwa do receptorow a; jest cechg pozytywna i moze $wiadczy¢ o tym,
ze chrom nie bedzie wywolywat sedacji i spowolnienia. Z drugiej jednak strony blokowanie
adrenoreceptora oy moze prowadzi¢ do rozwoju zmian adaptacyjnych typu: up — regulacji,

a wieC zmian pozadanych z terapeutycznego punktu widzenia (Kostowski, 2001).

Czym sa opisywane powyzej zmiany adaptacyjne? Udowodniono, ze poO
wielokrotnych podaniach lekow przeciwdepresyjnych pojawiaja si¢ rozne efekty, stwierdzone
farmakologicznie, biochemicznie i elektrofizjologicznie, ktorych nie obserwowano po
podaniu jednorazowym. Te wtasnie zmiany nazwano adaptacyjnymi lub wtéornymi. Dotycza
czgsto postsynaptycznej cze¢sci neuronu. Istota zjawiska adaptacji jest zwiekszanie: up -
regulacja, lub zmniejszanie: down - regulacja wrazliwosci i/lub aktywnosci danego uktadu

neuroprzekaznikowego (Nowak 1997, Vetulani i wsp., 2000, Maj, 2000).
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Rodzaj receptora Typ zmiany wtérnej

o up —regulacja
(o) down — regulacja
By down — regulacja
5-HT down — regulacja
rec. dopaminergiczne | up — regulacja

Tabela 21 Najcze$ciej wystepujace typy zmian adaptacyjnych w wybranych ukladach
neuroprzekaznikowych (i).

Pierwszg wykrytg zmiang adaptacyjng byla B - adrenergiczna down - regulacja
(Vetulani i wsp., 1975). Efekt ten wywoluja elektrowstrzasy (ECS) oraz wigkszos¢ LPD
(TLPD, IMAO) za wyjatkiem SSRI, dla ktorych wyniki sa niejednoznaczne (Nalepa i wsp.,
1993). B — down - regulacja objawia si¢ zmniejszeniem zwlaszcza w przodomoézgowiu
gestosci 1/lub reaktywnosci receptoroOw 3 - adrenergicznych oraz obnizeniem syntezy cAMP
aktywowanej noradrenaling lub izoprenaling (Vetulani i wsp., 1975).

W ukladzie noradrenergicznym obserwowana jest tez up - regulacja receptoréw oy
Zjawisko to potwierdzono badaniami  behawioralnymi i elektrofizjologicznymi,
a wywolywane jest przez szereg LPD (np. inhibitory wychwytu zwrotnego NA 1 5-HT,
citalopram, tianeptyna (Maj i wsp., 1984, Menkes i wsp., 1980, 1981), mitrazapina (Rogéz
I wsp., 2002), reboksetyna (Rogoz i wsp., 2001), milnacipran (Maj i wsp., 2000) oraz ECS
(Vetulani i wsp., 1984).

B — down - regulacja moze by¢ wykorzystywana jako jeden z markeréw aktywnosci
przeciwdepresyjnej nowo odkrytych lekow (Duncan i wsp., 1985, Leonard 1997). Podobne

zastosowanie moze rowniez mie¢ analiza gestosci receptorow oy (Maj, 1984).

Analiza gestosci wybranych receptorow w korach frontalnych szczurdéw, ktorym przez
okres 2 tygodni podawano chlorek chromu w dawkach: 12 i 32 mg/kg data negatywne
wyniki. W badanych tkankach nie stwierdzono zmniejszenia gegstosci receptorow f, nie
odnotowano roéwniez zwigkszenia gestosci receptorow a;. Czy wynik ten dowodzi braku
dziatania przeciwdepresyjnego chromu? Oczywiscie nie. Dzi§ wiadomo, ze nie wszystkie leki
o klinicznie udowodnionym dziataniu przeciwdepresyjnym zmieniaja gesto$¢ korowych

receptorow adrenergicznych (np. SSRI nie wywotuja B — down - regulacji).
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Lek/terapia
TLPD

Zmiany wtorne
up — regulacja receptorow oy
up — regulacja postsynaptycznych rec 5-HTa
down — regulacja rec 5-HT,
down — regulacja autoreceptorow 5-HT1a 1 5-HT g
down — regulacja rec 5-HT,
down — regulacja receptorow oy
down — regulacja autoreceptorow 5-HT1a
down — regulacja rec 5-HT,
up — regulacja receptoréw oy
up — regulacja receptoréw 5-HT,
.| up—regulacja postsynaptycznych receptoréw 5-HT1a

IMAO

|
SSRI

Tabela 22 Zmiany w ukladach receptorowych obserwowano podczas dlugotrwalego stosowania
leku/terapi (za Kostowski, 2001).

W niniejszym eksperymencie, w celu podkreslenia roli noradrenaliny w mechanizmie
przeciwdepresyjnego dziatania soli chromu III postluzono si¢ trzema ligandami
adrenoreceptorow: prazosyng (antagonista receptoroOw o), johimbing (antagonista receptorow
ap) oraz propranololem (antagonistg receptorow P1). Analiza wynikow pozwolita stwierdzié,
ze jedynie zastosowanie premedykacji propranololem catkowicie zniosto dzialanie
przeciwdepresyjne chromu, pozostate ligandy wptynety jedynie nieznacznie na zmiang czasu
bezruchu, co mozna zinterpretowa¢ jako brak znaczenia lub jedynie cze$ciowy ich wpltyw
na manifestacje dziatania przeciwdepresyjnego chlorku chromu III.

Otrzymane wyniki beda kolejng cechg roéznicujaca mechanizmy przeciwdepresyjnego
dziatania chromu, cynku, litu i magnezu. Skrdécenie czasu bezruchu w tescie Porsolta
uzyskane po podaniu soli magnezu byto catkowicie zniesione przez premedykacje prazosyng
oraz johimbing, co wskazuje na zaangazowanie noradrenergicznych receptorow oy I ap
w mechanizm osrodkowego dziatania tego metalu (Cardoso 1 wsp., 2009).

Jednak w pracy Poleszak i wsp. (2005) pokazano, ze subaktywna dawka magnezu nie dziata
jako $rodek augmentacyjny i nie pozwala na uwidocznienie efektu przeciwdepresyjnego
subaktywnej dawki reboksetyny. Podobnie podanie litu nie wzmacnia dziatania LPD
o noradrenergicznym mechanizmie dziatania (desipramina, maprotilina) (Nixon i wsp., 1994).
Natomiast podanie cynku nasila dziatanie dezipraminy (Silny inhibitor wychwytu zwrotnego
noradrenaliny przy bardzo stabym wplywie na serotoning) w tescie zawieszenia U myszy
(TST) (Cunha i wsp., 2008). Obserwacja ta wskazuje na udzial noradrenaliny
w przeciwdepresyjnym dziataniu magnezu, co stanowi¢ bedzie kolejny wspolny element

faczacy mechanizmy dzialania chromu i magnezu.
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Metal  Ligandy receptoréw
adrenergicznych

Obserwowane zmiany

@1 700011 | Premedykacja: prazosyna Utrzymanie efektu
przeciwdepresyjnego
johimbing Utrzymanie efektu
przeciwdepresyjnego
propranololem Calkowite zniesienie skrocenia
czasu bezruchu
Laczenie z subaktywnymi dawkami lekow Dziatanie wzmacniajace
o noradrenergicznym mechanizmie dziatania
\/[=1slcr4 | Premedykacja prazosyng i johimbing Zniesienie efektu
przeciwdepresyjnego
Laczenie z subaktywnymi dawkami lekow Brak dziatania wzmacniajacego
0 noradrenergicznym mechanizmie dzialania | terapi¢

Tabela 23 Rola receptoréw adrenergicznych w mechanizmach przeciwdepresyjnego dzialania jonéw
metali.

Wplyw modulacji aktywnosci receptorow dopaminergicznych D; i D, na dzialanie
przeciwdepresyjne soli chromu III w teScie Porsolta u myszy

W latach siedemdziesiatych XX wieku zwrdcono uwage na mozliwos¢ udzialu
transmisji DA w powstawaniu objawow depresyjnych, a w 1975 roku sformulowano
dopaminowa koncepcje depresji (Kapur i Mann, 1992). Wprowadzenie kolejnej aminy
biogennej do neuropsychofarmakologii wynikato zaréwno z danych klinicznych, jak i badan
laboratoryjnych. Wiadomo bylo, ze nieselektywne IMAO nasilaja nie tylko przekaznictwo
5-HT i1 NA, ale réwniez DA. Wiadomo bylo rowniez, Ze rezerpina (substancja generujaca
objawy depresyjne) doprowadza w os$rodkowym ukladzie nerwowym do ubytku trzech
wymienionych monoamin (Willner, 1997). Pacjenci cierpigcych na chorobe Parkinsona
czesto manifestujg objawy depresji (40-76%) (Gorczowski i Sobow, 2006). Z drugiej strony
odnotowano stabe dzialanie przeciwdepresyjne L-DOPA (u okoto 1,5% pacjentdow moze
generowa¢ stany hipomaniakalne) (Goodwin, 1971). Podobny efekt obserwowany jest
po lekach, ktore poprzez rdézne mechanizmy nasilajg przekaznictwo dopaminergiczne
(bromokryptyna, amantadyna, metylofenidat, amfetamina i metyloamfetamina) (Gorczowski
I Sobow 2006; Puzynski, 2002). Wigkszo$¢ lekow przeciwdepresyjnych, niezaleznie
od mechanizmu dziatania, doprowadza do nasilenia transmisji dopaminergicznej
w wybranych rejonach mozgu (jadro poétlezace, kora przedczotowa) (Willner, 1997).
Taki efekt rozwija si¢ powoli, po dtugotrwatym zastosowaniu lekow (SSRI, TLPD, IMAO),

elektrowstrzaséw lub deprywacji snu. Moze by¢ to wynikiem zwigkszenia wrazliwosci
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postsynaptycznych receptorow D,/D3 w uktadzie mezolimbicznym oraz wzrostem ekspres;ji
mRNA receptorow Dj3 na terenie jadra potlezacego (Dudek i Siwek, 2008).

W teScie wymuszonego pltywania u szczuréw (FST), skuteczno$¢ agonistow Do/D3 jest
porownywalna do lekéw przeciwdepresyjnych, a dziatanie LPD moze zosta¢ oslabione
lub zniesione po zastosowaniu antagonistow dopaminergicznych (Willner, 1997; Dunlop
I Nemeroff, 2007). Wyniki te sugeruja, ze receptory Do/D3 mogag stanowi¢ punkt docelowy
dla lekéw przeciwdepresyjnych (mimo roéznic w mechanizmach dziatania) w przebiegu
przewlektego leczenia. Pobudzenie transmisji dopaminergicznej odbywa si¢ prawdopodobnie
poprzez synapsy 5-HT i NA zlokalizowane w ciele migdalowatym, korze przedczolowej
oraz hipokampie, z ktérych to miejsc odchodza projekcje glutaminianergiczne kierujace sig
do neuronow dopaminergicznych jadra potlezacego (Dudek i Siwek, 2008). Fakt,
ze wigkszo$¢ lekéw  przeciwdepresyjnych nie ma bezposredniej aktywnos$ci
dopaminergicznej, a ich wptyw na to przekaznictwo jest posredni, moze stanowi¢ jedno
z wytlumaczen dla obserwowanej latencji dzialania przeciwdepresyjnego, jak i niskiej

czy niepetnej skutecznos$ci lekow przeciwdepresyjnych (Willner, 1997, Dudek 1 Siwek, 2008).

W  przeprowadzonym eksperymencie w celu zweryfikowania roli receptorow
dopaminergicznych D; i D, w dziataniu przeciwdepresyjnym soli chromu III zastosowano
dwa ligandy: SCH 23390 (antagonist¢ receptorow D;) oraz sulpiryd (antagoniste receptorow
D,), a analiza czaso6w bezruchu po ich lacznym podaniu z chromem w dawce aktywnej

ujawnita znaczacg role receptorow D; oraz jedynie czesciowq rolg receptorow Do.

Badania nad znaczeniem receptoréw dopaminergicznych w przeciwdepresyjnym
dzialaniu magnezu wykonane przy zastosowaniu podobnej metodyki wykazaly
zaangazowanie obu typow receptorow: D; i D2, gdyz oba zastosowane ligandy (SCH 23390
oraz sulpiryd) podane lacznie z aktywna dawka magnezu catkowicie znosity skrocenie czasu
bezruchu obserwowane po podaniu badanej soli (Cardoso i wsp., 2009).

Badania wptywu cynku na receptory D; i D, rowniez wykazaly ciekawe efekty.
W odroéznieniu od innych badanych kationow, ktore wykazywaly dzialanie bardzo stabe lub
catkowity brak dziatania, cynk hamowat wigzanie specyficznych antagonistow do receptoréw
dopaminergicznych, a antagonizm ten wydaje si¢ mie¢ charakter antagonizmu
allosterycznego (Schetz i Sibley, 1997).

Kolejny biometal: lit wykazuje wielokierunkowy wptyw na uktad dopaminergiczny (praca

przegladowa: O’Donnell 1 Gold, 2007). Wykazano miedzy innymi, Ze u gryzoni moze
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on blokowaé¢ zmiany metabolizmu dopaminy w CSN spowodowane dtugotrwata ekspozycja
na neuroleptyki (neuroleptyki moga wywotywaé zwickszona wrazliwos¢ receptorow
dopaminergicznych, co stoi u podstaw powstawania poznych dyskinez).
Pokazany w przeprowadzonym obecnie eksperymencie udzial neuroprzekaznictwa
dopaminergicznego w mechanizmie dziatania przeciwdepresyjnego chromu upodabnia go do
pozostatych biometali: litu, cynku i magnezu.

Co ciekawe, dopaminergiczny mechanizm dziatania chromu doskonale wpisuje si¢
w profil kliniczny pacjentow z depresjg atypowa. Wydaje si¢ bowiem, ze w podtypie depresji
z dominacja spowolnienia psychoruchowego, anhedonig, nadmierng sennoscia, mg¢czliwoscia,
utrata motywacji, dysfunkcja dopaminergiczna moze odgrywaé kluczowa role (Dudek

i Siwek, 2008).

DA

Zainteresowanie
Nastrgj
Uwaga/koncentracja
Motywacja
Przyjemnos$¢/nagroda

Aktywnos¢ psychomotoryczna

5-HT
Zainteresowanie
Nastroj
Lek
Obsesje — kompulsje
Fobie

Zaburzenia taknienia

NA

Zainteresowanie
Nastroj
Lek
Czujnos¢
Aktywnos$¢ psychomotoryczna

Energia/meczliwos¢

Energia/meczliwos¢

Tabela 24 Rola neuroprzeaznikéw monoaminergicznych w regulacji nastroju i zachowania
— na podstawie: Dudek i Siwek (2008).

Badanie wzmacniania efektu przeciwdepresyjnego LPD przez jednorazowe
podanie soli chromu I w tescie Porsolta u myszy

Jak juz wspominano, leki stosowane w leczeniu zaburzen depresyjnych daja
zadawalajace efekty lecznicze w 65-70% przypadkéw (Paul 1 Skolnick, 2003), dlatego wcigz
aktualnym polem poszukiwan jest okreslenie metody wzmacniania farmakoterapii depresji
srodkiem, ktory spehni jedno z dwoch zadan; skroci czas trwania ,,okienka terapeutycznego”,
czyli czasu koniecznego do poprawy stanu pacjenta, i/lub zwigkszy odsetek pacjentow
reagujacych w sposob zadawalajacy na zastosowang farmakoterapi¢. Zatem kolejnym etapem
badania chromu w aspekcie stosowania go w farmakoterapii depresji byta analiza efektow

taczenia tego metalu z subaktywnymi dawkami uznanych lekow przeciwdepresyjnych.
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Do eksperymentu wybrano cztery leki:
e Imipramine (tréjcykliczny lek przeciwdepresyjny)
¢ Fluoksetyne (selektywny inhibitor wychwytu serotoniny)
¢ Reboksetyne (selektywny inhibitor wychwytu noradrenaliny)
e Bupropion (zaliczany do lekow 0 nietypowym mechanizmie

dziatania/ukierunkowany na uktad dopaminergiczny)

Wszystkie leki, za wyjatkiem bupropionu, po potaczeniu z subaktywna dawka chromu
(6 mg/kg), wywotaly znamienne statystycznie skrocenie czasu bezruchu u badanych zwierzat.
Wskazuje to na mozliwos¢ zastosowania chromu jako srodka wzmacniajgcego farmakoterapie
depresji przy uzyciu TCPD, SSRI oraz SNRI. Efekt ten zdaje si¢ potwierdza¢ wczesniejsze
wyniki dowodzace roli uktadow: NA i 5-HT w mechanizmie przeciwdepresyjnego dzialania
chromu (leki o mechanizmach opartych 0 serotoning i noradrenaling sg wzmacniane
podaniem subaktywnej dawki chlorku chromu). Zaskakuje negatywny wynik proby
wzmacniania dziatania bupropionu subaktywna dawka chromu, przez co nie udalo si¢

potwierdzi¢ roli dopaminy w jego mechanizmie dziatania.

Zastosowanie chromu jako S$rodka wzmacniajacego klasyczng farmakoterapie
zaburzen afektu pojawia si¢ od samego poczatku klinicznych badan nad chromem. McLeod
i wsp. (1999) opisywali kazus dystymicznego pacjenta leczonego sertraling (SSRI), u ktorego
dodatek chromu dal znakomite efekty, pozwalajace nawet na odstawienie podstawowego
leku. W tej samej publikacji przedstawiono histori¢ chorego leczonego jednocze$nie
chromem 1 litem. Autorzy podkreslali brak efektow niepozadanych (jedynie obecne rowniez
przy stosowaniu chromu w monoterapii: wzmozone $nienie), oraz korzystny wplyw na sposob
odzywiania si¢ (zmniejszona ochota na stodycze). Wskazana przez McLeod’a oraz przez
wyniki przeprowadzonych obecnie testow mozliwo$¢ stosowania chromu jako $rodka
wzmacniajgcego farmakoterapi¢ depresji jest kolejnym aspektem upodobniajgcym chrom
do litu, cynku i magnezu.

Najobszerniejsza literature opisujaca skuteczno$¢ wzmacniania farmakoterapii lekow
przeciwdepresyjnych posiada oczywiscie lit, ktory obok benzodiazepin oraz lekow
przeciwpsychotycznych byl jednym z pierwszych badanych 1 stosowanych Srodkow

augmentacyjnych. Oczywiscie samo dziatanie przeciwdepresyjne litu nie jest az tak dobrze
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znane 1 opisane jak jego efekt przeciwmaniakalny, istnieje jednak wiele prac
dokumentujacych jego korzystne dziatanie w leczeniu depresji (pierwsze doniesienie
0 dzialaniu litu w modelu zwierzgcym znalazto si¢ w polskim czasopismie w 1987 roku:
Eroglu i Hizal). Obecnie o licie mowi sie, ze jest najlepiej przebadang metodg wzmacniania
farmakoterapii depresji dla pacjentow niereagujacych na monoterapi¢ (praca przegladowa:
Bauer i wsp., 2010).

Stosunkowo nowymi (zwlaszcza w poréwnaniu z litem) biometalami proponowanymi
jako $rodki wzmacniajgce farmakoterapi¢ depresji sg magnez i cynk. Zasadno$¢ wyboru
cynku mozna juz podeprze¢ pierwszymi badaniami klinicznymi (Nowak i wsp. 2003, Siwek
I wsp., 2009), gdzie cynk z powodzeniem stosowano jako wzmocnienie leczenia imipraming
i SSRI. Dziatanie magnezu U pacjentow depresyjnych sugeruja prace o ograniczonej warto$ci

dowodowej (bez kontrolnej §lepej proby, itp.) (Szewczyk i wsp., 2008).

W pracy Li i wsp. (2003) pokazano jak potencjalizatory AMPA, jak np. LY 392098
mozna stosowa¢ w charakterze augmentatoréw terapii przeciwdepresyjnej. Badany zwigzek
wzmacnial dziatanie imipraminy, fluoksetyny i citalopramu, czyli wykazywal podobny profil
jak badany obecnie chrom, ktory dla manifestacji swojego dzialania wymaga obecnosci
niezablokowanych receptorow AMPA. Czy mozna zatem stwierdzi¢, ze chrom jest
potencjalizatorem AMPA? Hipoteza ta wydaje si¢ by¢ prawdziwa lecz wymaga jeszcze

wykonania dalszych badan potwierdzajacych jej stusznos¢.

Chrom i dzialanie przeciwl¢kowe.

Wspotwystepowanie depresji 1 leku jest tematem o niezwykle diugiej historii.
Wspélnymi czynnikami ryzyka dla zaburzen lekowych i depresyjnych sa: pte¢ zenska,
powiktania okotoporodowe i choroby psychiczne u rodzicow (Jaeschke i wsp., 2010).
Prawdopodobienstwo wystgpienia zaburzen lekowych po epizodzie depresyjnym jest duze
I wynosi: 47-58% (Stein i Hollander, 2004). Wsrod dzieci z depresja od 30 do 77% ma
rowniez zaburzenia lgkowe (Angold i Costello, 1993).

Dzi$ czestos¢ tego zjawiska zmusza do zadania pytania: czy wystgpowanie nasilonych
objawow depresji i leku wskazuje na obecno$¢ dwoch réznych proceséw chorobowych,
czy tez jednego, dajacego dwa rodzaje symptomow (Jaeschke i wsp., 2010). Niezaleznie
od tego wiadomo, ze wspotistnienie depresji i leku skutkuje nasileniem niezwykle
niepokojacych objawow: poczucia winy, niskiej samooceny, bezsennosci, anhedonii,
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zaburzen seksualnych, mysli hipochondrycznych i innych, ktore obnizajac jakos¢ zycia czesto
doprowadzajg do hospitalizacji pacjenta. Obserwuje si¢ tez zwigkszong ,,opornos$¢” pacjentow
na stosowana farmakoterapi¢ (Stein i Hollander, 2004, Altamura, 2004). Pacjenci tacy
wymagajg wiec czesto stosowania politerapii lub augmentacji terapii farmakologicznej.

Jedna z teorii probujacej thumaczy¢ czeste nakladanie si¢ symptoméw depresji 1 Igku
jest model neurohormonalny. Wskazuje on na nadmierng aktywno$¢ osi HPA (podwzgorze-
przysadka-nadnercza), co jest istotnym czynnikiem powstawania lgku. Gdy dysfunkcja
ta nabiera charakteru przewlektego, moze prowadzi¢ do rozwoju depresji. Obecnie uwaza sig,
ze na poziomie neurofizjologicznym zaburzenia lgkowo-depresyjne moga by¢ roéwniez
nastepstwem  dysfunkcji ukltadow monoaminoergicznych: noradrenergicznego oraz
serotoninergicznego (Jaeschke i wsp., 2010).

Wspotwystepowanie depresji 1 lgku wymaga od klinicystow stosowania terapii
0 szerokim spektrum dziatania. Co ciekawe, jony metali: cynku i magnezu wykazuja
korzystny wplyw zar6wno w zaburzeniach afektywnych jak i zmianach lgkowych. Magnez,
ktory wigze swoje dzialanie przeciwlekowe z dzialaniem na receptory GABA-A oraz
wymagajacy sygnalizacji poprzez receptory NMDA (Poleszak i wsp., 2008, Poleszak, 2008)
znany byl jako srodek przeciwlekowy od lat 60-tych ubiegtego wieku, dzi§ badany jest pod
katem dziatania przeciwdepresyjnego (Poleszak i wsp., 2005, Poleszak, 2007). Odwrotng
histori¢ posiada cynk, ktorego przeciwdepresyjne dziatanie udowodnione w wielu testach
zwierzecych (praca przegladowa: Szewczyk i wsp., 2008) oraz badaniach klinicznych
(Lai 1 wsp. 2012; np. Siwek i wsp., 2009), poprzedzitlo doniesienia o dzialaniu
przeciwlgkowym (Partyka i wsp., 2011).

W niniejszej pracy wykonano wstepny test badajacy dziatanie przeciwlgkowe chromu.
Zastosowano test uniesionego labiryntu krzyzowego u szczuré6w z uzyciem dawek
analizowanych w tescie Porsolta. Otrzymano ambiwalentne wyniki: Zzadna zastosowana
dawka chromu nie zmieniata podstawowych elementow zachowania analizowanych w teScie
(leki przeciwlgkowe powinien zwigksza¢ liczbe wejs¢, dystans i/lub czas spedzony
w otwartych czeSciach labiryntu (Pellow i File, 1986). Znamienno$¢ statystyczng uzyskano
natomiast dla ilosci wej$¢ do ramion ciemnych labiryntu dla dawki posredniej (12 mg/kg).
Interpretacja wynikow jest zatem niejednoznaczna, i konieczne wydajg si¢ by¢ dalsze badania
z zastosowaniem innych modeli. Koniecznos¢ te potwierdza rowniez niejednoznaczno$¢
wynikéw uzyskanych przez Khanam i Pillai (2007), ktorzy jako pierwsi analizowali

mozliwo$¢ zastosowania soli chromu III jako $rodka anksjolitycznego. Z zastosowaniem testu
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uniesionego labiryntu krzyzowego badali oni dziatanie pikolinianu chromu stosowanego
w sposob chroniczny. Réwniez w tym przypadku podstawowe parametry badane w tescie
nie ulegly zmianie (Obserwowany wzrost ilosci wej$¢ do ramion otwartych nie uzyskat
znamiennoSci statystycznej). Badacze wykryli jednak wzrost procentowej preferencji ramion

otwartych, co wg nich moze $wiadczy¢ o anksjolitycznym dziataniu chromu.
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Podsumowanie

Jaka jest dawkozalezno$¢ dzialania przeciwdepresyjnego chromu u myszy i szczurow?

o Chrom III wykazuje dzialanie przeciwdepresyjne zar6wno u myszy jak i u szczuré6w

o Dawki aktywne u obu gatunkéw gryzoni to:
u muszy: 12 mg/kg chlorku chromu 111 (2,34 mg/kg jonéw chromu III)
u szczurow: 32 mg/kg chlorku chromu 1 (6,25 mg/kg jonow chromu I1II)

o Krzywa dawkozaleznosci u muszy ma ksztalt dzwonu, z obserwowanym

wyciszeniem efektu przy wyzszych dawkach

Jaka role odgrywaja uklady neuroprzekaznikowe w manifestacji dzialania

przeciwdepresyjnego u myszy?

o Znaczaca role w manifestacji efektu przeciwdepresyjnego chromu III odgrywaja
receptory: AMPA, B; oraz Dj:
e Podanie NBQX (antagonisty receptorow AMPA) przed podaniem aktywnej
dawki chromu catkowicie znosi jego dziatanie
e Podanie propranololu (antagonisty receptorow [;) jako premedykacji przed
podaniem chromu catkowicie znosi jego dziatanie
e Podanie SCH 23390 (antagonisty receptorow D;) blokuje dziatanie aktywnej

dawki chromu u myszy

o Receptory: NMDA, a; i ap, 5-HT; i 5-HT,ac nie biorg bezposredniego udziatu

w mechanizmie przeciwdepresyjnego dziatania chromu, lub udziat ten jest czesciowy
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Czy istnieje mozliwos¢ stosowania chromu jako s$rodka wzmacniajacego

farmakoterapie depresji w modelu zwierzecym?
o Chrom moze by¢ stosowany jako srodek wzmacniajacy farmakoterapi¢ depresji
o  Wrazliwo$¢ na wzmocnienie wykazaty
e Imipramina (TLPD)
e Fluoksetyna (SSRI)
e Reboksetyna (SNRI)
o Bypropion, lek o nietypowym mechanizmie dziatania nie wykazal wrazliwo$ci
na augmentacje sola chromu III
Czy po chronicznym podaniu chromu w mézgach szczuréw powstaja zmiany
adaptacyjne w obrebie receptoréw B-adrenergicznych i a-adrenergicznych?

o Chrom III po 14 dniach nie wytworzyl zmian adaptacyjnych w obrgbie receptoréw [3;

o Nie obserwowano rowniez zmian wtornych w obrebie receptoréw o

Jakie jest powinowactwo chromu 111 do wybranych receptorow w mozgu szczura?

o Chrom III nie posiada powinowactwa do receptorow:
[ ] (05}

e B

o Chrom nie posiada powinowactwa do transportera serotoniny (5-HT-T)

o Powinowactwo chromu do receptorow 5-HTa jest bardzo niskie
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Czy doniesienia o potencjalnym dzialaniu przeciwlekowym soli chromu III w modelu

zwierzecym potwierdza si¢ w niniejszych badaniach?

o Wyniki przeprowadzonego testu nie potwierdzaja doniesien o przeciwlekowym dziataniu

chromu

Whnioski

1. Chrom III wykazuje dziatanie przeciwdepresyjne w tescie Porsolta (wymuszonego

plywania) u myszy i szczurow.

2. Mechanizm przeciwdepresyjny chromu III jest zwigzany =z uktadem
glutamatergicznym (gtownie przez receptory AMPA), uktadem adrenergicznym
(gtownie przez receptory Pi1) 1 ukladem dopaminergicznym (gltéwnie przez

receptory D).

3. Mechanizmy  przeciwdepresyjnego  dziatania  chromu III  wskazuja
na podobienstwo tych mechanizméw do mechanizméw klasycznych lekow

przeciwdepresyjnych oraz innych biometali (cynk, magnez, lit).

4. Wyniki badan prezentowanych w tej rozprawie dostarczaja dalszych przed-
klinicznych dowodow na przeciwdepresyjng aktywno$¢ chromu III oraz wskazuja
na mozliwo$¢ potencjalizacji terapii przeciwdepresyjnej przez suplementacje

tym biometalem.
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Streszczenie

Chrom to mikroelement, ktory znajdujac si¢ na trzecim stopniu utlenienia jest
zaangazowany w insulinozalezne przemiany weglowodanow, wpltywa tez na przemiany
lipidowe. Dobrze zbilansowana dieta, w ktorej sktad wchodza owoce, warzywa, migso, ryby
1 zboza jest wystarczajagcym jego zrddlem. Przypadki niedoboréow zywieniowych chromu
u ludzi sg niezwykta rzadkoscia, lecz potwierdzajg role tego biopierwiastka w ustroju. Obecne
na rynku suplementy diety oparte o rozne sole trojwartoSciowego chromu (gléwnie pikolinian
chromu 1ll) generuja tylko w Stanach Zjednoczonych sprzedaz o wartosci 100 milionow
dolaréw rocznie. Producenci podkreslaja wptyw chromu na rézne funkcje organizmu:
zmniejszanie apetytu i ochoty na stodycze, zwigkszanie beztluszczowej masy ciata, utatwianie
budowy masy migsniowej u atletow, utrata masy, ochrona przed insulinoopornoscia
1 nietolerancjg glukozy oraz ochrona przed cukrzyca typu II.

Nowym kierunkiem badan nad rola chromu w organizmie czltowieka stala si¢
neuropsychofarmakologia. Badania laboratoryjne pokazaty, ze chrom moze zmieniac
poziomy neuroprzekaznikow zaangazowanych w patofizjologi¢ depresji a opisy
kazuistycznych przypadkow podkreslaty niezwykle korzystny wplyw suplementacji chromem
na przebieg choréb afektywnych, zwlaszcza dystymii i depresji atypowe;j.

Przedstawiona praca bada role receptoréw glutamatergicznych i monoaminergicznych
w mechanizmie przeciwdepresyjnego dziatania soli chromu III. Wykonano réwniez badania
dziatania przeciwlekowego tego biometalu. Zamierzone cele osiagnigto dzigki zastosowaniu
testow behawioralnych: test Porsolta (wymuszonego ptywania) u myszy i szczurdw, test
uniesionego labiryntu krzyzowego, oraz testow radioreceptorowych: metoda inhibicyjna
I saturacyjna. WYNIKI: Chrom Il wykazuje w tescie wymuszonego ptywania dawkozalezny
efekt przeciwdepresyjny zaré6wno u szczurow (dawka aktywna: 32 mg/kg) jak i u myszy
(dawka aktywna: 12 mg/kg). Wykazano, ze do manifestacji tego efektu niezbgdna jest
sygnalizacja poprzez receptory AMPA, B i D;. Chrom Il zastosowany w dawce subaktywnej
wzmacnia dziatanie subaktywnych dawek imipraminy, fluoksetyny i reboksetyny. Podania
chroniczne u szczuro6w nie zmieniaja jednak gestosci receptorow B i ag adrenergicznych
w korze frontalnej. Nie obserwowano réwniez wilasciwosci przeciwlgkowych chromu IlI.
Reasumujac, nalezy podkresli¢, ze chrom Il pod wzgledem mechanizmu dziatania wykazuje
pewne podobienstwa do cynku, magnezu i litu. Jednakze kazdy z nich, ze wzglgdu na réznice

w tychze mechanizmach wykazywac bedzie unikalny profil neuropsychofarmakologiczny.
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Abstract

Chromium is an essential metal, as a trivalent compound is used in the human body
in insulin-dependent glucose utilization and lipids metabolism. Well-balanced diets, consists
of: fruits, vegetables, meat, fish, grains, are capable to cover the requirement of chromium
completely. Cr 11l deficiency cases are extremely rare, but shows the role of this bioelement
in organism. Nevertheless, it is reported that in United States chromium supplements (mainly
CrPic) generates sales for more than US$100 million annually. Producers indicate the role
of Cr 111 nutrient supplements in: reducing carbohydrate carvings and appetite, increasing lean
body mass, optimal body building for athletes, losing weight, prevention of insulin resistance
and glucose intolerance and prevention of type 2 diabetes mellitus.

There is a new direction of research of the role of chromium I in human organism:
neuropsychopharmacology. Experiments show that chromium is able to change levels of
neurotransmitters involved in pathophysiology of depression, and casual cases of patients
using chromium supplementation demonstrate its benefit role in affective disorders, especially
dysthymia and atypical depression.

This paper examine the role of glutamatergic and monoaminergic receptors
in antidepressant-like action of chromium. Furthermore, the evaluation of anxiolytic-like
action of chromium was done. Two behavioral tests were employed: Porsolt’s test (forced
swim test) in mice and rats, elevated plus maze, and two methods of radioreceptor binding:
inhibition and saturation. RESULTS: Chromium Ill exhibits antidepressant-like effect
in a dose-dependent manner (active dose: 12 mg/kg for mices, 32 mg/kg for rats). The
AMPA, B and D, receptor signaling is necessary for this activity. Subactive dose of chromium
augments antidepressant activity of imipramine, reboxetine and fluoxetine. Chronic treatment
with chromium 111 did not alter the B- or a;-adrenoceptors’ density in rat frontal cortex.
No anxiolytic-like action of chromium was noticed. SUMMARY: Mechanism of
antidepressant-like activity of chromium 111 is in some points similar to zinc, magnesium and
lithium. However, each of them because of their own mechanisms, may display unique

neuropsychopharmacological profile.
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Spis rysunkow

Rysunek 1 Molekularne mechanizmy psychofarmakologicznej aktywnosci cynku. (+) - pobudzanie szlaku, (-) -
hamowanie szlaku, LPD — leki przeciwdepresyjne, NA/5-HT — uk#ad adrenergiczny i serotoninergiczny, CREB -
biatko wigzgce si¢ z elementem odpowiedzi na cAMP, BDNF - neurotroficzny czynnik pochodzenia mozgowego,
GKS-3 — kinaza syntazy glikogenu-3, NMDA i AMPA — jonotropowe receptory glutaminianergiczne, | mGIuR — |
klasa metabotropowych receptorow glutaminianergicznych, Il mGluR — II klasa metabotropowych receptoréw

glutaminianergicznych (za Szewczyk i wsp., 2008). 19

Rysunek 2 Molekularne mechanizmy psychofarmakologicznej aktywnosci magnezu. (+) - pobudzanie szlaku, (-) -
hamowanie szlaku, LPD — leki przeciwdepresyjne, NA/5-HT — uktad adrenergiczny i serotoninergiczny, CREB -
biatko wigzgce si¢ z elementem odpowiedzi na cAMP, BDNF - neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego,
GKS-3 — kinaza syntazy glikogenu-3, NMDA — jonotropowe receptory glutaminianergiczne (za Szewczyk i wsp.,
2008). 20

Rysunek 3 Mechanizm wspdoldziatania chromu i insuliny w procesie utylizacji glukozy. In - insulina, Glu -

glukoza, Cr - chrom, ApoLC - apochromodulina (Apo-low molecular weight chromium binding substance). (za
Vincent, 2000 a) 28

Rysunek 4 Mozliwe punkty uchwytu chromu w Sciezce amplifikacji dziatania insuliny (zaznaczono czerwonymi
strzatkami). Transdukcja sygnalu przez receptor insulinowy (IR). Po polgczeniu hormonu z ekstracelularng
domeng o receptor zmienia swojg konformacje aktywujgc kinaze tyrozynowq wchodzqcq w sktad podjednostki f.
Enzym katalizuje autofosforylacje receptora oraz jednoczasowq fosforylacje IRS. Miejsca fosforylacji
zlokalizowane sq na domenach tqczgcych sie z domenami takimi jak biatko p-85, i Grb2. Polgczenie tych bialek
Z IRS prowadzi do ich aktywacji inicjujgc jednoczesnie sciezki sygnatowe takie jak kaskada Ras-Raf-MAPK czy
sciezka kinaz serynowych/treoninowych PIP3. Impulsy plyngce poprzez te sciezki sygnalizacyjne prowadzq do
powstawania roznorodnych efektow biologicznych: inhibicja apoptozy, fosforylacja biatka tau, regulacja
wydzielenia APP czy tez zmiana transkrypcji genow. (za Plum i wsp., 2005 oraz Vincent, 2010). 29
Rysunek 5 Reakcja Fentona — reakcja nadtlenku wodoru z jonem metalu(Il), bedgca metodg wytwarzania
rodnika hydroksylowego opisana przez brytyjskiego chemika H.J.H. Fentona w 1876 r. W uktadach
biologicznych reakcje te mogq katalizowac jony zelaza, miedzi, kobaltu, niklu, manganu, chromu: szczegolnie w

formie skompleksowanej z chelatorami. 35

Rysunek 6 Wptyw 1-krotnego podania CrCls (Cr) lub imipraminy (IMI) na czas trwania bezruchu w tescie
Porsolta u myszy. Wynik podano jako srednia +SEM (n=10). # p<0,01 *p<0,05 vs. grupa kontrolna (NaCl).
Test post hoc: Dunnet. 51

Rysunek 7 Wplyw 1-krotnego podania CrCls na spontaniczng aktywnosé lokomotoryczng myszyw 2, 6 i 30
minucie testu. Wynik podano jako Srednia £+SEM (n=9-10). * p<0,05, # p<0,01 vs. grupa kontrolna (NaCl). Test
post hoc: Dunnet. 52

Rysunek 8 Wplyw 1-krotnego podania CrCls na spontaniczng aktywnosé lokomotoryczng myszy w czasie
wykonywania testu Porsolta (6 minuta — 2 minuta). Wynik podano jako srednia +SEM (n=9-10). 52
Rysunek 9 Wphw modulacji aktywnosci receptorow glutaminianergicznych na zmiang czasu bezruchu

wywolanego podaniem chromu w tescie Porsolta u myszy. Wynik podano jako srednia +SEM (n=8-15). **
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p<0,001 # p<0,01 vs. grupa kontrolna (NaCl), *p<0,05 vs. grupa chromowa (Cr) Test post hoc: Bonferroni's
Multiple Comparison Test. 53

Rysunek 10 Wplyw lgcznego podania ligandow receptorow glutaminianergicznych i chromu na spontaniczng
aktywnosc¢ lokomotoryczng myszy w 2, 6 i 30 minucie testu. Wynik podano jako srednia £SEM (n=6). # p<0,01
vs. grupa kontrolna (NaCl). Test post hoc: Dunnet. 54

Rysunek 11 Wplyw lgcznego podania ligandow receptorow glutaminianergicznych i chromu na spontaniczng
aktywnos¢é lokomotoryczng myszy w czasie trwania testu Porsolta (6 minuta — 2 minuta). Wynik podano jako
Srednia £SEM (n=6). *p<0,05 vs. grupa kontrolna (NaCl) Test post hoc: Dunnet. 55

Rysunek 12 Wphw modulacji aktywnosci receptoréw serotoninergicznych na zmiang czasu bezruchu
wywolanego podaniem chromu w tescie Porsolta u myszy. Wynik podano jako srednia =SEM (n=8-12). **
p<0,001 vs. grupa kontrolna (NaCl). Test post hoc: Bonferroni's Multiple Comparison Test. 56
Rysunek 13 Wplyw lgcznego podania ligandow receptorow serotoninergicznych i chromu na spontaniczng
aktywnosc¢ lokomotoryczng myszy w 2, 6 i 30 minucie testu. Wynik podano jako Srednia +SEM (n=6-7). 56
Rysunek 14 Wplyw lgcznego podania ligandow receptorow serotoninergicznych i chromu na spontaniczng
aktywnosé lokomotoryczng myszy w czasie trwania testu Porsolta (6 minuta — 2 minuta). Wynik podano jako
srednia xSEM (n=6-7). 57

Rysunek 15 Wplyw modulacji aktywnosci receptorow noradrenergicznych na zmiang czasu bezruchu
wywotanego podaniem chromu w tescie Porsolta u myszy. Wynik podano jako srednia £SEM (n=8-10). #
p<0,01 vs. grupa kontrolna (NaCl), # p<0,01 vs. grupa chromowa (Cr) . Test post hoc: Bonferroni's Multiple
Comparison Test. 57

Rysunek 16 Wplyw lgcznego podania ligandow receptorow adrenergicznych i chromu na spontaniczng
aktywnos¢ lokomotoryczng myszy w 2, 6 i 30 minucie testu. Wynik podano jako srednia £SEM (n=6). _____ 59
Rysunek 17 Wphyw tgcznego podania ligandow receptorow noradrenergicznych i chromu na spontaniczng
aktywnosé lokomotoryczng myszy w czasie trwania testu Porsolta (6 minuta — 2 minuta). Wynik podano jako
srednia 2SEM (n=6). 59

Rysunek 18 Wplyw modulacji aktywnosci receptorow dopaminergicznych na zmiang czasu bezruchu
wywotanego podaniem chromu w tescie Porsolta u myszy. Wynik podano jako srednia £+SEM (n=10-12). **
p<0,001 vs. grupa kontrolna (NaCl), # p<0,01 vs. grupa chromowa (Cr) . Test post hoc: Bonferroni's Multiple

Comparison Test. 60

Rysunek 19 Wpbyw tgcznego podania ligandow receptorow dopaminergicznych i chromu na spontaniczng
aktywnosé¢ lokomotoryczng myszy w 2, 6 i 30 minucie testu. Wynik podano jako Srednia £SEM (n=6). #
p<0,01 vs. grupa kontrolna. Test post hoc: Bonferroni's Multiple Comparison Test. 61

Rysunek 20 Wplyw lgcznego podania ligandow receptorow dopaminergicznych i chromu na spontaniczng
aktywnosc¢ lokomotoryczng myszy w czasie trwania testu Porsolta (6 minuta — 2 minuta). Wynik podano jako
Srednia +SEM (n=6). 61

Rysunek 21 Wplyw lqcznego podania subaktywnej dawki chromu (Cr 6.0mg/kg) oraz subaktywnych dawek lekow
przeciwdepresyjnych (Fx-fluoksetyna, Reb-reboksetyna,) na czas bezruchu u myszy w tescie wymuszonego
phywania. Wynik podano jako srednia 2SEM (n=6-12). ** p<0,001 vs. grupa kontrolna (NaCl), # p<0,01 vs.

grupa chromowa (Cr 6.0), Test post hoc: Bonferroni's Multiple Comparison Test. 62
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Rysunek 22 Wplyw Igcznego podania subaktywnej dawki chromu (Cr 6.0mg/kg) oraz subaktywnej dawki leku

przeciwdepresyjnego: bupropionu (Bup 1mg/kg) na czas bezruchu u myszy w tescie wymuszonego plywania.

Wynik podano jako srednia =SEM (n=6-10). 63

Rysunek 23 Wplyw lgcznego podania subaktywnej dawki chromu (Cr 6.0mg/kg) oraz subaktywnej dawki leku
przeciwdepresyjnego: IMI-imipraminy na czas bezruchu u myszy w tescie wymuszonego plywania. Wynik
podano jako Srednia =SEM (n=9-12). 63
Rysunek 24 Wplyw tqcznego podania chromu i LPD (Fx-fluoksetyna, Bup-bupropion, Reb-reboksetyna, IMI-

imipramina) na spontaniczng aktywnosc lokomotoryczng myszy. Wynik podano jako srednia £SEM (n=6).
*p<0,05 vs. grupa kontrolna (NaCl), Test post hoc: Bonferroni's Multiple Comparison Test. 65
Rysunek 25 Wplyw podania chromu (Cr) lub imipraminy (IMI) na czas bezruchu w tescie Porsolta u szczurow.
Wynik podano jako srednia =SEM (n=8-10). # p<0,01 vs. grupa kontrolna (NaCl). Test post hoc: Dunnet.__ 66
Rysunek 26 Wplyw podania chromu (Cr) lub imipraminy (IMI) na czas pltywania w tescie Porsolta u szczurow.

Wynik podano jako srednia £SEM (n=8-10). 66

Rysunek 27 Wplyw podania chromu (Cr) lub imipraminy (IMI) na czas wspinania w tescie Porsolta u szczurow.
Wynik podano jako srednia +SEM (n=8-10) ). # p<0,01 * p<0,05 vs. grupa kontrolna (NaCl). Test post hoc:
Dunnet. 66

Rysunek 28 Wplyw jednorazowego podania chromu w trzech dawkach (Cr 6, Cr 12 oraz Cr 32) na
aktywnosc eksploracyjng szczurow wyrazong jako catkowity czas spedzony w ramionach otwartych i
zamknietych, suma wejs¢ do obu rodzajow ramion, catkowity dystans oraz ilos¢ ambulacji w ramionach X i Y
(otwartych i zamknigtych) uniesionego labiryntu krzyzowego. Wynik podano jako srednia £SEM (n=6-8).___ 67
Rysunek 29 Wplyw jednorazowego podania chromu w trzech dawkach (Cr 6, Cr 12 oraz Cr 32) na wybrane
parametry zachowan szczurow w tescie uniesionego labiryntu krzyzowego wyrazone jako % kontroli. Wynik
obliczano jako srednia dla grup o liczebnosciach (n=6-8). * p<0,05 VS grupa kontrolna (NaCl). Test post hoc:
Dunnet. 69

Rysunek 30 Gestos¢ receptorow beta-adrenergicznych w korach frontalnych szczurow po wielokrotnym podaniu
chromu (Cr) imipraminy (IMI) wyrazona jako ilos¢ fentomoli na miligram biatka. Wynik podano jako srednia

+SEM (n=5). #p<0,05 vs. grupa kontrolna (NacCl). Test post hoc: Dunnet. 70

Rysunek 31 Przykiadowy wynik analizy saturacyjnej. 70
Rysunek 32 Gestosé receptorow alfa-adrenergicznych w korach szczuréw po wielokrotnym podaniu chromu (Cr)
wyrazona jako procent gestosci tych receptorow w korach zwierzqt kontrolnych (NaCl). Wynik podano jako

Srednia £SEM (n=35). 71

Rysunek 33 Przyktadowy wynik analizy saturacyjnej. 71
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Wykaz stosowanych skréotéw

ADHD - Attention Deficit Hyperactivity Disorder, czyli Zespét nadpobudliwo$ci
psychoruchowej z deficytem uwagi, okreslany takze jako zaburzenia hiperkinetyczne

AMPA - jonotropowy receptor glutaminianergiczny (nazwa od specyficznego agonisty:
kwasu 2-amino-3-(5-metyl-3-0kso-1,2- oksazol-4-yl)-propanowego)

Al - Adequate Intake) (National Academ of Sciences USA) wystarczajace spozycCie: horma
zywieniowa uznawana na podstawie eksperymentalnych badan lub obserwacji przecigtnego
spozycia zywnosci przez osoby zdrowe 1 prawidlowo odzywione

APA - American Psychiatric Association, Amerykanskie Towarzystwo Psychiatryczne

APP - Amyloid Precursor Protein, biatko zwigzane z btong komodrkowa o najwigckszym
zageszczeniu w synapsach neuronalnych o jak na razie nieznanej funkcji, taczone
z neuroplastyczno$cig. Jest prekursorem AP (beta amyloidu), ktérego forma fibrylarna
stanowi podstawowy budulec ptytek amyloidowych u pacjentow cierpigcych na chorobe
Alzheimera

Akt - Kinaza serynowo-treoninowakodowana przez gen AKTI1, moze by¢ szybko
i specyficznie aktywowana miedzy innymi przez ptytkowy czynnik wzrostu. Aktywacja
zachodzi poprzez kinazag 3 fosfatydyloinozytolu. Czynniki surwiwalowe poprzez jej
aktywacje moga hamowac¢ apoptozg, kinaza AKT dokonuje nastgpnie fosforylacji
i dezaktywacji czynnikow proapoptotycznych. Punktowa mutacja genu AKT wywotuje
syndrom Proteusza (inaczej zespot Wiedemanna).

BBB - Blood-Brain Barier, bariera krew-mozg

Bax - proteina X powigzana z Bcl-2, biatko promujace apoptoze poprzez wspotzawodniczenie
z whasciwym biatkiem Bcl-2.  Gen BAX to pierwszy zidentyfikowany gen dla
proapoptotycznej rodziny biatek Bcel-2

Bcl-2 — biatko antyapoptotyczne

BDNF - Brain Derived Neurotrophic Factor, neurotroficzny czynnik pochodzenia
mozgowego

Bup — bupropion
CAMP - 3'5'-cykliczny adenozynomonofosforan
CHO - Chinese Hamster Ovary cells, linia komorkowa

CREB - cAMP response element-binding, biatko wigzace si¢ z elementem odpowiedzi na
CAMP

CSN - Centralny System Nerwowy
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DA — dopamina
DAG - 1,2-diacyloglicerol
DNA - DeoxyriboNucleic Acid, kwas deoksyrybonukleinowy

DSM-IV - Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, klasyfikacja zaburzen
psychicznych Amerykanskiego Towarzystwa Psychiatrycznego wydanie czwarte

EPSC - Exitatory Post Synaptic Current, naptywu jonow po wzbudzeniu

ESADDI - Estimated Safe and Adequate Daily Dietary Intake, najwicksza dawka dla ktore;j
nie obserwowano skutkow ubocznych, norma zywieniowa

FDA - Food and Drug Administration, Agencja do spraw zywnosci i lekow
Flu — fluoksetyna

FOXO-1 - forkhead box protein O1A, czynnik transkrypcyjny

FST - Forced Swim Test, test Porsolta, test wymuszonego ptywania
GABA - kwas gamma-aminomastowy, kwas y-aminomastowy

GABA-B — metabotropowy receptor kwasu y-aminomastowego

GAP-43 - Growth Associated Protein 43, neuromodulina, cytoplazmatyczne biatko tkanki
nerwowej, bierze udzial w formowaniu, regeneracji i plastycznosci aksonow

GLUT4 - GLUcose Transporters, transporter glukozy typ czwarty
GKS-3 — kinaza syntazy glikogenu-3,

Grb2 - Growth factor receptor binding protein 2

GTF - Glucose Tolerance Factor, czynnik tolerancji glukozy

HAM-D-29 - HAMilton Depression Rating Scale, rozszerzona, 29-punktowa skala oceny
depresji wg. Hamiltona

H295R — linia komorkowa ludzkich komoérkach adrenokortykalnych

HDL - High Density Lipoprotein, lipoproteina o wysokiej gestosci

HPA - Hypothalamic-pituitary-adrenal axis, o$ podwzgorze- przysadka-kora nadnerczy
5-HT — serotonina

5-HT-T — transporter serotoniny
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5-HTP — 5-hydroksytryptofan, prekursor serotoniny

IARC - International Agency for Research on Cancer, Miedzynarodowa Agencja Badania
Raka

ICD-10 - International Statistical Classification of Disease and Relatted Problems,
Miedzynarodowa Klasyfikacja Choréb i Problemow Zdrowotnych opracowana przez WHO

IMAO - Inhibitory MonoAminoOksydazy

IMAO-A - Inhibitory MonoAminoOksydazy izoformy A
IMAO-B - Inhibitory MonoAminoOksydazy izoformy B
IMI — imipramina

IND - Investigational New Drug, status substancji: nadanie nowego wskazania dla
zastosowania w lecznictwie

IR - Insulin Receptor, receptor insulinowy

IRS - Intracellular Insulin Receptor Substrate, wewnatrzkomoérkowy substrat receptora
insulinowego

Jak - janus kinase or "Just another kinase", grupa wewnatrzkomérkowych kinaz nazwane
imieniem rzymskiego boga Janusa o dwoch twarzach ze wzgledu na obecno$¢ dwoch niemal
identycznych domen (jedna dziata jako kinaza, druga hamuje dzialanie pierwszej)

JCR:LA - szczury Jamesa C Russella, otyle ze wzgledu na brak receptora dla leptyny

KT — Kwasy Ttuszczowe

LMWCr - Low Molecular Weight Chromium binding substance, niskoczasteczkowa
substancja wigzgca chrom

LD - Lethal Dose, dawka $miertelna oznacza dawke¢ substancji, jaka powoduje $mieré
okreslonego gatunku zwierzat po jej wchionigciu

LDso - Lethal Dose 50%, termin w toksykologii okreslajacy dawke substancji toksycznej,
obliczany w miligramach na kilogram masy ciala, potrzebnej do usmiercenia 50% badane;j
populacji

LDL - Low Density Lipoprotein, lipo proteina o niskiej gestosci

LPD — Leki PrzeciwDepresyjne

LPPN - O$ Limbiczno-Podwzgoérzowo-Przysadkowo-Nadnerczowej

MAPK - Miogen Activated Protein Kinase, kinazy aktywowane mitogenem
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MARCKS - enzym kodowany przez gen MARCKS, ktory odpowiada miedzy innymi za
ksztatt komorki, transport trans-membranowi oraz cykl komérkowy

MGIuR | — I klasa metabotropowych receptorow glutaminianergicznych

MGIuR 11— II klasa metabotropowych receptoréw glutaminianergicznych

MRNA — matrycowy kwas rybonukleinowy

MRI - Magnetic Resonance Imaging, obrazowanie metodg rezonansu magnetycznego

mSOS - son of sevenless, okreslenie to odnosi si¢ do grupy genow kodujacych GEF (guanine
nucleotide exchange factors), ktore moga dziata¢ jako podrodzina Ras

NA — noradrenalina

NBQX - (2,3-dihydroksy-6-nitro-7sulfoamoil-benzo[f]benzopirazyny-2,3-dion),
NMDA - N-metylo-D-asparaginian, jest agonistg neuronalnego receptora NMDA
NO - tlenek Il azotu Il

ODbRD - leptin receptor, receptor leptyny

p85 - jednostka regulatorowa kinazy PI3K

P110 - catalytic subunit of PI3K, podjednostja katalityczna PI3K

PDK - Protein Dependent Kinase

PEI — polietylenoimina

PI3K - Phosphatidyl Inositol 3-Kinase, kinaza fosfatydylo 3-inozytolu

PIP2 - phosphatidylionsitol diphosphate, bisfosforan fosfatydyloinozytolu

PIP3 - phosphatidylionsitol triphosphate, trifosforan fosfatydyloinozytolu

PLN — PoLski Nowy ztoty, symbol walutowy ztotego, zapisany w standardzie ISO 4217
PKC - Protein Kinase C, kinaza biatkowa C

PMS - PreMenstrual Syndrome, zespotu napigcia przedmiesigczkowego

Praz — prazosyna

Prop — propranolol

PTEN - Phosphatase and Tensin homolog Deleted on Chromosome ten, ludzki gen
o dzialaniu supresyjnym na guzy zlokalizowany na chromosomie 10
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Raf - proto-oncogene serine/threonine protein kinase, grupa bialek bioracych udziat
w transdukcji sygnalow mitogennych z btony komoérkowej do jadra.

Ras — rodzina biatek nalezacych do grupy matych GTP-az

REM - Rapid Eye Movement, faza snu, w ktorej wystepuja szybkie ruchy gatek ocznych, sen
paradoksalny

SAD - Seasonal Affective Disorder, choroba afektywna sezonowa

SCH — SCH 23390, antagonista receptoréw Dy

SSRE - Selective Serotonin Reuptake Enhancers — leki przeciwdepresyjne, ktore
w odroznieniu od SSRI i TLPD powoduja nasilenie zwrotnego wchtaniania serotoniny przez

neurony

SSRI - Selective Serotonin Reuptake Inhibitor, selektywne inhibitory zwrotnego wychwytu
serotoniny, grupa lekéw przeciwdepresyjnych.

SNRI — Selective Norepinephrine Reuptake Inhibitor, selektywne inhibitory wychwytu
zwrotnego noradrenaliny

Sulp - sulpiryd
STZ — streptozotocyna

Tau - grupa bialek bioracych udziat w stabilizacji mikrotubuli obecne gtéwnie w centralnym
systemie nerwowym, ich dysfunkcja prowadzi do neurodegeneracji np. choroby Alzheimera

TC — Total Cholesterol, catkowity cholesterol

TLPD - Tojcykliczne Leki PrzeciwDepredyjne

TPN — Total Parenteral Nutrition, jedna z form leczenia Zzywieniowego polegajaca
na dostarczaniu drogg dozylng wszystkich niezbednych sktadnikow, wchianianych

w normalnych warunkach przez przewod pokarmowy

TST — Tail Suspension Test, test zawieszania za ogon, test skryningowy dla zwigzkoéw
o dziataniu przeciwdepresyjnym

3T3-L1 - linia komoérkowa wyprowadzona z komoérek 3T3, stosowana w badaniach
naukowych tkanki thuszczowe;j

Reb - reboksetyna
Rit — ritanseryna

WAY - WAY 100635, antagonista receptorow 5-HT1a
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WNT - Sciezka sygnatowa zbudowana z sieci protein o dobrze udokumentowanej roli
w embriogenezie, kancerogenezie, ale tez w normalnych procesach fizjologicznych komoérek
osobnikéw dorostych

Yoh - johimbina
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