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Padaczka jest jedna z najczestszych chordb neurodegeneracyjnych, charakteryzujaca
sie tendencja do nieprowokowanych, nawracajacych napadow padaczkowych. Uwaza sig,
ze jej przyczyng sg zaburzenia rownowagi miedzy ukladami pobudzajgcymi a hamujgcymi
w OUN. Na calym $wiecie liczba os6b chorych na to schorzenie moze wynosi¢c nawet
65 milionow. Celem terapii przeciwpadaczkowej jest osiggniecie jak najlepsze) kontrol
napadow, przy mozliwie najstabszych dzialaniach niepozadanych. Obserwacje kliniczne
wskazuja, ze pomimo dostepnosci szerokiego spektrum lekow przeciwpadaczkowych (LPP),
okolo 30% pacjentow z padaczkg stosujacych leczenie farmakologiczne nie zostaje
uwolnionych od napadéw padaczkowych. Z drugiej strony, u wielu z nich odpowiednio
ulozona politerapia przynosi poprawe kontroli napadow. Niestety liczne dziatania
niepozgdane LPP sg jedng z gtoéwnych przyczyn zaprzestania ich stosowania przez pacjentow.
Pomimo znaczacego postepu technologii oraz rozwoju branzy farmaceutycznej nadal
nie dysponujemy idealnym LPP, a te dost¢pne pozwalajg jedynie na leczenie objawow
padaczki, a nie przyczyn choroby. Istnieje potrzeba prowadzenia dalszych badan nad
opracowaniem nowych LPP mogacych zapobiega¢ rozwojowi choroby, ktorych stosowanie
nie powodowaloby ucigzliwych efektéw niepozadanych. W poszukiwaniach tych lekow
uzytecznym moze by¢ organizm modelowy, jakim jest danio prggowany.

Danio to gatunek ryb akwariowych, ktory w ostatnich latach stal si¢ bardzo
popularnym organizmem wykorzystywanym w farmakologii 1 neurobiologii. Przeprowadzone
na nim badania behawioralne pozwalaja na analiz¢ dziatania réznych substancji na OUN
danio, jak réwniez daja mozliwos¢ wykazania ich ewentualnych etektéw niepozadanych.
Metoda wywolywania napadow drgawkowych u danio poprzez zanurzenie w roztworze PTZ
pozwala na ocene wilasciwosci przeciwdrgawkowych testowanych substancji. Stosujgc
wlasciwy system punktowania oraz pomiary czasowe kolejnych stadiow napadu, sredni wynik

badan dla grup eksperymentalnych stanowi istotny wskaznik obrazujgcy nasilenie badz
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ostabienie drgawek po podaniu badanej substancji. Wsrod wielu zalet tego gatunku zwierzat
laboratoryjnych, wymieniane sg rowniez niewielkie rozmiary oraz niskie koszty ich
utrzymania. Ponadto przeprowadzone z ich udzialem badania czesto wymagajg uzycia
niewielkich 1losci odczynnikow.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wplywu wybranych LPP podanych
dootrzewnowo (i.p.) na aktywnos¢ drgawkowa w doswiadczalnym modelu drgawkowym
indukowanym zanurzeniem dorostego danio w roztworze PTZ. Sposrod klasycznych lekow
przeciwpadaczkowych wybrano VPA, PHT, CBZ, DZP, PB, natomiast sposrod lekoéw nowej
generacji zastosowano LTG, TPM, FBM, LEV. Pierwszym zadaniem bylo wyznaczenie czasu
ich maksymalnego dziatania oraz wyznaczenie dawek skutecznych lekow w tym konkretnym
modelu doswiadczalnym. Kolejnym celem byla ocena testowanych LPP pod katem
wystepowania dzialan niepozadanych u ryb z wykorzystaniem komory pomiarowe;
oraz oprogramowania analizujagcego behawior dorostych osobnikow. Zbadano ich wpltyw
na aktywnos¢ ruchowa oraz zachowania legkowe u tych ryb. Dodatkowo oznaczono st¢zenia
poszczegolnych lekéw w homogenatach catych danio. Wyniki te porownano z danymi
z piSmiennictwa naukowego, w szczegdlnosci z odpowiednimi oznaczeniami stezen LPP
w mozgach gryzoni.

Wykorzystujac zmodyfikowany system oceny drgawek pentetrazolowych u danio
dla kazdego LPP wyznaczono czas maksymalnego jego dziatlania po podaniu i.p. Dla VPA
byto to 5 min, PHT — 60 min, CBZ — 30 min, DZP — 60 min, PB — 60 min, LTG — 60 min,
TPM — 60 min, FBM — 60 min, LEV — 45 min.

VPA podany w zakresie dawek 75-200 mg/kg powodowal istotne statystycznie
wydtuzenie latencji SI napadu drgawkowego. Dla SII podobny etfekt zaobserwowano
w zakresie 100-200 mg/kg, a dla SIII jedynie przy dawce 200 mg/kg. PHT w zakresie dawek
10-30 mg/kg powodowala istotne statystycznie wydtuzenie latencji SI drgawek. Dla SII
podobny efekt zaobserwowano wobec dawek 15 1 30 mg/kg. Nizsza skutecznosc
przeciwdrgawkowa zaobserwowano w przypadku CBZ, gdzie jedynie dawka 50 mg/kg
spowodowatla istotne statystycznie wydluzenie latencji SII 1 SIII napadu drgawkowego.
DZP w dawce 1 1 2 mg/kg istotnie opdznit SI napadu drgawkowego. W przypadku SII 1 SIII
podobny efekt zaobserwowano jedynie przy dawce 2 mg/kg. PB w zakresie dawek
5-20 mg/kg powodowal istotne statystycznie wydluzenie latencj1 SI drgawek. W przypadku
SII 1 SIII podobne wydtuzenie latencji zaobserwowano jedynie przy dawce 20 mg/kg. LTG
w zakresie dawek 8-15 mg/kg powodowala istotne statystycznie wydluzenie latenc)i

wszystkich faz napadu drgawkowego wywotywanych zanurzeniem w PTZ. Wszystkie uzyte
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dawki TPM opo6znily napad drgawkowy jedynie dla SI drgawek u'ryb. Dla SII 1 SIIT podobny
efekt zaobserwowano w zakresie 20-50 mg/kg. FBM podawany w dawkach 30 1 60 mg/kg
opOznit jedynie SI napadu drgawkowego. LEV w zakresie dawek 10-30 mg/kg w sposob
istotny statystycznie wydluzyt latencje SI napadu drgawkowego. Podobny efekt
zaobserwowano wobec dawek 151 30 mg/kg dla SII 1 SIII.

Analiza wynikéw aktywnosci ruchowej u danio po podaniu klasycznych 1 nowych
LPP wykazata istotny statystycznie spadek tej aktywnosci u ryb po DZP 1 TPM.

Wyniki testéw oceniajacych wplyw badanych LPP na zachowania lekowe u danio
wykazaly, ze po stymulacji swiattem z wykorzystaniem kombinacji kolorow czerwony/zolity
dziatanie anksjolityczne wobec awersyjne] barwy zélte; wystepowalo po podaniu PB, FBM,
TPM, PHT. Niewielki efekt przeciwlekowy zaobserwowano w przypadku pojedynczych
dawek VPA, DZP 1 LEV.

Rezultaty oznaczen biochemicznych wykonanych metoda HPLC w homogenatach
calych ryb wykazaly, jakie srednie stezenie lekow utrzymywalo si¢ w organizmie ryb
w czasie ich maksymalnego dzialania. Istnieje prawdopodobienstwo, ze roznice w wielkosci
stezen niektérych lekdw w organizmach gryzoni 1 danio mogg wynikac z szybszego przebiegu
procesow ich eliminacji przez nerki oraz skrzela u ryb.

Podsumowujac, uzyskane wyniki pokazujg, ze badane LPP wykazujg ro6zna
skutecznos¢ przeciwdrgawkowa w kolejnych stadiach napadu drgawkowego inicjowanego
PTZ u dorostych danio. Ponadto wykorzystana w doswiadczeniu metodyka pozwolita
na rejestracje dzialan niepozadanych niektorych LPP u ryb. Zaprezentowane w niniejszej
pracy doswiadczenia stanowily probe wyznaczenia standardowych procedur, ktorych
stosowanie mogloby ulatwi¢ prowadzenie badan podstawowych nad padaczkg

z wykorzystaniem zwierzecego modelu laboratoryjnego innego niz gryzonie
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