FARMAKOTERAPIA W PSYCHIATRII I NEUROLOGII, 2007, 2, 109-117

Praca poglagdowa
Review

ApaM HAMED!, ANNA SKORZEWSKAZ, MALGORZATA LEHNER?, ADAM PraZNik!?

Tofizopam. W poszukiwaniu mechanizmow dzialania
2,3-benzodiazepin

Tofisopam. The investigation of the mechanism of 2,3-benzodiazepines
(homoftalazines) action

Zaktad Farmakologii Klinicznej i Do§wiadczalnej Akademii Medycznej w Warszawie
?Zaklad Neurochemii Instytutu Psychiatrii i Neurologii w Warszawie

STRESZCZENIE

Wiekszos¢ stosowanych w klinice lekéw przeciwlekowych to substancje strukturalnie zwigzane z 1,4-benzodiazepina-
mi. Tofizopam byt pierwszg z pochodnych réznigcych sie od tzw. klasycznych benzodiazepin ulokowaniem atoméw azotu,
tzn. w przypadku tofizopamu atomy azotu sgsiadujg ze sobg w pozycji 2,3-. Ta réznica w strukturze czasteczki prawdopo-
dobnie odpowiedzialna jest za odmienny profil farmakologiczny oraz kliniczny tofizopamu.

Od lat 60. zsyntetyzowano szereg substancji z rodziny 2,3-benzodiazepin i nazwano te grupe homoftalazynami. Nie-
ktére z tych substancji np. tofizopam, girizopam, nerizopam — wykazujg efekt przeciwlekowy oraz przeciwpsychotyczny.
Miejsca wigzania homoftalazyn réznig sie od tych, z ktérymi sie wigzg klasyczne 1,4-benzodiazepiny. Lezje chemiczne
systemu striato-pallido-nigralnego, uszkodzenie chirurgiczne szlakéw strato-nigralnych oraz ekspresja biatka c-Fos w zwo-
jach podstawy mo6zgu po podaniu 2,3-benzodiazepiny wskazuje, ze homoftalazyny strukturalnie zwigzane z tofizopamem
wiaza sie z neuronami projekcyjnymi prazkowia. Mechanizm dzialania 2,3-benzodiazepin pozostaje nie znany. Tofizopam
zwieksza powinowactwo 1,4-benzodiazepin do miejsca benzodiazepinowego w receptorze GABA-A. Przypuszcza sie, ze
efekt dzialnia tofizopamu moze wigzaé sie wplywem na transmisje GABA-ergiczng, jednakze w poré6wnaniu w 1,4-benzo-
diazepinami nie wykazuje on wlasciwosci przeciwdrgawkowych. Tofizopam wywiera réwniez wplyw depresyjny na uktad
dopaminergiczny. Inne badania nad mechanizmem dzialania homoftalazyn wskazuja na prawdopodobng role w transduk-
cji sygnatu opioidowego. Artykul ten podsumowuje wiedze na temat farmakologii 2,3-benzodiazepin strukturalnie zwigza-
nych z tofizopamem.

SUMMARY

A great number of anxiolytics used in the clinical practice is structurally related to 1,4-benzodiazepines. Tofisopam is
the first derivative which differs from the so-called classical benzodiazepines in the position of the nitrogen atoms i.e. in
the case of tofisopam they are vicinals (2,3-).The difference in its structure is suspected to be responsible for the different
pharmacological and clinical profile of tofisopam.

Since 60’, several members of the 2,3-benzodiazepine (homophtalazines) family have been synthesized. Some of this
compounds- tofizopam (Grandaxin®), girizopam, narizopam — exert anxiolytic and antipsychotic activites. Sites in the
brain where actions homophtalazines are mediated differ from those of 1,4-benzodiazepines.

Chemical lesioning of the striato-pallido-nigral system, surgical transactions of the striato-nigral pathway and activa-
tion of c-fos expression in basal ganglia after application of 2,3-benzodiazepines suggest that these compounds mainly bind
to projecting neurons in the striatum. The mechanism of homophtalazines action is still unknown. Tofizopam increases
the affinity of benzodiazepine receptors (a benzodiazepine binding site on GABA-A receptors) for 1,4-benzodiazepines.
The psychoactive effect of tofizopam seems to be mediated by influencing GABAergic transmission, however, in contrast to
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1,4-benzodiazepines, tofizopam has no anticonvulsive potency. Tofiopam also exert an inhibitory influence on the dopami-
nergic system. Few studies on the mechanism of action of 2,3-benzodiazepines indicate their possible role in opioid signal

transduction. The present paper summarizes the main pharmacological actions of the 2,3-benzodiazepines family.

Stowa kluczowe: leki przeciwlekowe, 2,3-benzodiazepiny, homoftalazyny, tofizopam, badania przedkliniczne

Key words: anxiolytic drugs, basal ganglia, 2,3-benzodiazepines, homoftalazines, tofisopam, preclinical studies

TOFIZOPAM. W POSZUKIWANIU
MECHANIZMOW DZIALANIA
2,3-BENZODIAZEPIN

Poczatek badan przedklinicznych nad pochodny-
mi 2,3-benzodiazepin (2,3-BDZ) datuje sie na lata
60., kiedy Kérosi i Lang zsyntetyzowali szereg zwigz-
kéw chemicznych wykazujacych zdolno$é redukcji
zachowan o typie agresywnym oraz o wiasciwosciach
sedatywnych, jednoczes$nie pozbawionych witasciwo-
Sci miorelaksacyjnych oraz przeciwdrgawkowych (7).

Zsyntetyzowane w latach 70. 2,3-benzodiazepiny
stanowig niejednorodng pod wzgledem mechanizmu
dzialania grupe substancji. Aby zaznaczy¢ odrebnosé
2,3-benzodiazepin od klasycznych banzodiazepin
(BDZ) nazwano je homoftalazynami.

W odréznieniu od znanych, klasycznych 1,4-bez-
odiazepin, 2,3-benzodiazepiny charakteryzuje odmien-
na budowa czasteczki. Atomy azotu w bicyklicznym
uktadzie benzodiazepiny umiejscowione sg w pozycji 2
oraz 3 (w klasycznych benzodiazepinach atomy azotu
wystepuja w pozycjach 1 oraz 4). Benzodiazepiny sg
malymi heterocyklicznymi czgsteczkami przyjmujacymi
postac centroidéw, mozna je otrzymac r6znymi metoda-
mi, co pozwala na réznicowanie podstawnikéw, a to z
kolei umozliwia doktadne zbadanie przestrzeni konfor-
macyjnej. Przestrzen konformacyjng bicyklicznego cen-
troidu zaréwno 1,4- jak i 2,3- benzodiazepiny mozna
bada¢ zmieniajac pie¢ r6znych podstawnikéw (5).

W zwigzku z wyzej wymienionymi wlasciwoscia-
mi struktury chemicznej benzodiazepin, uzyskano na

drodze syntezy kombinatorycznej wiele pochodnych
zar6wno 1,4- jak i 2,3-benzodiazepin o r6znej aktyw-
nosci biologicznej.

Mechanizm dzialania 2,3-benzodiazepin nie jest
poznany. Badania przedkliniczne wykazaly, ze 2,3-
benzodiazepiny w odréznieniu od 1,4-benzodiazepin
nie wigza sie z miejscem benzodiazepinowym recep-
toréw dla kwasu 4-aminobutanowego (y-aminoma-
stowego, GABA). Rdzen czasteczki, w zaleznosci od
miejsca ulokowania oraz rodzaju podstawnika (grupy
funkcyjnej) wykazuje odmienne efekty farmakolo-
giczne zaréwno na poziomie komérkowym jak i be-
hawioralnym.

Na podstawie analizy zaleznosci aktywnosci od
struktury chemicznej (Chemistry and Stucture
Activity Relationships Analysis) pochodne 2,3-BDZ
uszeregowano w trzy odrebne podgrupy: 1) zwigz-
ki podobne do macierzystej pochodnej — tofizopamu.
Sposrdd nich najwyzsza aktywnoscig biologiczng cha-
rakteryzuja sie girizopam oraz nerizopam. Tofizopam
(EGYT-341) wykazuje dzialanie anksjolityczne, sta-
bilizujace nastrdj oraz niewielkie dzialanie pobudza-
jace (7). Tofizopam, nerizopam oraz girizopam (ryc.
1) wykazuja powinowactwo do specyficznych miejsc
wigzania 2,3-BDZ. zlokalizowanych w szlaku pallido-
nigro-striatalnym. Badacze wegierscy (7) sugeruja,
ze efekt przeciwlekowy zwigzany jest z wplywem na
endogenny system opioidowy (patrz nizej). Najlepiej
poznana 2,3-benzodiazeping o dziataniu przeciwleko-
wym jest tofizopam (Grandaxin); 2) Zwigzki o wlas-
ciwosciach hamowania wychwytu zwrotnego dopa-
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Rycina 1. Wzory strukturalne benzodiazepin. Od lewej 2,3-BDZ: tofizopam, nerizopam, girizopam oraz klasyczna po-
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Rycina 2. Wzory strukturalne przedstawicieli trzech subgrup homoftalazyn

miny nie wykazujg powinowactwa do miejsc wigzania
[*H]-nerizopamu (tzn. miejsc w szlaku pallido-nigro-
striatalnym). Przykladem tej grupy pochodnych jest
GYKI-52895 (ryc. 2); 3) Zwigzki o silnych wtasciwos-
ciach przeciwdrgawkowych oraz miorelaksacyjnych,
podobnie jak substancje subgrupy drugiej nie wykazu-
ja powinowactwa do miejsc wigzania klasycznych 2,3-
benzodiazepin ([*H]|-nerizopamu). Badania elektrofi-
zjologiczne wykazaly wlasciwosci niekompetycyjnego
antagonisty AMPA. Najbardziej aktywny zwigzek tej
subgrupy to talampanel (LY 300164; GYKI-52895),
potencjalny lek przeciwdrgawkowy (ryc. 2).

Zwigzkiem rokujagcym najwieksze nadzieje wérdéd
homoftalazyn okazal sie tofizopam (Grandaxin), ktéry
w niedlugim czasie po przeprowadzeniu badan przed-
klinicznych (20, 14, 33, 24), oraz klinicznych (35, 4, 19,
17), zostal zarejestrowany w 1974 r. na Wegrzech jako
lek przeciwlekowy pozbawiony dzialania sedatywnego.
Obecnie jest takze jednym z najczesciej stosowanych
lekéw przeciwlekowych w Japonii. Ponadto tofizopam
zostal zarejestrowany i wprowadzony do lecznictwa we
Francji, Hiszpanii, Finlandii i w kilku nowych krajach
Unii Europejskiej (Republika Czech, Stowacja, FLotwa,
Litwa) oraz w Japonii, Korei Pld. i Argentynie.

Tofizopam nie wykazuje podobienstwa do mecha-
nizmoéw dziatania klasycznych lekéw przeciwleko-
wych. Do tej pory, pomimo przeprowadzonych wielu
badan nie mozna jednoznacznie okresli¢ mechani-
zmu dziatania tofizopamu i strukturalnie zwigzanych
7 nim girizopamu oraz nerizopamau.

WPLEYW TOFIZOPAMU I INNYCH
POCHODNYCH NA PODSTAWOWE SZLAKI
NEUROPRZEKAZNIKOWE

Na przestrzeni 40 lat uzyskano dane wskazujace,
ze tofizopam, podobnie jak girizopam oraz nerizopam,

wplywa na co najmniej trzy osrodkowe uklady neu-
roprzekaznikowe: dopaminergiczny, GABA-ergiczny
oraz opioidowy.

Ponizej opisujemy wplyw badanych lekéw na
czynno$¢ podstawowych systemdéw neuroprzekaz-
nikowych, przy pomocy metod psychofarmakologii
eksperymentalnej: badanie wigzania receptorowe-
go, zmian w biochemii mézgu oraz efekty w testach
behawioralnych na zwierzetach eksperymentalnych
(modelach zmian aktywnosci psychomotorycznej,
w modelach reakcji lekowych czy koordynacji rucho-
wej i dzialania kataleptycznego). Jest to wazna faza
badan przedklinicznych, kwalifikujaca leki do préb
z udzialem ludzi.

Wptyw homoftalazyn na osrodkowy uklad dopa-
minergiczny

Wykazano, ze niektére substancje o rdzeniu 2,3-
benzodiazepinowym pomimo hamowania transpor-
tera zwrotnego dopaminy (tzn. zwiekszania stezenia
dopaminy w synapsach), wykazuja antagonistyczny
wplyw wzgledem dzialania amfetaminy (tofizopam).

Badania przedkliniczne wykazaly hamowanie
przez tofizopam (w dawce 84,0 mg/kg) nadmier-
nej ruchliwosci indukowanej amfetaming (w dawce
7,5 mg/kg), u myszy. Silniejsze dzialanie o charakte-
rze zaleznym od dawki zaobserwowano po zastosowa-
niu wyzszych dawek (14).

Analizowano takze wplyw tofizopamu na efekty
dootrzewnowego stosowania kokainy u myszy. Dwa-
dzie$cia minut po doustnym podaniu tofizopamu
podawano kokaine w dawce 12,5 mg/kg. Zaobser-
wowano 50% redukcje nadmiernej aktywnosci loko-
motorycznej po zastosowaniu tofizopamu w dawce
54,0 mg/kg. Podobnie jak w przypadku amfetaminy
ten efekt byt zalezny od dawki.

Szczegdlnie interesujace wyniki uzyskano w bada-
niu wplywu tofizopamu na toksycznos¢ amfetamino-
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wa u myszy. Dootrzewnowe podawanie amfetaminy
w dawce 12,5 mg/kg wywolywato efekt letalny. Nato-
miast podanie doustne tofizopamu (100 mg/kg) przed
injekcja amfetaminy ujawniato wiasciwosci protekcyj-
ne tego leku.

Badania kliniczne potwierdzajgce opisany kierunek
wplywu na uklad dopaminergiczny przeprowadzono
przy pomocy metody wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC). Badano ludzki ptyn mézgowo-rdze-
niowy i stwierdzono, ze tofizopam w dawce 100 mg/kg
podany drogg doustng obniza poziom metabolitu dopa-
miny — HVA (kwasu homowanilinowego). Nie odnoto-
wano natomiast wplywu leku na poziomy 5-HIAA (5-
hydroksyindolo-3-octan — metabolit serotoniny) oraz
MHPG (3-metoksy-4-hydroksyfenyloglikol —metabolit
adrenaliny oraz noradrenaliny) (11).

Odmienne efekty wplywu tofizopamu na uktad
dopaminergiczny otrzymat Chopin i wsp. (2). Tofizo-
pam zwiekszal liczbe zachowan charakterystycznych
dla dziatania ligandéw dopaminergicznych (amfeta-
miny, amineptyny), takich jak skoki i wspinanie — ob-
jawy stereotypii (,,jumping behavior”, ,,climbing beha-
vior”), tzn. potegowal zachowania dopaminergiczne.

Powyzsze badania wyraZnie wskazuja na istotny
udzial tofizopamu, podobnie jak nerizopamu oraz gi-
rizopamu, w regulacji czynnoéci o$rodkowego uktadu
dopaminergicznego. Aby lepiej zrozumie¢ mechanizm
tego zjawiska w naszym laboratorium przeprowadzo-
no badania wtasciwoéci tofizopamu przy uzyciu ago-
nisty receptoréw dopaminergicznych D, kwinpirolu
(quinpirolu), podanego szczurom w dawce 1,0 mg/kg.
W tym badaniu oceniano parametry lokomotoryczne
(przebyty dystans, stopien eksploracji nowego otocze-
nia, liczbe i czas epizodéw znieruchomienia) pomie-
dzy grupa zwierzat, ktérym podawano kwinpirol (1,0
mg/kg) oraz grupg zwierzat, ktérym podawano kwin-
pirol (1,0 mg/kg) tacznie z tofizopamem (150 mg/kg).
Tofizopam redukowal pobudzenie eksploracji (liczbe
odwiedzonych sektoréw klatki — miara aktywnosci mo-
torycznej) wywolane kwinpirolem, nie wplywajac na
przebyty dystans. Nie wykazano istotnych statystycznie
r6znic pomiedzy wymienionymi grupami w liczbie oraz
czasie trwania epizodéw znieruchomienia.

W badaniach wlasnych oceniany byt takze wptyw
tofizopamu na awersyjng oraz apetytywna wokaliza-
cje ultradzwiekowa zwierzat (modele zaburzen emo-
cjonalnych). Analiza wokalizacji ultradzwiekowej
szczuréw pozwala badaczom okresli¢ stan emocjonal-
ny zwierzecia. Szczury emituja dzwieki niestyszalne
dla cztowieka, ktére mozemy zaobserwowaé w formie
spektrograméw. W zapisie spektrogramu w szerokim
pasmie czestotliwosci (5-120kHz) wyodrebni¢ mozna
dwie glowne Sciezki emisji dZzwiekéw réznigcych sie

czestotliwoscia, interwatami czasowymi, dlugoscia
emisji oraz stabilnoscig (zmiennos$cia) czestotliwosci.
Pierwsza Sciezka emisji dZzwieku to wokalizacja awer-
syjna, oscylujgca w pasmie czestotliwosci 18-27 kHz
(tzw. 22-kHz). Emisja wokalizacji w pasmie awersyj-
nym bezposrednio wyraza negatywny stan emocjonal-
ny zwierzecia i wywolywana jest najczesciej bodzcami
stresowymi. Drugg Sciezka emisji dZzwieku jest woka-
lizacja apetytywna emitowana w pasmie 39-79.2 kHz,
najczesciej w pasmie czestotliwosci okoto 55-kHz.

Apetytywna wokalizacja rézni sie w parametrach
akustycznych od pasma awersyjnego i odzwiercied-
la pozytywny stan emocjonalny zazwyczaj zwigzany
w interakcjami socjalnymi. Pasmo apetytywne wyste-
puje zawsze powyzej czestotliwosci 39 kHz, epizody sa
krotkie czas trwania epizodu zazwyczaj nie przekracza
100 ms (zakres 12-103 ms), réznice w czestotliwosci
w pojedynczym epizodzie mogg wynosi¢ nawet 18 kHz.

Badanie wokalizacji ultradzwiekowej wykazalo, ze
tofizopam w dawce 150 mg/kg nie redukowat awersyj-
nej wokalizacji, jak réwniez jej nie wzmacnial. Nato-
miast lek referencyjny — buspiron w dawce 3,0 mg/kg
istotnie statystycznie redukowat wokalizacje awersyjng
(pasmo 18-25 kHz), to znaczy dzialal przeciwlekowo.
W kolejnym badaniu wykazano, ze tofizopam w dawce
150 mg/kg istotnie statystycznie redukowal wokaliza-
cje ultradzwiekows ,apetytywng” w pasmie 55-kHz.
Emisja dZzwiekéw w pasmie 55-kHz prawdopodobnie
wigze sie ze zwiekszong aktywacja oSrodkowego ukta-
du dopaminergicznego, to znaczy, przezywaniem przy-
jemnosdci (36). Lek referencyjny — buspiron w dawce
3,0 mg/kg nie redukowal wokalizacji w tym pasmie.
Opisane wlasne dane potwierdzajg dzialanie antydo-
paminergiczne tofizopamu (dane nie opublikowane).

Aby jednoznacznie wykazaé¢ kierunek zmiany
w czynnosci ukladu dopaminergicznego przez tofi-
zopam konieczne jest przeprowadzenie kolejnych
badan. Planowane eksperymenty badajace wplyw
tofizopamu na stezenia neuroprzekaznikow oraz ich
metabolitow w strukturach mézgu, prawdopodobnie
wykaza w bardziej precyzyjny sposéb role tofizopa-
mu w regulacji czynnosci uktadu dopaminergicznego
(wplyw na uktad nigro-striatalny).

Wptyw 2,3-bezodiazepin na czynnos$¢ ukladu
GABA-ergicznego

Przeprowadzono liczne badania oceniajace wplyw
tofizopamu na uklad GABA-ergiczny moézgu, miej-
sce dzialania 1,4-benzodiazepin. Tofizopam wykazu-
je odmienny profil farmakologiczny od klasycznych
1,4-benzodiazepin, nie powoduje sedacji ani miore-
laksacji, nie dziala przeciwdrgawkowo, jednakze wy-
woluje u ludzi efekt przeciwlekowy. Tofizopam nie
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faczy sie z miejscem benzodiazepinowym w recepto-
rze GABA, ale jednocze$nie posrednio zwieksza powi-
nowadztwo ligandéw GABA-ergicznych do receptora
GABA-A (33, 20). Cze$¢ autoréw, np. Saano i wsp.
(28, 29, 30) sugeruja, ze efekt psychoaktywny tofizo-
pamu wigze sie z wplywem na transmisje GABA-er-
giczng w oSrodkowym uktadzie nerwowym (OUN).

Badania Stengerta i wsp. z 1983 roku wykazaly
zwiekszony efekt przeciwlekowy diazepamu po do-
daniu tofizopamu w testach ,karanego picia” oraz
w tescie konfliktowym (,,Geller-Seifter conflict test”).

W badaniach in vitro tofizopam zwiekszat (o 30%)
zdolnoé¢ wigzania [*H]-flunitrazepamu do podjed-
nostki benzodiazepinowej receptora GABA-A zar6wno
w hipokampie jak i m6zdzku (20). Ponadto, wykaza-
no potencjalizacje dziatania 1,4-BDZ przez tofizopam
w modelu drgawek rozniecanych pentylenetetrazo-
lem (PTZ).

Tofizopam nie znosit drgawek indukowanych przez
PT7Z, ale w znaczacy sposéb (o 35%) zwiekszat dzia-
tanie przeciwdrgawkowe dizepamu (Mennini, 1982).
Potencjalizacja dziatania diazepamu nie byta wywota-
na interakcja farmakokinetyczng, o czym $wiadczyt
brak réznic w stezeniu zaré6wno diazepamu jak i des-
methyldiazepamu (DDZ) (metabolitu diazepamu)
w moézgu, w obu badanych grupach (20).

Wplyw tofizopamu na potencjalizacje dzialania
1,4-BDZ wykazano réwniez w modelu drgawek wywo-
tywanych 1-metylo-9H-pirydo-[3,4-blindolem (har-
mang). Harmana indukuje drgawki u myszy w 20 do
40 sekund po injekcji. Tofizopam (w dawkach 50-300
mg/kg) nie wplywal na prég drgawkowy, natomiast
diazepam (7,5 mg) znaczgco zmniejszal drgawki in-
dukowane przez harmane. Efekt przeciwdrgawkowy
diazepamu wzmacniany byl nawet o 70% u zwierzat
premedykowanych tofizopamem w dawce 300 mg/kg.
Podobne wyniki otrzymano w modelu drgawek iduko-
wanych bodZcami elektrycznymi. Diazepam w daw-
ce 10 mg/kg dziatal przeciwdrgawkowo, a efekt ten
wzrastal o 65% w przypadku kiedy byl podawany tacz-
nie z tofizopamem (300 mg/kg) (33).

Stwierdzono takze, ze tofizopam nasila wigza-
nie [*H]-muscimolu (agonisty receptora GABA-A)
do receptor6w GABA w mézgach gryzoni (29). Inne
2,3-benzodiazepiny, takie jak: nerizopam oraz girizo-
pam wykazuja podobne wlasciwosci nasilania wigza-
nia 1,4-BDZ do receptora GABA-A. Jedynym ligan-
dem, ktérego wigzanie z receptorem GABA-A jest
blokowane przez tofizopam jest Ro-5—4684 (ligand
obwodowych receptoré6w benzodiazepinowych) (24).
Tofizopam w dawce 100 mg/kg znosit drgawki indu-
kowane 1,4-benzodiazeping Ro-5-4864, o wiasciwos-
ciach antagonistycznych (24, 12). Nie odnotowano

natomiast wlasciwoséci przeciwdrgawkowych leku
w modelach drgawkowych z uzyciem pentylenete-
trazolu lub pikrotoksyny. Wart zaznaczenia jest fakt,
ze tofizopam w dawkach 25, 30 mg/kg skracat czas do
wystgpienia drgawek wywotanych pentylenetetrazo-
nem (60 mg/kg) lub pikrotoksyng (6,0 mg/kg) (24).

Wyzej opisane badania wykazuja, ze tofizopam
potencjalizuje dzialania 1,4-benzodiazepin, jednak-
ze mechanizm molekularny tego zjawiska pozostaje
niewyja$niony. Tofizopam nasilal powinowactwo nie
tylko agonistéw ale réwniez i antagonistéw recepto-
ré6w GABA, takich jak PTZ (tofizopam zmiejszatl wiel-
kos¢ dawki PTZ-u potrzebng do wywolania drgawek).
Probujac wyttumaczy¢ to zjawisko, warto zaznaczy¢,
ze homoftalazyny, zwigzane strukturalnie z tofizopa-
mem wykazuja wlasciwosci selektywnego inhibitora
fosfatazy 2A. W wyniku inhibicji tego enzymu (defo-
sforylujacego) zwieksza sie stopien ufosforylowania
receptora GABA-A, co prawdopodobnie nasila zdol-
nos¢ wigzania ligandéw z tym receptorem.

Tofizopam dawkozaleznie hamowat aktywnos¢ lo-
komotoryczng, interakcje socjalne oraz zachowania
eksploracyjne szczuréw w tescie ,holeboard” (otwar-
te pole z otworami w podlodze). Natomiast antagoni-
sta miejsca benzodiazepinowego receptora GABA-A,
CGS 8216, w dawce 10 mg/kg, znosil efekty dziatania
tofizopamu (26).

Oceniano réwniez wplyw tofizopamu na parame-
try snu wywolanego podaniem dootrzewnowym pen-
tobarbitalu, w dawce 25,0 mg/kg (14). Dawka 25,0
mg/kg leku nie powodowala wystgpienia snu u my-
szy, jednakze podanie tofizopamu (50 mg/kg) 45 mi-
nut przed injekcja pentobarbitalu, w sposéb zalezny
od dawki zwiekszalo odsetek zwierzat zapadajacych
w sen. Swiadczy to o potencjalizacji dzialania nasen-
nego pentobarbitalu. Tofizopam w dawce 70 mg/kg
o 100% wydluzat réwniez czas snu wywolany hek-
sobarbitalem (75 mg/kg Evipan; i.p.) u myszy (14).
Natomiast podana dawka 200 mg/kg tofizopamu
wydtuzala o 281,5% czas snu wywolany heksobarbi-
talem. Podobne doswiadczenie przeprowadzono na
szczurach stosujac tofizopam w dawkach 100; 200;
300 mg/kg (14). Nie zaobserwowano znamiennej po-
tencjalizacji dzialania heksobarbitalu przez tofizopam
u szczuréw; wydluzenie czasu snu nie przekraczato
100% nawet po dawce 400 mg/kg.

Badania cytowane w tym rozdziale wykazuja, ze
tofizopam wplywa pobudzajaco na czynnosé osrodko-
wego uktadu GABA-ergicznego. Zwieksza powinowa-
ctwo radioligandé6w GABA-A ([*H]-flunitrazepamu),
potencjalizuje dziatania diazepamu u szczuréw, oraz
barbituranéw (heksobarbitalu oraz pentobarbitalu)
u myszy. Mechanizm potencjalizacji efektéw ligan-
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déw receptora GABA-A pozostaje jednak niewyjasnio-
ny i wymaga dalszych badan.

Wptyw 2,3-benzodiazepin na uklad opioidowy

Przeprowadzono szereg badan oceniajacych
wplyw tofizopamu na czynno$¢ uktadu opioidowego.
Badania na myszach i kotach wykazaly antagonistycz-
ne dzialanie leku w stosunku do morfiny. Podskérne
podanie morfiny (10 mg/kg) powodowalo u kotéw
silne pobudzenie, ktére manifestowalo sie wzmozo-
na aktywacja motoryczna, nasilonym miauczeniem.
Natomiast tofizopam w dawkach 50; 75; 100 mg/kg
podany 1h przed injekcja morfiny ostabial efekty mor-
finy, a dawka 200 mg/kg catkowicie znosita efekty leku
opioidowego (14).

U myszy, tofizopam w dawce 210 mg/kg zmniejszat
o potowe indukowana przez morfine reakcje polega-
jaca na uniesieniu ogona (,,Straub tail reaction”, spo-
wodowang, skurczem miesnia krzyzowo-guziacznego)
— efekt ten jest charakterystyczny dla opioidéw. Wplyw
tofizopamu miat charakter zalezny od dawki. Z drugiej
strony, zaobserwowano wzrost efektu przeciwbélowego
morfiny po podaniu tagcznym z tofizopamem (14).

W eksperymentach przeprowadzonych w latach
90. wegierscy badacze wykazali potencjalizacje ka-
talepsji indukowanej morfing przez nerizopam i gi-
rizopam (7). Nastepnie, badacze ci stwierdzili, ze
nerizopam i girizopam zwiekszaja indukowany na-
loksonem spadek konsumpcji roztworu sacharozy
w wodzie. Redukcja konsumpcji sacharozy w wodzie
moze $wiadczy¢é o hamowaniu zachowan apetytyw-
nych. Nerizopam w badaniach in vitro zwiekszat tak-
ze liczbe miejsc wigzania [*H]-naloxonu do receptora
opioidowego, w prazkowiu.

Prébujac wyttlumaczyé mechanizm potencjaliza-
cji efektéw ligandéw receptoréw opioidowych prze-
prowadzono badania, ktére pokazaly, ze pochodne
2,3-benzodiazepiny wykazuja wlasciwosci selektyw-
nego inhibitora fosfatazy 2A. Hamowanie tego enzy-
mu defosforylujacego — fosfatazy 2A (PP-2A) zwieksza
stopien ufosforylowania receptora opioidowego u, co
prawdopodobnie nasila zdolno$¢ wigzania ligandéw
z receptorem opioidowym. Sugerowano réwniez, ze
efekt farmakologiczny tofizopamu moze by¢ zwigzany
ze zmiang wewngtrzkomorkowej transdukcji sygatu
opioidowego w ukfadzie striato-pallido-nigralnym.

7. opisanych badan analizujacych wplyw homof-
talazyn na uklady neuroprzekaznikowe wynika, ze
2,3-benzodiazepiny (na przykiadzie tofizopamu) mo-
dyfikuja czynno$¢ uktadu: dopaminergicznego, GABA-
ergicznego oraz opiodowego. Sposéb modyfikacji tych
ukladéw pozostaje jednak niewyjasniony, ale niewat-

pliwie moze mie¢ istotny wplyw na Kkliniczny efekt
anksjolityczny oraz przeciwdepresyjny tofizopamu.
Redukcja spontanicznej ruchliwosci u myszy po poda-
niu tofizopamu oraz jego wlasciwosci antagonistyczne
w stosunku do osrodkowych substancji stymulujacych
wywolujacych pobudzenie lokomotoryczne, dowodza
takze silnego dzialnia uspokajajacego tego leku.

TOPOGRAFIA MIEJSC WIAZANIA
HOMOFTALAZYN (2,3-BENZODIAZEPIN)

Rozwdj technik laboratoryjnych na przestrzeni 30.
ostatnich lat umozliwit lokalizacje miejsc wigzania
[*H]-girizopamu - radioligandu strukturalnie zwigza-
nego z tofizopamem w OUN.

Tofizopam, nerizopam oraz girizopam wigza sie
7 tymi samymi substratami bialkowymi (enzyma-
mi lub receptorami) w szlaku nigrostriatalnym
(prazkowie). Badania autoradiograficzne z uzyciem
[*H]girizopamu wykazaly wysoka gesto$¢ miejsc wig-
zania w nastepujacych strukturach: guzek wechowy
(tubercullum olflactorium), jadro pétlezace (accum-
bens nucleus), jadro ogoniaste (caudate nucleus), sko-
rupa (putamen), galka blada (globus pallidus), jgdro
wewngtrzkonarowe (entopeduncular nucleus), istota
czarna (substantia nigra). Nie stwierdzono wigzania
tego radioligandu w innych strukturach osrodkowego
uktadu nerwowego (8).

Najwyzsza gesto$¢ wigzania wystepowala w galce
bladej (globus pallidus), jadrze ogoniastym (caudate
nucleus), skorupie (putamen) oraz w istocie czarnej
(substantia nigra). Duze zageszczenie miejsc wig-
zania 2,3-BDZ zaobserwowano takze w jadrze pét-
lezacym (accumbens nucleus), brzusznej czesci gal-
ki bladej (globus pallidus) z substancja bezimienng
(substantia innominata) wlacznie, guzku wechowym
(tubercullum olflactorium) oraz w jadrze wewnatrz-
konarowym (entopeduncular nucleus) .

LOKALIZACJA AUTORADIOGRAFICZNA
MIEJSCA WIAZANIA RADIOLIGANDU

Nalezy podkresli¢, ze rozmieszczenie miejsc wig-
zania 2,3-benzodiazepin w mézgu pokrywa sie z loka-
lizacjg receptorow GABA-A-ergicznych, dopaminer-
gicznych, kanabinolowych i opioidowych. Ilo$ciowe
badanie autoradiograficzne nirizopamu, girizopamu
oraz tofizopamu nie wykazalo istotnych réznic mie-
dzy nimi w liczbie miejsc wigzania w szlaku strato-
pallido-nigralnym (zwojach podstawy moézgu- basal
ganglia). Wszystkie trzy zwigzki silnie wigzaly sie
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z biatkami (enzymami lub receptorami) tego szlaku
neuronalnego (9, 7). W badaniach z uzyciem [*H]-
girizopamu dowiedziono, ze tofizopam, girizopam
oraz nerizopam silnie wypierajg radioligand z miejsca
wigzania, co wskazuje na podobng lokalizacje miejsc
wigzania tych zwigzkéw. Diazepam wykazywal row-
niez, lecz w niewielkim stopniu, zdolno$¢ wypierania
[*H]-girizopamu (7). Natomiast serotonina, dopami-
na, GABA oraz kwas glutaminowy nie byly w stanie
wyprze¢ radioligandu z miejsca jego wigzania.

Dodatkowo przeprowadzono szczegétowe badania
autoradiograficzne, po wykonaniu selektywnych lezji
chemicznych mézgu. Lezje dokonywano za pomocq
zwigzkoéw cytotoksycznych, kwasu a-amino-3-hydrok-
sy-5-metylo-4-izoksazolopropionowego (AMPA) (10,
501 100 nM), oraz kwasu kainowego, wstrzykiwanego
szczurom do prazkowia, gatki bladej oraz istoty czarnej
(10, 23). Uszkodzenie gtowy jadra ogoniastego (glowo-
wej czesci prazkowia) powodowato spadek miejsc wig-
zania 2,3-benzodiazepin, znakowanych [*H]-girizopa-
mem (8). Lezja galki bladej powodowata zmniejszenie
liczby miejsc wigzania 2,3-benzodiazepin w skorupie
oraz w samej galce bladej. Nie zaobserwowano zmian
w wigzaniu radioligandu w istocie czarne;j.

Jednostronne uszkodzenie istoty czarnej powo-
dowalo natomiast zmniejszenie liczby miejsc wig-
zania [*H]-girizopamu tylko w substancji czarnej,
a nie wplywalo na wigzanie w prazkowiu, galce bladej,
jadrze wewnatrzkonarowym, oraz w nieuszkodzonej
istocie czarnej (10, 23).

Natomiast injekcje neurotoksyny 6-hydroksydopa-
miny (6-OHDA), selektywnie uszkadzajgce neurony
katecholaminergiczne, do substancji czarnej, nie wply-
walo na miejsca wigzania 2,3-benzodiazepin w prazko-
wiu oraz galce bladej (23). Jednostronne chirurgiczne
przeciecie peczka przysrodkowego przodomézgowia
(medial forebrain bundle), wtacznie ze szlakami zste-
pujacymi strato-nigralnymi oraz wstepujacymi nigro-
striatalnymi, powodowalo zanik miejsc wigzania [*H]-
girizopamu (radioligandu 2,3-benzodiazepinowego)
W istocie czarnej, natomiast nie wplywalo na miejsca
wigzania w prazkowiu, galce bladej, brzusznym praz-
kowiu czy jadrze pétlezacym (23, 7).

Powyzsze dane wskazujg na S$ciste powigzanie
2,3-benzodiazepin z zstepujacymi szlakami strato-
nigralnymi (7). Ponadto, wyniki badan przy uzyciu
lezji chemicznych dowodza, ze 2,3-benzodiazepi-
ny w prazkowiu sg ulokowane postsynaptycznie, na
neuronach projekcyjnych szlaku striato-nigralnego.
Warto nadmienié, ze jedna z izoform enzymu cyklazy
adenylowej — izoforma V wykazuje charakterystyczny
schemat rozmieszczenia w mézgu, pokrywajacy sie
zmiejscamiwigzania [*H]-2,3-benzodiazepin. Dotych-

czas poznano dziewieé¢ izoform cyklazy adenylowej
i tylko jeden jej podtyp — cyklaza adenylowa V wyste-
puje wylacznie w ukladzie strato-nigralnym, gdzie
wystepujg $redniej wielkosSci neurony GABA-ergicz-
ne, wykazujace réwniez ekspresje receptoréw D1-do-
paminergicznych (7). Te dane potwierdzajg zwigzek
homoftalazyn z osrodkowym unerwieniem dopami-
nergicznym i GABA-ergicznym.

ANALIZA IMMUNOCYTOCHEMICZNA
EKSPRESJI BIAEKA C-FOS

Bialko c-Fos jest produktem genu c-fos, przedsta-
wiciela genéw tzw. wezesnej odpowiedzi komérkowe;.
W komorkach nie pobudzonych poziom mRNA dla
c-fos jest prawie niewykrywalny, natomiast stymula-
¢ja réznorodnymi bodZzcami wywoluje szybkg i silng
ekspresje tego genu. Immunocytochemiczne ozna-
czenie biatka c-Fos pozwala na mapowanie aktywacji
neuronalnej (tzw. transkrypcyjej) mézgu (16). Analiza
immunocytochemiczna ekspresji biatka c-Fos dwie go-
dziny po podaniu nerizopamu (lub girizopamu) wska-
zuje na aktywacje glowowej, grzbietowo-przysrodkowej
oraz bocznej czedci prazkowia (22). Komérki Fos-po-
zytywne wystepowaly réwniez w galce bladej, guzku
wechowym, stozku (cone) oraz tupinie (shell), ale nie
w rdzeniu (core) jadra péllezacego (accumbens nuc-
leus). Natomiast nie wykazano ekspresji bialka c-Fos
W istocie czarnej (substantia nigra), jadrze wewnatrz-
konarowym oraz w jadrach podwzgérzowych.

Pie¢ godzin po podaniu nerizopamu liczba neu-
ronéw Fos-pozytywnych zmniejszyta sie znaczaco
w prazkowiu, galce bladej oraz w jadrze poéllezacym,
jednak co ciekawe, Fos-pozytywne neurony ujawnily
sie w warstwie zbitej (compact) i siateczkowatej (reti-
cular) istoty czarnej (22).

Wyniki badan ekspresji biatka c-Fos wskazuja, ze
2,3-benzodiazepiny poczatkowo aktywuja prazkowie,
gatke blada, guzek wechowy oraz tupine jadra pétle-
zacego, a nastepnie proces aktywacji koncentruje sie
na warstwie zbitej i siateczkowatej istoty czarnej.

PRZEGLAD BADAN KLINICZNYCH

Tofizopam stosowany jest w zaburzeniach leko-
wych od 1976 roku. Szybko wchiania sie z przewodu
pokarmowego (t_ 1-1,5h), okres péltrwania wyno-
si 6 godzin. Klinicznie nie wywiera dzialania nasen-
nego, przeciwdrgawkowego, miorelaksacyjnego, nie
pogarsza koncentracji, nie poteguje sedatywnego
dzialania alkoholu (27). Pierwsza praca na temat ba-
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dan klinicznych tofizopamu ukazala sie w roku 1979
w American Journal of Psychiatry (13). Dotyczyta ba-
dania metoda podwdjnie §lepej préby z uzyciem pla-
cebo, przeprowadzonego w grupie 57 chorych leczo-
nych ambulatoryjnie z powodu wspétwystepujacych
objaw6w leku i depresji (4). W badaniu tym tofizopam
okazal sie skuteczniejszy niz placebo. Z kolei badania
przeprowadzone w Diamant Laboratories na grupie 47
pacjentéw z objawami depresji i leku, pokazaly istot-
ne dzialanie anksjolityczne tofizopamu, stosowanego
w dawce dobowej 200-300 mg (13). Przeprowadzo-
no tez kilka otwartych 4-tygodniowych badan u oséb
z zaburzeniami lekowymi i lekowo-depresyjnymi. Wy-
kazaly one przewage dziatania leku nad placebo (35, 4).
W kilku kolejnych badaniach wykazano skutecznosé
tofizopamu w hamowaniu zaburzen psychicznych
(dysforii) wystepujacych podczas klimakterium (18, 3,
17,19) . U pacjentek stosujacych w okresie menopauzy
tofizopam w dawce 3 x 50 mg wykazano spadek pozio-
mu adrenaliny oraz noradrenaliny we krwi (hormony
stresu). Natomiast u tych samych pacjentek poziom
prolaktyny we krwi ulegl nieznacznemu zmniejszeniu,
a poziom folikulostymuliny (FSH) oraz hormonu lute-
inizujacego (LH) nie ulegt zmianie (18). Dane z badan
klinicznych wykazuja na bardzo dobrg tolerancje leku
i skutecznos¢ zaréwno w zaburzeniach lekowych, jak
i w stanach leku wystepujacych na podlozu organicz-
nym (1), w zespotach przedmajaczeniowych, w zabu-
rzeniach klimakterycznych (19) i leku wspétistnieja-
cym z innymi zaburzeniami psychicznymi (21). Dzia-
tanie przeciwlekowe 150-300 mg/dobe tofizopamu nie
r6znito sie od dziatania 6-9 mg diazepamu, ale tofizo-
pam nie wywieral wplywu nasennego ani miorelaksa-
cyjnego (cyt. za Rzewuska, 2003) (27).

We wszystkich badaniach kontrolowanych place-
bo bardzo rzadko (nie czesciej niz w grupie placebo)
obserwowano wystepowanie objawéw niepozadanych
(27). Wéréd dzialan niepozadanych odnotowano
zaburzenia zoladkowo-jelitowe, alergiczne reakcje
skorne, bole glowy, dretwienie konczyn, pobudze-
nie, sucho$¢ w ustach, zawroty glowy. Wyniki badan
z roku 2003 wskazuja, ze u oséb z lekiem uogdlnio-
nym poprawa po stosowaniu tofizopamu, hydroksy-
zyny i diazepamu byla bardzo podobna (27). Kazdy
zlekéw powodowal istotng redukcje nasilenia objawéw
lekowych w skali Hamiltona zar6wno po 2 tygodniach,
jakipo 6 tygodniach leczenia. Nie stwierdzono réznic
czestosci wystepowania objaw6éw niepozadanych pod-
czas stosowania wszystkich trzech ocenianych lekow
(27). Do lat 80. w Europie przeprowadzono 29 badan
w grupie 1200 pacjentéw z uzyciem tofizopamu.
Dzieki tym badaniom wykazano charakter uspokaja-
jacy oraz przeciwlekowy leku.

Efekt terapeutyczny wykazano u pacjentéw z po-
budzeniem psychomotorycznym, wykazujacych obja-
wy leku oraz u pacjentéw z zaburzeniami psychoso-
matycznymi. W licznych badaniach odpowiadajacych
fazom IIIb i IV przeprowadzonych na Wegrzech, we
Francji, w Japonii oraz Polsce w latach 70., 80., 90.
a takze w 2003 roku, stwierdzono skutecznosé tofizo-
pamu w leczeniu zaburzen lekowych z towarzysza-
cymi dolegliwo$ciami somatycznymi, obejmujacymi
dysfunkcje ukltadu autonomicznego: serca i ukladu
krazenia, przewodu pokarmowego, a takze w zaburze-
niach somatyzacyjnych zwigzanych z klimakterium
oraz w innych zaburzeniach lekowych i neurastenii.
Jednoczesnie, w wielu badaniach obserwowano wtas-
ciwosci tofizopamu odmienne wzgledem 1,4-benzo-
diazepin. Istniejg doniesienia na temat korzystnych
wlasciwosci tofizopamu, takich jak: brak oslabienia
sprawnosci psychomotorycznej, brak dzialania mio-
relaksacyjnego, niewielka czesto$¢ wystepowania
dzialan niepozgdanych oraz brak objawéw wskazuja-
cych na ryzyko uzaleznienia.

Niestety, tylko nieliczne badania kliniczne odpo-
wiadaja przyjetym standardom Dobrej Praktyki Kli-
nicznej (GCP), co jednak nie wyklucza ich wiarygod-
nosci i rzetelnosci.

PODSUMOWANIE

Wyniki szeregu badan behawioralnych oraz bio-
chemicznych wykonanych na przestrzeni czterdziestu
lat powiekszyly nasza wiedze na temat mechanizmu
dzialania oraz efektéw klinicznych 2,3-benzodiaze-
pin. Konieczne jest przeprowadzenie kolejnych ana-
liz w celu jednoznacznego okreslenia mechanizmu
dziatania homoftalazyn, strukturalnie zwigzanych
z tofizopamem.

Homoftalazyny, ze wzgledéw podanych powyzej,
pozostaja interesujaca grupa lekéw psychotropowych
o efekcie uspokajajacym i przeciwlekowym, pozba-
wionych potencjalu uzalezniajacego. Ich wielokie-
runkowe dzialanie hamujace na uktad dopaminer-
giczny, i modulujace czynno$é endogennych uktadow
opioidowych, moze przypomina¢ do pewnego stopnia
nowe leki neuroleptyczne, ktérych cze$ciowy agonizm
wzgledem uktadu dopaminergicznego i serotoniner-
gicznego zaowocowat bardzo ciekawym profilem dzia-
tania antypsychotycznego. Homoftalazyny pozostaja
bardzo interesujacg i nie odkryta do konca grupag le-
kéw psychotropowych, o ciggle istotnym potencjale
klinicznym. Potrzebne sg jednak dalsze intensywne
badania, wymagajace bardzo duzych srodkéw finan-
sowych, co w §wiecie konkurujacych firm oraz istnie-
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nia duzej grupy lekéw konkurencyjnych jest bardzo
trudne i wymaga duzej determinacji wlasciciela pa-
tentu. Brak dalszych badan moze przekresli¢ szanse
na kariere kliniczng homoftalazyn.
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