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(57) 1. Спосіб лікування або запобігання розладу
центральної нервової системи, який являє собою
афективний розлад чи афективний епізод або три-
вожний розлад чи тривожний епізод, шляхом вве-
дення пацієнту, який цього потребує, ефективної
кількості щонайменше одного 1-
ар(алк)ілімідазолін-2-ону формули (І)

де X  -  водень,  С1-4-алкіл,  С1-4-алкоксильна група,
трифторметил або галогеновий залишок, R1 і R2,
незалежно один від одного є С1-4-алкільним, С3-10-
циклоалкільним або С3-10-гетероалкільним залиш-
ком, або R1 і R2 спільно є С2-6-алкіленовим залиш-
ком, в якому група -СН2 факультативно замінена
киснем, азотом або сіркою, n - 0 або 1 і m - 0 або
ціле число від 1 до 5,
вибраного з 1-(4-метоксифеніл)-4-
піперидиноімідазолін-2-ону та 1-(4-хлорфеніл)-4-
піперидиноімідазолін-2-ону.
2. Спосіб за п.1, який відрізняється тим, що вво-
дять ефективну кількість 1-(4-хлорфеніл)-4-
піперидиноімідазолін-2-ону.
3. Спосіб за п.1 або п.2, який відрізняється тим,
що згадану сполуку вводять парентеральним або
пероральним шляхом.
4. Спосіб за будь-яким із пп.1-3, який відрізняєть-
ся тим, що згадану сполуку вводять у кількості 1-
100 мг на кг маси тіла хворого.
5. Спосіб за будь-яким із пп.1-4, який відрізняєть-
ся тим, що розладом центральної нервової систе-
ми є афективний розлад або афективний епізод.
6. Спосіб за п.5, який відрізняється тим, що афе-
ктивним розладом або афективним епізодом є
клінічна депресія, тяжкий депресивний розлад або
епізод, епізоди маніакального, змінного та гіпома-
ніакального настрою, депресивні епізоди з атипо-
вими, кататонічними або меланхолічними проява-
ми, депресивні епізоди з передменструальним
дисфорійним розладом, який виникає у післяполо-
говий період, легкий депресивний розлад, пост-
травматичний стресовий розлад, обсесивно-
компульсивний розлад і розлади харчування.
7. Спосіб за будь-яким із пп.1-4, який відрізняєть-
ся тим, що розладом центральної нервової систе-
ми є тривожний розлад або тривожний епізод.
8. Спосіб за п.7, який відрізняється тим, що три-
вожним розладом або епізодом є хронічний три-
вожний розлад, панічний розлад, агорафобія, спе-



3 87982 4

цифічна фобія, соціальна фобія та генералізова-
ний тривожний розлад.
9. Фармацевтична композиція для лікування або
запобігання розладу центральної нервової систе-
ми, який являє собою афективний розлад чи афе-
ктивний епізод або тривожний розлад чи тривож-
ний епізод, яка містить ефективну кількість
щонайменше одного 1-ар(алк)ілімідазолін-2-ону
формули (І)

де X  -  водень,  С1-4-алкіл,  С1-4-алкоксильна група,
трифторметил або галогеновий залишок, R1 і R2,
незалежно один від одного є С1-4-алкільним, С3-10-
циклоалкільним або С3-10-гетероалкільним залиш-
ком, або R1 і R2 спільно є С2-6-алкіленовим залиш-
ком, в якому група -СН2 факультативно замінена
киснем, азотом або сіркою, n - 0 або 1 і m - 0 або
ціле число від 1 до 5,
вибраного з 1-(4-метоксифеніл)-4-
піперидиноімідазолін-2-ону та 1-(4-хлорфеніл)-4-
піперидиноімідазолін-2-ону.
10. Фармацевтична композиція за п.9, яка відріз-
няється тим,  що сполукою формули (І)  є 1-(4-
хлорфеніл)-4-піперидиноімідазолін-2-он.

11. Фармацевтична композиція за будь-яким із
пп.9, 10, яка відрізняється тим, що згадана ком-
позиція додатково містить наповнювачі або допо-
міжні речовини.
12. Фармацевтична композиція за будь-яким із
пп.9-11 для парентерального або перорального
введення.
13. Фармацевтична композиція за п.9, яка відріз-
няється тим, що згадана композиція містить 1-100
мг на кг маси тіла хворого сполуки формули (І).
14. Фармацевтична композиція за будь-яким із
пп.9-13, де розладом центральної нервової систе-
ми є афективний розлад або афективний епізод.
15. Фармацевтична композиція за п.14, де афекти-
вним розладом або афективним епізодом є клініч-
на депресія, тяжкий депресивний розлад або епі-
зод, епізоди маніакального, змінного та
гіпоманіакального настрою, депресивні епізоди з
атиповими, кататонічними або меланхолічними
проявами, депресивні епізоди з передменструаль-
ним дисфорійним розладом, який виникає у після-
пологовий період, легкий депресивний розлад,
посттравматичний стресовий розлад, обсесивно-
компульсивний розлад і розлади харчування.
16. Фармацевтична композиція за будь-яким із
пп.9-13, де розладом центральної нервової систе-
ми є тривожний розлад або тривожний епізод.
17. Фармацевтична композиція за п.16, де тривож-
ним розладом або епізодом є хронічний тривож-
ний розлад, панічний розлад, агорафобія, специ-
фічна фобія, соціальна фобія та генералізований
тривожний розлад.

Цей винахід має відношення до застосування
1-ар(алк)ілімідазолін-2-онів, що містять двозамі-
щений радикал аміну у 4 положенні, для лікування
або запобігання розладів центральної нервової
системи, у тому числі психотичних розладів і, зок-
рема, шизофренії, депресії, тривоги, дистонії, і до
застосування цих та інших агоністичних речовин,
які являють собою субтипово-селективні ліганди
рецепторів бензодіазепінів, що містять субодини-
цю субодиницю альфа 3.

Розлади центральної нервової системи є тяж-
кими психічними розладами, які надзвичайно погі-
ршують повсякденне життя. Наприклад, шизофре-
нія, на яку страждає приблизно 1% населення
світу (Капуано (Capuano) та інші, 2002), найчасті-
ше розпочинається до тридцятирічного віку, що
означає лікування впродовж усього життя (Бенес
(Benes), 1993).

Психоз, зокрема шизофренія, має гетерогенну
симптоматичну картину (American Psychiatric
Association, 1994). Симптоми можуть розподіля-
тись на дві частини. У разі шизофренії, доміную-
чими на гострій стадії є галюцинації (сенсорне
сприйняття за відсутності зовнішнього стимулу) і
марення (хибні, нав'язливі та незвичні ідеї), напри-
клад, манія переслідування. Хворий є надзвичайно
збудженим і втрачає контакт із реальністю. Ці сим-
птоми називають позитивними (Девідсон
(Davidson), Ніл (Neale), 1988; Бейлер (Bailer) та
інші, 1999). Після того як стадія збудження посла-

блюється,  стають очевидними так звані негативні
симптоми. Ці симптоми включають порушення
пізнавальної здатності, зниження активності
центральної нервової системи, розлад пам'яті і
розуміння мови, швидкості мовлення, рухової фун-
кції, робочої пам'яті, а також байдужість і апатич-
ність. Хворі знаходяться у стані невпевненості та
тривоги (Девідсон (Davidson), Ніл (Neale), 1988;
Бейлер (Bailer) та інші, 1999).

Незважаючи на доступність декількох анти-
психотичних лікарських засобів, сучасна терапія
психозів не є задовільною. Класичні антипсихоти-
чні засоби з високою спорідненістю до рецептора
допаміну D2, викликають тяжкі рухові розлади і
мають седативні побічні ефекти (Найберг (Nyberg)
та інші, 2002). Найвідомішим прототипом класич-
них антипсихотичних засобів, який все ще зали-
шається лікарським засобом першого ряду, є га-
лоперидол (Капуано (Capuano) та інші, 2002).
Через те, що цей препарат має негативні побічні
ефекти і може послаблювати гострі позитивні, але
не негативні симптоми шизофренії, він не надає
хворому можливості повернення до повсякденного
життя.

Цей факт обумовив розробку нових, так зва-
них атипових, антипсихотичних препаратів. Вони
демонструють знижену спорідненість до рецепто-
ра допаміну D2 і більш розмаїтий профіль рецеп-
торної спорідненості, зосереджуючись на рецеп-
торі серотоніну субтипу 5-НТ2 (Сейва (Sawa),
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Снайдер (Snyder), 2002). Зміна профілю рецепто-
рної спорідненості цих лікарських засобів зменши-
ла прояв побічного ефекту у вигляді рухових роз-
ладів, однак призвела до зсуву побічних ефектів
до таких проблем, як надзвичайно швидкий при-
ріст маси тіла, порушення у статевій сфері, пору-
шення пізнавальних функцій і втрата почуття за-
доволення. Клозапін (clozapine), який відіграє роль
базового лікарського засобу, що поліпшує як пози-
тивні,  так і негативні симптоми шизофренії і є по-
збавленим побічних ефектів у вигляді рухових
розладів, викликає агранулоцитоз, що є головним,
потенційно летальним, побічним ефектом цього
лікарського засобу (Капуано (Capuano) та інші,
2002). Передусім, однак, все ще залишається ве-
лика кількість випадків, які не виліковуються (Лін-
денмайєр (Lindenmayer) та інші, 2002). Ні причина
шизофренії, ні механізм дії антипсихотичних лікар-
ських засобів, зокрема, атипових антипсихотичних
лікарських засобів, повністю не встановлені. Існує,
як видається, полігенний тип успадкування, який,
окрім того, керується негенетичними факторами
(Прасад (Prasad) та інші, 2002). Все більш зроста-
ючий обсяг епідеміологічних, генетичних та клініч-
них нейробіологічних даних вказує на те, що у па-
тофізіології шизофренії вирішальну роль
відіграють аномалії розвитку головного мозку (Ар-
нольд (Arnold), 1999).

Головна гіпотеза щодо шизофренії базується
на порушенні функціонування допамінергічної сис-
теми. Так, гострі психотичні симптоми можуть сти-
мулюватись допамінергічними лікарськими засо-
бами (Капуано (Capuano) та інші, 2002) і, як
описувалось вище, класичні антипсихотичні лікар-
ські засоби, наприклад, галоперидол (haloperidol),
мають високу спорідненість до рецептора допамі-
ну D2 (Найберг (Nyberg), 2002). Спосіб дії атипо-
вих антипсихотичних засобів вказує, однак, на іс-
нування додаткових нейромедіаторних систем,
залучених до розвитку шизофренії. Клозапін, ба-
зовий антипсихотичний лікарський засіб, і єдиний,
що поліпшує позитивні і негативні симптоми ши-
зофренії, не виявляє високої спорідненості до ре-
цепторів допаміну D2 (Герлах (Gerlaeh), 2002).
Наприклад, іншим нейромедіатором, залученим до
патофізіології шизофренії, є серотонін (Сейва
(Sawa), Снайдер (Snyder), 2002).

До розвитку шизофренії залученою видається
також глутаматергічна нейромедіаторна система.
Так, антагоністи NMDA (N-метил-D-аспартат), на-
приклад, фенциклідин (phencyclidine) і кетамін
(ketamine), можуть стимулювати симптоми шизо-
френії у людей і гризунів (Абі-Сааб (Abi-Saab) та
інші, 1998; Лахті (Lahti) та інші, 2001). Перевага
модельних тварин, що застосовувались для іміта-
ції психозу на основі антагоністів NMDA, у проти-
лежність допамінергічним моделям, полягає у то-
му, що вони не тільки імітують збуджену та
імпульсивну поведінку позитивної фази шизофре-
нії, але також і негативні симптоми шизофренії,
наприклад, порушення пізнавальної здатності (Абі-
Сааб (Abi-Saab) та інші, 1998; Йєнтш (Jentsch), Рот
(Roth), 1999). Завдяки цьому, ця модель може за-
стосовуватись для ідентифікації нових лікарських
засобів з антипсихотичним потенціалом.

Незважаючи на те, що причина більшості роз-
ладів центральної нервової системи є ще далекою
від розуміння, було встановлено, однак, що важ-
ливу роль у багатьох розладах центральної нер-
вової системи відіграє нейромедіатор серотонін (5-
НТ). Хоча складні емоційні стани, наприклад, де-
пресивний та тривожний стани, не можуть бути
зведені виключно до дисбалансу, що викликається
одним нейромедіатором, підтверджується, однак,
що однією з головних причин розвитку депресії та
тривоги є розлади нейромедіаторної системи 5-НТ
(Греф (Graeff) та інші, 1996).

Так, незалежно від різноманітних клінічних
форм депресії, а саме тяжкого депресивного роз-
ладу та епізодів, епізодів маніакального, змінного
та гіпоманіакального настрою, депресивних епізо-
дів з атиповими, кататонічними або меланхоліч-
ними проявами, депресивних епізодів з передмен-
струальним дисфорійним розладом, який виникає
у післяпологовий період, легкого депресивного
розладу, посттравматичного і гострого стресового
розладу, хворі у стані депресії демонструють зна-
чне зниження рівнів 5-НТ у цереброспінальній рі-
дині і додаткові зміни у центральній системі 5-НТ
(Оуенс (Owens) Немероф (Nemeroff), 1994). Не-
зважаючи на те, що першопричинний механізм
депресії є, безсумнівно, більш складним, аніж про-
сте зниження рівнів 5-НТ або ослаблення функціо-
нування цієї системи (Дельгадо (Delgado), Морено
(Moreno), 1999), участь серотонінергічної системи
у депресії найбільш наглядно демонструється те-
рапевтичною ефективністю лікарських засобів, що
підвищують позаклітинну концентрацію 5-НТ у го-
ловному мозку, наприклад, селективних інгібіторів
повторного поглинання серотоніну (SSRI). Так,
SSRI, наприклад, флуоксетин (fluoxetine) або ци-
талопрам (citalopram), є, як описують, ефективни-
ми при лікуванні депресії різних підгруп, у тому
числі тяжкого депресивного розладу, обсесивно-
компульсивного розладу і розладів харчування
(Стоке (Stokes), Гольц (Holtz), 1997). Важливо зве-
рнути увагу на те, що селективні інгібітори повтор-
ного поглинання серотоніну розглядались як знач-
не досягнення у лікуванні розладів центральної
нервової системи, порівняно з неселективними
інгібіторами поглинання моноаміну, які одночасно
різною мірою підвищують рівні серотоніну, допамі-
ну і норадреналіну і, відповідно до цього, демон-
струють більшу кількість побічних ефектів.

На додаток до цього, довготривале підвищен-
ня рівнів позаклітинної концентрації 5-НТ у голо-
вному мозку за допомогою, наприклад, селектив-
них інгібіторів повторного поглинання серотоніну,
може послаблювати тривогу у тварин і людей
(Джоунз (Jones) та інші, 2002; Стоке (Stokes),
Гольц (Holtz), 1997). Так, флуоксетин, селективний
інгібітор повторного поглинання серотоніну, що
застосовується для лікування різних тривожних
розладів (Натт (Nutt) та інші, 1999), демонструє
додатковий ефект модуляції підвищених рівнів 5-
НТ у разі панічного розладу, агорафобії, специфі-
чної фобії, соціальної фобії та генералізованого
тривожного розладу. Стає зрозумілим, що фарма-
кологічний ефект опосередковується підвищеними
рівнями нейромедіаторів, наслідком чого є підви-
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щена активація відповідного рецептора, а не спе-
цифічним блокуванням медіатору поглинання.
Однак пізня поява ознак анксіолітичного і антиде-
пресивного ефекту сполук, що підвищують рівень
5-НТ у головному мозку, наприклад, селективних
інгібіторів повторного поглинання серотоніну, є
обмежувальним фактором терапевтичної корисно-
сті цих лікарських засобів (Натт (Nutt)  та інші,
1999). Людина, що знаходиться у напруженому
емоційному стані на межі скоєння самогубства, не
може очікувати впродовж трьох тижнів, доки про-
явиться антидепресивний, антипсихотичний та/або
анксіолітичний ефект цього лікарського засобу.

У протилежність до SSRI, бензодіазепіни де-
монструють швидку появу ознак своєї анксіолітич-
ної активності (Коста (Costa), Гідотті (Guidotti),
1996). Діапазон їх терапевтичного застосування
обмежується, однак, відносно коротким періодом
часу, оскільки можливість їх постійного застосу-
вання обмежується розвитком толерантності до дії
бензодіазепінів і ризиком виникнення звикання до
надмірного вживання лікарських засобів (Коста
(Costa), Гідотті (Guidotti), 1996).

Таким чином, лікарський засіб, що об'єднує
обидва механізми, а саме швидку появу ознак ак-
тивності бензодіазепінів і ефективність тривалого
застосування SSRI, виявився б великим досягнен-
ням при лікування тривожних розладів, а також
депресії.

Іншим варіантом розладу центральної нерво-
вої системи є дистонія.  Дистонія являє собою ру-
ховий розлад, основу якого становить порушення
функції центральної нервової системи щодо регу-
лювання рухової активності; раніше цей розлад
був відомим також під назвою "психовегетативний
синдром". Цей розлад характеризується мимові-
льними, повторними рухами і аномальними поло-
женнями тіла, частково у поєднанні з болісними
м'язовими судомами (Грін (Green), 1992; Фрідман
(Friedman), Стандерт (Standaert), 2001; Гаманн
(Hamann), Ріхтер (Richter), 2002). Симптоми, у за-
лежності від підтипу дистонії, коливаються від вог-
нищевих до генералізованих дистонічних нападів.
Існують також прогресуючі форми, що розпочина-
ються вогнищевими нападами у дитинстві. Уража-
тись можуть люди будь-якого віку. У Германії зна-
ходиться приблизно 80000 людей, що страждають
на дистонічні напади (DDGeV, 2002).

На основі розподілу симптомів, дистонія може
класифікуватись на декілька підтипів: вогнищеві
дистонії, багатовогнищеві або сегментні дистонії,
торсіонні дистонії, півкульні, генералізовані або
пізні дистонії. До вогнищевих дистоній належать
цервікальна дистонія (кривошия), блефароспазм
(мимовільне скорочення повік), апендикулярна
дистонія (судоми кінцівок, наприклад, писальна
спазма), оромандибулярна дистонія і спастична
дисфонія (спазма голосових зв'язок) (DDGeV,
2002; Фрідман (Friedman), Стандерт (Standaert),
2001).

На сучасному етапі, за винятком декількох рід-
кісних форм, лікування дистонії зосереджується на
симптоматичному лікуванні. Вогнищеві дистонії
можуть доволі успішно лікуватись ботулотоксином
(Хсюнгг.І. (Hsiung G.Y.) та інші, 2002). Ботулоток-

син, який вводять локально до ураженої ділянки,
викликає кількатижневе розслаблення м'язів. Ліку-
вання слід проводити регулярно. Слабким місцем
цього лікування є те, що у деяких хворих розвива-
ється стійкість до токсину унаслідок появи антитіл
проти нього, і токсин не може застосовуватись у
разі ураження великих ділянок тіла (Дресслер
(Dressier) та інші, 2002; Хсюнг (Hsiung) та інші
2002).

Системна фармакотерапія сегментних і гене-
ралізованих дистоній є незадовільною. Вона залу-
чає застосування антихолінергічних лікарських
засобів і баклофену (baclofen), пресинаптично ді-
ючого агоніста ГАМКв, який, за повідомленнями,
благотворно впливає на симптоми дистонії (Фан
(Fahn), 1987; Грін (Green), 1992; Равідкі (Rawicki),
1999). Ефект антиконвульсивних лікарських засо-
бів у разі дистонії є суперечливим: фенобарбітал
(phenobarbital) і ламотригін (lamotrigine), як вида-
ється, мають продистонічний ефект, у той час як
габапентин (gabapentin), як гадають, є антидисто-
нічним (Ріхнер (Richner), Льошер (Loscher), 1999;
Ріхнер (Richner), Льошер (Loscher), 2000; Сіп (Siep)
та інші, 2002).

Хірургічне лікування (глибока стимуляція блі-
дої кулі головного мозку) у разі тяжкої дистонії все
ще знаходиться на найранішій стадії розвитку та
удосконалення, і успішно застосовується лише при
певних типах дистонії. У більшості випадків необ-
хідною є додаткова, системна фармакотерапія
(Крек (Krack), Веркей (Vercueil), 2001; Веркей
(Vercueil) та інші, 2002; Клейн (Klein), Озеліус
(Ozelius), 2002).

Механізм дистонії повністю не вивчено. Існує
багато свідчень про порушення функціонування
базальних ядер (Гернерт (Gernert) та інші, 2002;
Герреро (Herrero) та інші, 2002). Гадають, що по-
рушується функціонування механізму, що коорди-
нує інформацію соматосенсорних аферентних
нервів і пропускає сигнали до опорно-рухового
апарату (Герреро (Herrero) та інші, 2002). Дистонія
може спричинюватись травмою головного мозку
або інсультом, однак приблизно 80% генералізо-
ваних дистоній є ідіопатичними і, як видається,
успадковуються з різним ступенем прояву (Полз
(Pauls), Корчін (Korczyn), 1990). На цей час на ге-
нетичній основі розрізняють 13 різних форм дис-
тонії (дистонія типів 1-13) (Клейн (Klein), Озеліус
(Ozelius), 2002). Генна мутація ідентифікована для
трьох рідких підтипів генералізованих дистоній,
наприклад, для типу, що реагує на L-ДОФА (Тья-
гараян (Thyagarajan), 2001).

Хом'яки, як генетична модель пароксизмаль-
ної дистонії, є однією з декількох чітко визначених
тваринних моделей дистонії (Хамман (Hamann),
Ріхтер (Richter), 2002).

Тривожні розлади є широко розповсюджени-
ми, і їх кількість зростає у всьому світі. Бензодіа-
зепіни все ще вважаються найефективнішими лі-
карськими засобами для лікування тривожних
розладів і демонструють швидку появу ознак анк-
сіолітичної активності. Ці препарати, однак, де-
монструють також небажані побічні ефекти, напри-
клад, атаксію, седативний ефект, розслаблення
скелетних м'язів, амнезію, що викликається взає-
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модією етанолу та барбітурату. Серйозними про-
блемами є також розвиток толерантності до тера-
певтичних ефектів цих лікарських засобів та поте-
нціал розвитку токсикоманії (Коста (Costa), Гідотті
(Guidotti), 1996; Атток (Atack), 2003).

Як згадувалось вище, класом лікарських засо-
бів, які застосовуються для лікування тривожного
розладу є селективні інгібітори повторного погли-
нання серотоніну (SSRI). Ці лікарські засоби є до-
бре відомими як антидепресанти і не викликають
суттєвих побічних ефектів бензодіазепінів, напри-
клад, толерантності або токсикоманії, однак обме-
жувальним фактором їх терапевтичної корисності
є пізня поява ознак їхнього анксіолітичного і анти-
депресивного ефекту (Натт (Nutt) та інші, 1999).
Окрім того, на їх терапевтичне застосування впли-
ває приріст маси тіла і порушення статевих функ-
цій, що примушує хворих припиняти лікування
(Перна (Реrnа) та інші, 2001). Об'єднання позитив-
них ефектів обох лікарських засобів, лігандів ре-
цептора бензодіазепінів і селективних інгібіторів
повторного поглинання серотоніну, могло б по-
служити матрицею для ідеального антифобійного
седативного засобу. На завершення, все ще існує
сильна потреба у антифобійному седативному
засобі.

Однією зі спроб ослаблення цих головних по-
бічних ефектів лікарських речовин, що зв'язуються
із сайтом розпізнавання бензодіазепінів на рецеп-
торі ГАМКA, зокрема, седативного ефекту, була б
розробка лікарських засобів із високою селектив-
ністю щодо певних субтипів рецептора ГАМКA (Ко-
ста (Costa), Гідотті (Guidotti), 1996). Фармакологічні
та генетичні дослідження, проведеш впродовж
останніх років, дозволили виявити різні a-
субодиниці рецепторів, що несуть відповідальність
за різні поведінкові симптоми, індуковані бензодіа-
зепінами (Атток (Atack), 2003).

Так, за описом, рецептори, що містять субоди-
ниці альфа 1, опосередковують седативний та
антиконвульсивний ефект бензодіазепінів (Коста
(Costa), Гідотті (Guidotti), 1996; Крестані (Crestani)
та інші, 2000; Дубінскі (Dubinsky) та інші, 2002).
Рецептори ГАМКA, що містять субодиниці альфа 5,
повинні відігравати роль у амнезії, що індукується
бензодіазепінами, у той час як рецептори, що міс-
тять субодиниці альфа 2 і альфа 3, за результа-
тами спостереження, несуть відповідальність за
анксіолітичну активність сполук цього класу (Коста
(Costa), Гідотті (Guidotti), 1996; Лоу (Low) та інші,
2000; Дубінскі (Dubinsky) та інші, 2002). Однак
ефекти бензодіазепінів, специфічні для субтипів,
ще не є повністю зрозумілими, і зараз точиться
суперечливе обговорення ролі різних субодиниць,
яке додатково ускладнюється повідомленням про
існування, окрім різних альфа-субодиниць, різних
бета-, гамма-субодиниць, а також додаткових суб-
одиниць, які додають свій внесок до різнорідності.
Деякі дані вказують на те,  що седативний ефект
бензодіазепінів, наприклад, опосередковується не
виключно рецепторним субтипом, що містить суб-
одиницю альфа 1, але і додатковими механізма-
ми, і що субодиниці альфа-1 відіграють переважну
роль лише при атаксії (Платт (Platt) та інші, 2002).
Таубер (Tauber) та інші (2003) встановили, що

втрата випрямного рефлексу унаслідок одночас-
ного введення діазепаму і етанолу (у поєднанні з
втратою рецепторної активності), у мишей, мутан-
тних по субодиниці альфа 2, не спостерігається,
але втрата рухової активності (ознака седативного
ефекту), спричинена введенням обох сполук, спо-
стерігалась у мишей, мутантних по субодиницям
альфа 1, альфа 2, альфа 3 і альфа 5. Відсутність
знань щодо функціонування різних субтипів реце-
птора бензодіазепінів, які гетерогенно експресу-
ються у головному мозку, спричинюється, голо-
вним чином, відсутністю лігандів із високою
селективністю щодо різних субтипів.

Однак, виходячи з вищезгаданих даних, одер-
жаних на основі генетично модифікованих мишей
з поставленими під сумнів альфа-субодиницями,
нездатними до подальшого опосередковування
ефекту бензодіазепінів, декілька фірм розпочали
науково-дослідні програми, спрямовані на розроб-
ку лігандів рецептора бензодіазепінів, селективних
щодо субодиниць альфа 2 і альфа 3, зі зниженою
активністю відносно субодиниці альфа 1 (Лоу
(Low), 2000; Грібел (Griebel), 2001). Описано декі-
лька сполук цього типу, однак ступінь субтипової
селективності видається доволі обмеженим. Функ-
ціональна селективність забезпечується різним
ступенем часткового агонізму відносно окремих
рецепторів. Було показано, наприклад, що сполука
SL651498 демонструє приблизно 40-50% часткову
агоністичну активність відносно рецепторів, що
містять субодиниці альфа 1 і альфа 5, з одночас-
ною 100% частковою агоністичною активністю від-
носно рецепторів, що містять субодиницю альфа
2, і 70% активністю відносно рецепторів, що міс-
тять субодиницю альфа 3. Наслідком цього дійсно
може бути функціональна субтипова селектив-
ність, однак лише для фармакологічних ефектів,
що потребують високого ступеню активації рецеп-
торів. У разі ефектів, що потребують активації ни-
жчої за 50%, такі сполуки будуть діяти подібно
неселективним агоністам, як видно на Фіг.2 у ро-
боті Грібел (Griebel) та інші (2001). Все ще триває
обговорення того, який ступінь активації рецепто-
ра є необхідним для якого ефекту, але було вста-
новлено, що навіть часткові неселективні агоністи,
наприклад, імідазеніл (imidazenil), демонструють у
хворих седативний ефект (Атток (Atack), 2003).
Залишається, таким чином, сумнівним, чи забез-
печить стратегія функціонального часткового аго-
нізму гадану селективність з виключенням субоди-
ниці альфа 1.  Незважаючи на цей факт,  інші
дослідники вдаються до такого самого підходу
(Доусон (Dawson), 1998; Маккернан (McKeman),
1998). NS2710 і нерозкрита нова сполука, що під-
дається клінічній розробці, які були одержані унас-
лідок досліджень і програми розробки фірми Merck
(Adis Data Information, 2003; Гудейкр (Goodacre) та
інші, 2002; Чемберс (Chambers) та інші, 2001) ще
не продемонстрували очікуваного клінічного про-
філю і виявились седативними і не позбавленими
потенціалу звикання (Атток (Atack), 2003). Підсу-
мовуючі ці результати, до сього часу не було дося-
гнуто суттєвого прогресу у розробці нових лігандів
рецептора бензодіазепінів, зокрема, з високою
субтиповою селективністю. На додаток до цього,
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знання щодо ролі різних субодиниць у фізіології та
патофізіології захворювань все ще залишаються
дуже обмеженими, і, знову ж таки, унаслідок відсу-
тності селективних сполук.

У той час як визначення ролі субодиниць аль-
фа 1 і альфа 2 було ціллю щонайменше деяких
досліджень, ще менше відомо відносно субодиниці
альфа 3, яка являє собою субодиницю з достатньо
вибірковим розподілом у головному мозку. До цьо-
го часу немає доступних лігандів із будь-якою се-
лективністю щодо субодиниці альфа 3. Усі вище-
згадані лікарські засоби розроблювались для того,
щоб вони мали, і вони таки мають, у кращому разі
деяку, селективність щодо субодиниці альфа 2 у
комбінації із субодиницею альфа 3, з виключен-
ням, до певної міри, субодиниці альфа 1. Існує
усього декілька досліджень відносно рецептора,
що містить субодиницю альфа 3. У імуногістохімі-
чному дослідженні субодиниця альфа 3 описуєть-
ся як така, що у великій кількості експресується у
холінергічних нейронах смугастого тіла, перегоро-
дки, смуги білої речовини, що з'єднує різні частини
мозку, і у допамінергічних нейронах щільної части-
ни чорної речовини головного мозку, у той час як
ці клітини експресують лише незначну кількість
субодиниць альфа 2 (Родрігес-Пальарес
(Rodriguez-Pallares) та інші, 2001). Видається, що
субодиниці альфа 3 на допамінергічних нейронах
щільної частини чорної речовини супроводжують-
ся, головним чином, субодиницями альфа 4 (суб-
одиниця альфа 4 є нечутливою до бензодіазепі-
нів),  у той час як мРНК субодиниць альфа 2
виявлено не було (Гайон (Guyon) та інші, 1999).
Норадренергічні нейрони locus coeruleus, за опи-
сом, є імунореактивними відносно субодиниць
альфа 3 і альфа 2. Усі ці ділянки головного мозку
були імунонегативними відносно субодиниць аль-
фа 1 (Родрігес-Пальарес (Rodriguez-Pallares) та
інші, 2001).

Подібним чином, серотонінергічні нейрони на
лінії зрощення демонструють високий рівень мі-
чення субодиниць альфа 3,  у той час як там спо-
стерігається лише декілька нейронів, що експре-
сують субодиницю альфа 2 (Родрігес-Пальарес
(Rodriguez-Pallares) та інші, 2001). На додаток до
цього, Гао (Gao) та інші (1993) встановили, що
переважна більшість серотонінергічних нейронів
лінії зрощення демонструє сильну імунореактив-
ність відносно субодиниці альфа 3, але вони не
мають забарвлення субодиниці альфа 1, у той час
як у ГАМКергічних нейронах лінії зрощення прису-
тні обидві субодиниці. Усі ці дослідження, однак,
являли собою дослідження з міченням, і вони не
дають можливості одержання скільки-небудь чіткої
фармакологічної картини, опосередкованої суб-
одиницею альфа 3.

У разі місцевого введення мусцимолу
(muscimol), агоніста ГАМКА, і бікукулліну
(bicuculline), антагоніста ГАМКA, у дорсальній і ме-
діальній частині лінії зрощення, за допомогою мік-
родіалізу виявили вплив на позаклітинні рівні 5-НТ
(місцево і у прилеглому ядрі) (Тао (Тао). Ауербах
(Auerbach), 2000). Це вказує на те, що рецептори
ГАМКА, що містять субодиницю альфа 3, можуть

бути залученими до серотонінергічної передачі
нервових імпульсів.

Виходячи з вищенаведеного, стає зрозумілим,
що сучасні способи і можливості лікування розла-
дів центральної нервової системи, у тому числі
психотичних розладів, депресії, тривожних розла-
дів і рухових розладів, наприклад, дистонії, є не-
достатніми, і вони принаймні частково демонстру-
ють тяжкі побічні ефекти.

Таким чином, мета цього винаходу полягала у
наданні додаткових можливостей лікування або
запобігання таких розладів центральної нервової
системи у ссавців і, зокрема, у наданні способів
лікування для застосування на людях.

За першим аспектом цього винаходу, ця мета
була досягнута способом лікування або запобіган-
ня розладів центральної нервової системи, у тому
числі, психотичних розладів, депресії, тривожних
розладів і рухових розладів та/або психотичних
симптомів, пов'язаних з іншими психічними розла-
дами, шляхом введення ефективної кількості що-
найменше одного 1-ар(алк)ілімідазолін-2-ону фо-
рмули (І)

(I)

де X - водень, С1-4-алкіл, С1-4-алкоксильна гру-
па, трифторметил або галогеновий залишок, R1 і
R2,  незалежно один від одного,  є С1-4-алкільним,
С3-10-циклоалкільним або С3-10-гетероалкільним
залишком, або R1 і R2 разом є С2-6-алкіленовим
залишком, де група -СН2 факультативно заміщена
киснем, азотом або сіркою, n - 0 або 1, m - 0 або
ціле число від 1 до 5, хворому, який цього потре-
бує.

За цим винаходом, з подивом було встанов-
лено, що сполуки формули І є високоефективними
щодо лікування наведених нижче розладів
центральної нервової системи:

1. Психози і психотичні епізоди:
Різні типи шизофренії (наприклад, параноїдна,

гебефренічна, кататонічна недиференційована
або резидуальна) і біполярні афективні розлади,
наприклад, біполярна депресія і постпсихотичні
депресивні розлади шизофренії. Психотичні епізо-
ди, що спостерігаються у разі шизофреноподібних
розладів, шизоафективні розлади, маревні розла-
ди, психотичні розлади, обумовлені дією певних
речовин (наприклад, алкоголю, амфетаміну, га-
шишу, кокаїну, галюциногенів, лікарських засобів
для інгаляції (летких препаратів), опіоїдів або фе-
нциклідину); зміни особистості (наприклад, погра-
ничні зміни особистості), імпульсивні розлади, на-
приклад, неадекватна агресивність; біполярні
розлади, гіперактивність з дефіцитом уваги
(AD/HD),  зловживання і залежність від певних ре-
човин (наприклад, хронічний алкоголізм, залеж-
ність від амфетаміну, кокаїну або опіатів).

2. Афективні розлади і афективні епізоди
Клінічна депресія, тяжкий депресивний розлад

і епізоди, епізоди маніакального, змінного та гіпо-
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маніакального настрою, депресивні епізоди з ати-
повими, кататонічними або меланхолічними про-
явами, депресивні епізоди з передменструальним
дисфорійним розладом, який виникає у післяполо-
говий період, легкий депресивний розлад, пост-
травматичний стресовий розлад, обсесивно-
компульсивний розлад і розлади харчування (по-
рушення поведінки харчування).

3. Тривожні розлади і тривожні епізоди
Хронічний тривожний розлад, панічний роз-

лад, агорафобія, специфічна фобія, соціальна
фобія та генералізованийтривожний розлад.

4. Рухові розлади, пов'язані, головним чином,
із порушенням функціонування базальних ядер

Різні підтипи дистонії, наприклад, вогнищеві
дистонії, багатовогнищеві або сегментні дистонії,
торсіонна дистонія, півкульні, генералізовані або
пізні дистонії (індуковані психофармакологічними
лікарськими засобами). До вогнищевих дистоній
належать цервікальна дистонія (кривошия), бле-
фароспазм (мимовільне скорочення повік), апен-
дикулярна дистонія (судоми кінцівок, наприклад,
писальна спазма), оромандибулярна дистонія,
спастична дисфонія (спазма голосових зв'язок) і
пароксизмальна дистонія.

Вперше сполуки формули (І) були описані у
WO 97/09314 як речовини, придатні для лікування
епілептичних розладів. Зараз із подивом встанов-
лено, що ці речовини можуть також застосовува-
тись для ефективного лікування або попереджен-
ня розладів центральної нервової системи,
наприклад, вищезгаданих розладів, однак без об-
меження ними. Згадані сполуки можуть застосову-
ватись для лікування ссавців і, зокрема, для ліку-
вання людей.

Кількість груп -СН2 у сполуках, що застосову-
ються за цим винаходом, дорівнює 0 (1-
арилімідазолін-2-они) або 1 (1-аралкілімідазолін-2-
они). Прикладами сполук формули (І) є:

1-феніл-4-морфоліноімідазолін-2-он,
1-(4-метокси)-4-піперидиноімідазолін-2-он,
1-(4-хлорфеніл)-4-морфоліноімідазолін-2-он,
1-(4-хлорфеніл)-4-піперидиноімідазолін-2-он,
1-(4-хлорфеніл)-4-диметиламіноімідазолін-2-

он,
1-(4-бромфеніл)-4-морфоліноімідазолін-2-он,
1-(3-хлорфеніл)-4-морфоліноімідазолін-2-он,
1-(4-хлорфеніл)-4-гексаметиленімідазолін-2-

он,
1-(4-метилфеніл)-4-морфоліноімідазолін-2-он,
1-(4-хлорфеніл)-4-

(циклогексилметиламіно)імідазолін-2-он,
1-(4-фторфеніл)-4-морфоліноімідазолін-2-он,
1-бензил-4-морфоліноімідазолін-2-он.
Речовини, що застосовуються за способом за

цим винаходом, можна одержати способом, опис
якого наведено у патенті США №5,869,481.

Сполукою для застосування як лікарський за-
сіб за цим винаходом, якій віддають особливу пе-
ревагу, є 1-(4-хлорфеніл)-4-піперидиноімідазолін-
2-он (ELB139; номенклатура IB: 1-(4-хлорфеніл)-4-
піперидин-1-іл-2,5-дигідро-1H-імідазолін-2-он).

Введення щонайменше однієї сполуки форму-
ли (І) і, зокрема, 1-(4-хлорфеніл)-4-
піперидиноімідазолін-2-ону, може здійснюватись

звичайним шляхом введення психоактивних лікар-
ських засобів.

Згадані сполуки, за варіантом, якому віддають
перевагу, вводять у формі фармакологічної ком-
позиції у кількості 1-100мг на кг маси тіла хворого
на добу. У разі вибору інгаляційного або інтрана-
зального шляху введення, кількість для введення,
якій віддають перевагу, становить 0,05-5мг на кг
маси тіла хворого. Для застосування у рамках лі-
кування шизофренії та інших психотичних розла-
дів, більшу перевагу віддають введенню 2-70мг на
кг маси тіла хворого, і особливу перевагу віддають
введенню 5-50мг на кг маси тіла хворого, у той час
як у рамках лікування дистонії більшу перевагу
віддають введенню 1-20мг на кг маси тіла хворого
і особливу перевагу віддають введенню 5-15мг на
кг маси тіла хворого.

За варіантом, якому віддають перевагу, сполу-
ки вводять пероральним шляхом або шляхом ін'є-
кції у формі відповідної парентеральної композиції,
шляхом інгаляції, інтраназальним шляхом або у
формі супозиторію.

На додаток до цього, згадані сполуки, за варі-
антом, якому віддають перевагу, застосовують у
комбінації зі звичайними фармацевтичними носія-
ми, наповнювачами або допоміжними речовинами.
Форми застосування у рамках цього винаходу не є
критичними доти, доки гарантується достатня аб-
сорбіція активного інгредієнта.

На додаток до цього, згадані сполуки вводять
як єдиний лікувальний засіб для описаних хвороб і
стадій хвороб або у комбінації з іншими сполука-
ми, придатними для лікування згаданих хвороб
або стадій хвороб. Комбінація може являти собою
одночасне введення із застосуванням окремих
шляхів введення для кожного лікарського засобу
або у формі встановленої комбінації у вигляді су-
міші зі звичайними фармацевтичними наповнюва-
чами або допоміжними речовинами. Форми засто-
сування комбінацій у рамках цього винаходу не є
критичними доти, доки гарантується достатня аб-
сорбція активного інгредієнта.

Наведені нижче приклади застосування 1-
ар(алк)ілімідазолін-2-онів за цим винаходом ясно
показують, що способи за цим винаходом є над-
звичайно ефективними у разі лікування психотич-
них захворювань, практично без спостереження
побічних ефектів. Сполуки, застосовані за цим
винаходом, дуже добре переносяться і можуть
легко вводитись до складу композицій для терапе-
втичного або профілактичного застосування.

Додатковим об'єктом цього винаходу є, таким
чином, фармацевтична композиція для лікування
або профілактики розладів центральної нервової
системи, що містить ефективну кількість щонай-
менше одного 1-ар(алк)ілімідазолін-2-ону форму-
ли (І)

(I)
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де X - водень, С1-4-алкіл, С1-4-алкоксильна гру-
па, трифторметил або галогеновий залишок, R1 і
R2, незалежно один від одного, є С1-4-алкільним,
С3-10-циклоалкільним або С3-10-гетероалкільним
залишком, або R1 і R2 разом є С2-6-алкіленовим
залишком, де група -СН2 факультативно заміщена
киснем, азотом або сіркою, n - 0 або 1, m - 0 або
ціле число від 1 до 5, у хворого, який цього потре-
бує.

За варіантом, якому віддають найбільшу пере-
вагу, фармацевтична композиція містить 1-(4-
хлорфеніл)-4-піперидиноімідазолін-2-он (ELB139)
як активний агент.

Фармацевтична композиція за цим винаходом
додатково може містити придатні наповнювачі,
допоміжні речовини або заповнювачі та/або речо-
вини, що є необхідними або корисними для одер-
жання відповідної форми застосування. Фармаце-
втична композиція за цим винаходом містить
активний(-і) інгредієнт(-и), за варіантом, якому від-
дають перевагу, у кількості 1-100мг/кг маси тіла
хворого, і призначена для введення per os або
парентеральним шляхом (наприклад, внутрішньо-
венно, внутрішньом'язово або підшкірно).

За варіантом, якому віддають більшу перева-
гу, композиція містить активний інгредієнт у кілько-
сті 25-70мг на кг маси тіла або 5-15мг на кг маси
тіла відповідно, у залежності від можливого засто-
сування.

За додатковим аспектом цього винаходу, ціль
було досягнуто шляхом надання способу лікуван-
ня або запобігання хвороб центральної нервової
системи, у тому числі психотичних розладів, рухо-
вих розладів та/або психотичних симптомів, пов'я-
заних з іншими психічними розладами і, зокрема,
лікування тривожних розладів. Згаданий спосіб
включає введення ефективної кількості щонайме-
нше однієї речовини, яка являє собою субтипово-
селективний агоніст рецепторів бензодіазепінів,
що містять субодиницю альфа 3, яка, однак, не є
активною, тобто вона не виявляє значного позити-
вного ГАМК-підсилювального впливу на рецепто-
ри, що містять субодиницю альфа 2 та/або альфа
4 рецептора ГАМК, незалежно від того, зв'язується
вона з цим рецептором або ні.

Можна очікувати, що ліганди рецепторів бен-
зодіазепінів, селективні щодо субадиниці альфа 3
згаданих рецепторів, можуть бути ефективними
для лікування вищезгаданих захворювань центра-
льної нервової системи.

За цим винаходом, селективність визначаєть-
ся як щонайменше 20-кратна різниця у концентра-
ції, необхідній для викликання 50% максимальної
ГАМК-потенціювальної реакції, як показано у на-
веденому у цьому описі розділу прикладів і спосо-
бів, тобто щонайменше 20-кратна різниця у ЕС50.
Селективність може також визначатись як щонай-
менше 20-кратна різниця у зв'язувальній спорідне-
ності (спорідненість, щонайменше у 20 разів вища
спорідненості, визначеної за допомогою стандарт-
них експериментальних методик визначення спо-
рідненості), якщо спорідненість переводити у фун-
кціональний агоністичний вплив на відповідний
субтип рецептора. Особливу перевагу віддають
сполукам, що є субтипово-селективними відносно

рецепторів, що несуть субодиницю альфа 3 реце-
птора ГАМК. Перевагу віддають також сполукам,
селективним щодо субтипу альфа 3, які повністю
позбавлені активності (які не виявляють значного
позитивного ГАМК-посилювального ефекту) відно-
сно рецепторів, що несуть субодиницю альфа 2
або альфа 4 рецептора ГАМК, незалежно від того,
зв'язуються вони з цим рецептором або ні. Особ-
ливу перевагу віддають також таким сполукам,
якщо вони демонструють вищезгадані особливості
і, на додаток до цього, діють як часткові агоністи
рецепторів ГАМК, що несуть субодиницю альфа 3
і, на додаток до цього, діють як агоністи з низькою
спорідненістю або часткові агоністи (із щонаймен-
ше 20-кратною різницею спорідненості), знову ж
таки, з відданням особливої переваги частковим
агоністам із низькою спорідненістю до субодиниці
альфа 1 та/або альфа 5. Сполуки 1-
ар(алк)ілімідазолін-2-ону Формули І, що визначені
вище, є сполуками, що демонструють необхідну
селективність. Прикладом сполуки, що задоволь-
няє критеріям селективності, як визначено вище,
якій віддають особливу перевагу, є 1-(4-
хлорфеніл)-4-піперидиноімідазолін-2-он (ELB139).

Несподівано встановили, що сполука ELB139
та інші речовини, що входять до обсягу цього ви-
находу, діють як високорівневі субтипово-
селективні агоністи рецептора бензодіазепінів на
рецептори, що несуть субодиницю альфа 3. При-
рода впливу на ці рецептори є частково агоністич-
ною, що вказує на те, що ці сполуки і, зокрема,
сполука ELB139, діють як субтипово-селективні
часткові агоністи рецепторів, що несуть субодини-
цю альфа 3. Згадані сполуки і, зокрема, сполука
ELB139, були також активними по відношенню до
рецепторів, що несуть субодиницю альфа 1 або
альфа 5, однак із концентраціями, що більше ніж у
20 разів перевищували концентрацію для субоди-
ниці альфа 3. На додаток до цього, несподівано
встановили, що згадані сполуки зовсім не прояв-
ляли активності відносно рецепторів, що містили
субодиниці альфа 2. Подібно іншим бензодіазепі-
нам, сполука ELB139 також не проявляла активно-
сті відносно рецепторів, що несли субодиницю
альфа 4. Таким чином, сполука ELB139 діє як суб-
типово-селективна сполука, що активує рецепто-
ри, що містять субодиницю альфа 3 і (з більш ніж у
20 разів слабкішою активністю) рецептори, що
містять субодиниці альфа 1  і альфа 5,  із виклю-
ченням рецепторів, що містять субодиниці альфа
2 і альфа 4. На усіх рецепторах, що демонструють
чутливість до сполуки ELB139, ця сполука викли-
кає менш сильне потенціювання ГАМК-
індукованого імпульсу, порівняно з діазепамом, що
свідчить про частково агоністичну властивість. У
цьому відношенні, висновок про частково агоністи-
чну активність робили у разі, якщо максимальна
потенціація ГАМК-індукованого ефекту була ниж-
чою при найбільшій випробуваній концентрації,
порівняно з максимальним ефектом, індукованим
діазепамом, як позитивною еталонною сполукою,
при супрамаксимальній концентрації від 1мкМ до
10мкМ. Відносний частковий агонізм був у межах
50-70%. Унаслідок субтипової селективності зга-
даних сполук і, зокрема, з причини того, що сполу-
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ка ELB139 є селективною щодо субодиниці альфа
3, згадані сполуки можуть застосовуватись для
визначення ролі субодиниць альфа З відносно
фізіології і фармакології. Встановили, що сполука
ELB139 викликає підвищення рівнів серотоніну у
головному мозку пацюків, однак механізм цього
ефекту спочатку залишився нез'ясованим. Для
додаткового з'ясування цього ефекту перевірили,
чи не був він пов'язаним із дією переносників се-
ротоніну, тобто з механізмом лікарських засобів,
що обмежують функціонування цього переносника
і, таким чином, обумовлюють підвищення рівнів
серотоніну (селективні інгібітори повторного по-
глинання серотоніну, SSRI) або із зараз відомою
селективною взаємодією з рецептором бензодіа-
зепінів, що містить субодиницю альфа 3. Сполуки
за цим винаходом і, зокрема, сполука ELB139, не
виявляли впливу на поглинання серотоніну синап-
тосомним препаратом. З іншого боку, вплив сполу-
ки ELB139 на рівні позаклітинного серотоніну міг
бути повністю блокованим і навіть зверненим
шляхом введення специфічного блокатора рецеп-
тора бензодіазепінів, флумазенілу (flumazenil),
який блокує взаємодію бензодіазепінів з усіма чут-
ливими до бензодіазепінів рецепторами, у тому
числі з рецептором, що містить субодиницю альфа
3. Унаслідок субтипової селективності, ці дані чіт-
ко, і несподівано, вказують на те, що вплив сполу-
ки ELB139 на серотонінергічну систему опосеред-
ковується рецептором бензодіазепінів, що містять
субодиницю альфа 3. Діазепам, за повідомлення-
ми,  не має впливу на рівні серотоніну у разі вве-
дення у подібних експериментах, що вказує на те,
що цей вплив можуть виявляти лише субтипово-
селективні сполуки.  Таким чином,  виходячи з цих
даних, зараз дійшли висновку, що субодиниця
альфа З є унікальною і новою мішенню для захво-
рювань, що викликають ослаблене функціонуван-
ня серотонінергічної системи, або для захворю-
вань,  у разі яких бажаним є посилене
функціонування серотонінергічної системи, напри-
клад, при афективних розладах, у тому числі при
депресивному і тривожному розладах.

За другим варіантом підходу, перевірили, чи
психофармакологічні поведінкові ефекти сполуки
ELB139, що були нетиповими для бензодіазепінів,
могли бути змінені на протилежні введенням флу-
мазенілу. Антидепресивний ефект може легко по-
в'язуватись із підвищенням рівнів серотоніну у
головному мозку. Усі лікарські засоби, що підви-
щують рівень серотоніну, виявляють антидепреси-
вні ефекти,  у тому числі лікарські засоби,  подібні
флуоксетину (SSRI). Оскільки підвищення рівня
серотоніну може запобігатись введенням флума-
зенілу, антипсихотичний ефект вибрали як най-
придатніший для оцінки ролі субодиниці альфа 3 у
психофармакологічному профілі сполуки ELB139.
Відомо, що бензодіазепіни, позбавлені селектив-
ності щодо субодиниці альфа 3, не виявляють ан-
типсихотичних ефектів. У разі введення флумазе-
нілу у комбінації зі сполукою ELB139,
антипсихотичний ефект сполуки ELB139 неочіку-
вано антагонізувався. Ці дані вказують на те, що
субодиниця альфа 3 є ідеальною мішенню не тіль-
ки для захворювань, що залучають серотонінергі-

чну систему, як описувалось вище, але також і для
інших захворювань центральної нервової системи,
наприклад, психозу. На додаток до цього, ці дані
вказують на те, що сполука ELB139 та інші речо-
вини, що є селективними щодо рецепторів, що
містять субодиницю альфа 3, є активними анксіо-
літиками, антидистонічними і антиконвульсивними
засобами. Цей широкий спектр активності контра-
стує з субтиповою селективністю і обговорюваним
зв'язком інших субодиниць, окрім субодиниці аль-
фа 3, з різними захворюваннями. Наприклад, ан-
тиконвульсивна активність до цього часу співвід-
носилась, головним чином, із субодиницею альфа
1, однак сполука ELB139 діє як дуже активний анк-
сіолітик, незважаючи на низьку спорідненість до
субодиниці альфа 1. Подібним чином, субодиниця
альфа 2 розглядалась як головна для анксіолітич-
них ефектів із лише додатковим внеском субоди-
ниці альфа 3 для тривожних розладів. Однак спо-
лука ELB139 зовсім позбавлена активності
відносно субодиниць альфа 2, оскільки є селекти-
вною щодо субодиниці альфа 3. Ці дані додатково
вказують на те, що субодиниця альфа 3 і рецептор
бензодіазепінів на субодиницях альфа 3 є ідеаль-
ною мішенню для лікування цих захворювань, у
тому числі тривоги і епілепсії.

Таким чином, підбиваючи підсумок, набір да-
них, тобто ефекти in vivo на моделях психозу, де-
пресії, дистонії, епілепсії і тривоги, а також вплив
на рівні серотоніну, що свідчить про антидепреси-
вну активність, у поєднанні з субтипово-
селективною активністю, відкриває можливість
очікування того, що усі ліганди рецепторів бензо-
діазепінів, що є селективними щодо субодиниці
альфа 3 рецепторів бензодіазепінів, можуть бути
активними при вищезгаданих захворюваннях
центральної нервової системи.

Таким чином, іншим об'єктом цього винаходу є
фармацевтична композиція, що містить ліганд ре-
цептора бензодіазепінів, селективний щодо суб-
одиниці альфа 3 рецепторів бензодіазепінів. Такі
речовини з високою селективністю щодо субоди-
ниці альфа 3 можуть легко виявлятись за допомо-
гою добре відомих і описаних систем скринінгу.
Такі системи можуть включати аналізи зв'язування
рецептора, як перший крок, однак із застосуван-
ням аналізів зв'язування, які повинні ґрунтуватись
на мембранних фракціях, що містять відповідні
субодиниці рецептора ГАМК. Такі препарати мож-
на одержати з клітинних ліній, що експресують і
складають, після стабільної або тимчасової
трансфекції, функціональний рецепторний ком-
плекс ГАМК,  що включає субодиниці альфа,  що
піддаються дослідженню, тобто альфа 1, альфа 2,
альфа 3, альфа 4 або альфа 5, у комбінації з одні-
єю субодиницею бета (за варіантом, якому відда-
ють перевагу, субодиницею бета 2 і однією суб-
одиницею гамма, за варіантом, якому віддають
перевагу, субодиницею гамма 2). Інше джерело
субтипів рецепторів ГАМК можна одержати із сис-
тем експресії, що експресують рекомбінантні білки
різних субодиниць. Такими системами експресії
можуть бути бактерії,  дріжджі або клітини-
еукаріоти. Завдяки застосуванню таких аналізів
зв'язування, можуть легко ідентифікуватись сполу-
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ки з високою спорідненістю до субодиниці альфа 3
і високою селективністю щодо інших рецепторів
ГАМК,  що містять субодиниці альфа 1,  альфа 2,
альфа 4 або альфа 5. Радіоактивним лігандом
може бути 3(Н)-флунітразепам або інші добре
описані радіоактивні ліганди, позбавлені селекти-
вності щодо індивідуальних субодиниць ГАМК.

Оскільки ліганди рецептора бензодіазепінів
можуть діяти як агоністи, нейтральні ліганди (анта-
гоністи) і зворотні агоністи, для ідентифікації агоні-
стів, а також часткових агоністів, необхідним є фу-
нкціональний аналіз. Такими аналізами можуть
бути модифіковані аналізи зв'язування із застосу-
ванням зв'язування 3(Н)-мусцимолу, як контролю,
оскільки агоністи, антагоністи і зворотні агоністи на
характеристики зв'язування мусцимолу впливають
по-різному.

Основою різних функціональних аналізів, які
можуть застосовуватись для ідентифікації прита-
манної активності лігандів рецепторів бензодіазе-
пінів, є електрофізіологічні методи із застосуван-
ням або ооцитів Xenopus як систем експресії, або
трансфікованих клітинних ліній, наприклад, клітин
СНО (яєчник китайського хом'ячка), трансфікова-
них відповідними субодиницями альфа, бета і га-
мма, як описано повсюди. І, знову ж таки, основою
іншого функціонального аналізу можуть бути
трансфіковані клітинні лінії, піддані дії ГАМК і спо-
луки,  яку піддають випробуванню,  однак із засто-
суванням мембранного потенціалу як контролю
рецепторної взаємодії. Результатом такого поста-
дійного варіанту відбору є сполука, що має високу
селективність щодо субодиниці альфа 3, і яка мо-
же діяти як повний або частковий агоніст субоди-
ниці альфа 3.

Така сполука-ліганд рецептора може також ді-
яти як частковий агоніст із щонайменше у 20 разів
нижчою спорідненістю до рецептора ГАМК, що
містить субодиниці альфа 1 і 5, порівняно з рецеп-
тором ГАМК, що містить субодиницю альфа 3. За
варіантом, якому віддають перевагу, така фарма-
цевтична композиція містить 1-ар(алк)ілімідазолін-
2-он Формули І, як визначено вище, що демон-
струє необхідну селективність. За варіантом, яко-
му віддають перевагу, така фармацевтична ком-
позиція містить сполуку 1-(4-хлорфеніл)-4-
піперидиноімідазолін-2-он (ELB139). Окрім того,
можливо і подеколи рекомендовано, щоб фарма-
цевтична композиція містила додаткові наповню-
вачі або допоміжні речовини і згадана композиція
могла бути придатною для парентерального або
для перорального введення. Подібно описаному
вище, встановили, що ефективною дозою активної
сполуки є доза 1-100мг на кг маси тіла хворого.
Додаткові дози, що містяться у фармацевтичній
композиції, яким віддають перевагу, становлять 2-
70мг на кг маси тіла або 5-50мг на кг маси тіла для
лікування шизофренії та інших психотичних захво-
рювань, і 1-20мг на кг або 5-15мг на кг маси тіла
для лікування дистонії.

Такі фармацевтичні композиції є придатними
для лікування розладів центральної нервової сис-
теми і, за варіантом, якому віддають перевагу, для
лікування психозу, депресії, дистонії, епілепсії і
тривоги, як докладніше описано вище.

Такі сполуки або композиції, що включають
сполуку ELB139, виявляють також селективні по-
зитивні впливи на розлади центральної нервової
системи, які зараз не можуть лікуватись доступни-
ми лігандами рецепторів бензодіазепінів, тобто
депресію, психоз, дистонію і споріднені захворю-
вання ЦНС, з особливою увагою до захворювань,
які можуть лікуватись сполуками, що виявляють
вплив на рівні серотоніну у головному мозку, у
тому числі депресії. Такі сполуки також виявляють
позитивний ефект у разі захворювань, що зараз
можуть лікуватись лігандами рецепторів бензодіа-
зепінів, однак із кращим профілем побічних дій, зі
зниженням амнезійного, седативного, снодійного,
індукуючого звикання, міорелаксантного і ЦНС-
депресійного ефекту лігандів рецепторів бензодіа-
зепінів і послабленням розвитку толерантності. До
таких захворювань належать тривожні розлади,
епілепсія, розлади сну та інші захворювання, що
реагують на лікування бензодіазепінами.

Винахід додатково пояснюється наведеними
нижче прикладами і фігурами.

На фігурах зображено:
Фіг.1: активність, загальна подолана відстань,

стереотипне обнюхування, інші стереотипії і атак-
сія, стимульовані 0,2мг/кг сполуки МK-801, яка
була введена внутрішньоочеревинно пацюкам-
самицям за 10хв. до проведення тесту.

Галоперидол (внутрішньоочеревинно) і сполу-
ка Е131-00139 (перорально) були введені за 1год.
до проведення тесту. *статистична значущість
порівняно з контролем, р<0,05, **статистична зна-
чущість порівняно з контролем, р<0,01,
***статистична значущість порівняно з контролем,
р<0,001, # суттєво різні одна до одної, р<0,05.

Фіг.2: антидистонічна активність сполуки Е131-
00139.

При меншій дозі, тобто при 5мг/кг (внутріш-
ньоочеревинно), все ще спостерігається значна
антидистонічна активність.

Фіг.3: вплив сполуки Е131-00139 на вивільнен-
ня 5-НТ у смугастому тілі пацюків.

Сполука Е131-00139 у дозі 30мг/кг була вве-
дена внутрішньоочеревинно. Дані наведені як від-
соток середнього вихідного рівня 5-НТ (середня
квадратична помилка середнього); *статистична
значущість порівняно з тилозою, р<0,05.

Фіг.4: вплив сполуки Е131-00139 на виділення
допаміну у смугастому тілі пацюків.

Сполука Е131-00139 у дозі 30мг/кг була вве-
дена внутрішньоочеревинно. Дані наведені як від-
соток середнього вихідного рівня допаміну (серед-
ня квадратична помилка середнього).

Фіг.5: цілоклітинна реєстрація клітин НЕК293,
що експресують рекомбінантні рецептори ГАМКд
αiβ2g2 (і=1-5) пацюків. Імпульси були нормалізова-
ні до застосованих концентрацій ГАМК за відсут-
ності усіх інших лікарських засобів. Підвищені кон-
центрації діазепаму (▲), діазепаму+10мкМ
сполуки Ro15-1788 (Δ), сполуки Е131-139 (■) або
сполуки Е131-139+10мкМ сполуки Ro15-1788 (□)
застосовували одночасно з ГАМК з концентрація-
ми приблизно ЕС20. Стовпчики помилок відобра-
жають середню квадратичну помилку середнього
(±SEM) для 4 клітин кожний.
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Фіг.6: вплив сполуки ELB139 (=сполука Е131-
00139, 10-30мг/кг) на час, проведений у непоруш-
ності, тривалість плавання і період часу, коли тва-
рини намагались вилізти під час випробування з
примусовим плаванням пацюків, порівняно з конт-
рольними тваринами, що одержали носій (*р<0,05,
однофакторний дисперсійний аналіз з подальшою
обробкою даних за методом Холм-Сідак). Дані
представлені як середня величина±середня квад-
ратична помилка середнього (n=10).

Фіг.7: вплив флуоксетину (10-30мг/кг) на час,
проведений у непорушності, тривалість плавання і
період часу, коли тварини намагались вилізти під
час випробування з примусовим плаванням пацю-
ків, порівняно з контрольними тваринами, що оде-
ржали носій (*р<0,05, однофакторний дисперсій-
ний аналіз з подальшою обробкою даних за
методом Холм-Сідак). Дані представлені як серед-
ня величина±середня квадратична помилка сере-
днього (n=10).

Фіг.8: вплив галоперидолу на МK-801-
індуковану, пов'язану з психозом поведінку пацю-
ків-самиць.

Показані два окремі випробування. Галопери-
дол (Н) (0,5мг/кг, внутрішньоочеревинно) вводили
за 60хв. до випробування, у разі самостійного за-
стосування, і за ЗОхв. до випробування, у разі
введення на додаток до флумазенілу (F). Флума-
зеніл (5мг/кг, внутрішньоочеревинно) вводили за
20хв. до випробування. Сполуку МK-801 (0,1мг/кг,
внутрішньоочеревинно) вводили за 10хв. до ви-
пробування. Дані представлені як середня вели-
чина±середня квадратична помилка середнього.
Статистична значущість порівняно з контролем
(С): *р<0,05, **р<0,01, ***р<0,001.

Фіг.9: вплив сполуки ELB139 на МK-801-
індуковану, пов'язану з психозом поведінку і звер-
тання дії флумазенілом у пацюків-самиць.

Сполуку ELB139 (30мг/кг, перорально) вводи-
ли за 1год. до випробування. Флумазеніл (5мг/кг,
внутрішньоочеревинно) вводили за 20хв. до ви-
пробування. Сполуку МK-801 (0,1мг/кг, внутріш-
ньоочеревинно) вводили за 10хв. до випробуван-
ня. Вплив на МK-801-індуковане стереотипне
обнюхування, інші стереотипії і атаксію представ-
лено як середню величину±середня квадратична
помилка середнього. Статистична значущість по-
рівняно з контролем: *р<0,05, **р<0,01, ***р<0,001.
Значущість порівняно з групою ELB139: # р<0,05.

Фіг.10а: вплив сполуки ELB139 на МK-801-
індуковану, пов'язану з психозом поведінку і звер-
тання дії флумазенілом у пацюків-самиць.

Сполуку ELB139 (30мг/кг, перорально) вводи-
ли за 1год. до випробування. Флумазеніл (5мг/кг,
внутрішньоочеревинно) вводили за 20хв. до ви-
пробування. МK-801 (0,1мг/кг, внутрішньоочере-
винно) вводили за 10хв. до випробування. Вплив
на МK-801-підвищену активність і подолану від-
стань представлено як середню величинуісередня
квадратична помилка середнього. Статистична
значущість порівняно з контролем: *р<0,05; зна-
чущість порівняно з групою ELB139: # р<0,05.

Фіг.10b: вплив сполуки ELB139 на МK-801-
індуковану, пов'язану з психозом поведінку і звер-
тання дії флумазенілом у пацюків-самиць.

Сполуку ELB139 (30мг/кг, перорально) вводи-
ли за 1год. до випробування. Флумазеніл (5мг/кг,
внутрішньоочеревинно) вводили за 20хв. до ви-
пробування. Сполуку МK-801 (0,1мг/кг, внутріш-
ньоочеревинно) вводили за 10хв. до випробуван-
ня. Вплив на МK-801-підвищену активність і
подолану відстань представлено з 5хв. інтервала-
ми як середню величину±середня квадратична
помилка середнього. Статистична значущість по-
рівняно з контролем: *р<0,05; значущість порівня-
но з групою ELB139: # р<0,05.

Приклади
1. Лікування психотичних розладів
1.1. Тварини
Для проведення експерименту використовува-

ли пацюків-самиць лінії Wistar (Crl:(WI) BR, Charles
River, Sulzfeld, Германія) масою від 150г до 180г.
Тварини групами по 5 голів були розміщені у кліт-
ках за стандартних умов з 12год. циклом чергу-
вання світла і темряви (світло вмикали о 06.00) з
доступом до їжі (гранульований корм Pellets, ssniff
M/R 15, Spezialdiat GmbH, Soest/Westfalen) і води
ad libitum.

1.2. Хімікати
Сполука Е131-00139 (1-(4-хлорфеніл)-4-

піперидиноімідазолін-2-он, молекулярна маса
277,75) була виготовлена фірмою Elbion AG. Га-
лоперидол (4-(4-[4-хлорфеніл]-4-гідрокси-1-
піперидиніл)-1-(4-фторфеніл)-1-нутанон, молеку-
лярна маса 375,9) одержали від фірми Ratiopharm
GmbH (Ulm, Германія), сполуку МK-801 (дізоцилпін
(dizocilpine), молекулярна маса 337,37) одержали
від фірми Tocris (розповсюджується фірмою
Biotrend Chemikalien GmbH (Köln, Германія)). Усі
інші застосовані хімікати одержали від фірми
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Германія) або від
фірми Merck (Германія).

1.3. Схема введення і дози лікарських препа-
ратів

Застосований об'єм: 0,5мл/100г

Речовина Кількість тва-
рин [n] Доза [мг/кг] Попередня об-

робка [хв.]
Кількість засто-

сувань [n] Шлях введення

МK-801 17 0,2 10 1 Внутрішньо-очеревинний
Е131-00139 6 30, 60 60 1 Пероральний
Галоперидол 10 0,5 60 1 Внутрішньо-очеревинний

1.4. Одержання сполук
Сполуку Е131-00139 безпосередньо перед

проведенням експерименту суспендували у 0,5%
гідроксіетилцелюлози, завдяки чому для кожної
речовини і дози одержали об'єм введення

0,5мл/100г. Галоперидол (розчин для ін'єкцій) роз-
бавляли фізіологічним розчином, завдяки чому
одержали об'єм введення 0,5мл/100г. Суспензії
знаходились на магнітній мішалці перед і під час
введення доз.
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1.5. Експериментальна методика
Поведінка, індукована сполукою МK-801 (анта-

гоніст NMDA), є загальноприйнятою як модель
психозу на пацюках. Сполука МK-801, у разі внут-
рішньоочеревинного введення, індукує у пацюків
стереотипії, гіперактивність і атаксію.

Рухова активність пацюків реєструється апа-
ратом MotiTest (TSE, Bad Homburg, Германія).
Експериментальна ділянка являє собою квадрат-
ний майданчик (45 смх45 см) із захисними стінка-
ми з органічного скла (висотою 20см), де пацюки
могли вільно рухатись. Рухи у горизонтальній
площині реєструвались 32 інфрачервоними фото-
елементами, розміщеними вздовж нижньої части-
ни кожної стінки майданчика. Рухи у вертикальній

площині (вертикальні стойки) реєструвались гори-
зонтальним рядом із 32 інфрачервоних фотоеле-
ментів на висоті 12 см від підлоги. Комп'ютерна
програма "ActiMot" (TSE, Bad Homburg, Германія)
вимірювала наведені нижче параметри:

активний час [s (с)] і загальна подолана від-
стань [m (м)].

Стереотипії, поділені на стереотипне обнюху-
вання і інші стереотипії, і атаксія оцінювались екс-
периментатором у балах кожні п'ять хвилин впро-
довж однієї години (12 інтервалів) за методом,
описаним Андіне (Andine) та іншими (1999). Бальні
оцінки 12 інтервалів для кожного параметра дода-
ються.

Оцінка у
балах Стереотипне обнюхування Інші стереотипії Атаксія

0 Відсутність стереотипного обнюху-
вання

Відсутність інших стереоти-
пій

Нормальне управління ті-
лом

1 Періодичне обнюхування (вільний ін-
тервал>5с)

Періодичні стереотипії (віль-
ний інтервал>5с)

Схильність до падіння під
час руху

2 Постійне обнюхування Постійні стереотипії Падіння під час руху

3 - - Майже повна нездатність
рухатись

У день проведення експерименту пацюків-
самиць переносять до лабораторії і у відповідний
час до початку тестування вводять експеримента-
льну сполуку, контрольну сполуку або носій. Спо-
луку МK-801 вводять (0,2мг/кг, внутрішньоочере-
винно) за 10хв. до проведення тесту.

На початку тесту пацюків вмішують у центрі
квадратного майданчика апарата MotiTest. Пове-
дінку пацюків реєструють впродовж однієї години.
Після кожної серії експериментів тварин видаля-
ють, клітки ретельно чистять і висушують.

1.6. Статистика
Результати піддавали однофакторному дис-

персійному аналізу (ANOVA). Для індивідуального
порівняння застосовували критерій Такі. Р<0,05
вважали статистично значущим.

1.7. Результати
Результати тесту представлені на Фіг.1. Гало-

перидол значно послабив усі симптоми, індуковані
сполукою МK-801 [р<0,001], як описано Андіне
(Andine) та іншими (1999). Сполука Е131-00139 у
дозі 30мг/кг (перорально) значною мірою звертала
стереотипне обнюхування, інші стереотипії і атак-
сію, індуковану сполукою МK-801, і явно зменшу-
вала загальну подолану відстань, підвищену спо-
лукою МK-801. Згадана сполука у вказаній дозі не
послаблювала МK-801-стимульовану активність.

У дозі 60мг/кг (перорально), сполука Е131-
00139 значно зменшувала усі параметри, індуко-
вані сполукою МK-801.

Стереотипне обнюхування ослаблювалось до-
зозалежним чином [р<0,05].

2. Лікування дистонії
Експерименти проводили на мутантних (dtSZ)

золотистих хом'ячках (самцях і самицях), яких
одержали шляхом селекційного розведення, як
докладно описувалось раніше (Фредоу (Fredow),
Лошер (Loscher), 1991). Тварини групами від трьох
до п'яти голів були розміщені у клітках за стандар-
тних умов із 12 годинним циклом чергування світ-
ла і темряви (світло вмикали о 06.00) із доступом
до їжі (стандартна дієта Altromin 1320, Altromin,
Lage, Германія) і води ad libitum.

2.2. Хімікати
Сполука Е131-00139 (1-(4-хлорфеніл)-4-

піперидиноімідазолін-2-он, молекулярна маса
277,75) була виготовлена фірмою Elbion AG. Усі
інші застосовані хімікати одержали від фірми
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Германія) або від
фірми Merck (Германія).

2.3. Схема введення і дози лікарських препа-
ратів

Застосований об'єм: 0,2мл/20г

Речовина Кількість тва-
рин [n]

Доза
[мг/кг]

Час спостереження
після введення [хв.]

Кількість засто-
сувань [n] Шлях введення

Е131-00139 Внутрішньо-очеревинний
Е131-00139 Внутрішньо-очеревинний

2.4. Одержання сполук
Сполуку Е131-00139 безпосередньо перед

проведенням експерименту суспендували у 0,5%
гідроксіетилцелюлози, завдяки чому для кожної
речовини і дози одержали об'єм введення
0,2мл/20г. Суспензії знаходились на магнітній мі-

шалці перед і під час введення доз. Гідроксіетил-
целюлозу розчиняли у дистильованій воді.

2.5. Експериментальна методика
Випробування лікарських засобів здійснювали

при максимальній чутливості хом'ячків до індуку-
вання нападів дистонії,  тобто у віці від 30 днів до



25 87982 26

40 днів. Напади дистонії індукували потрійним ме-
тодом стимулювання. Хом'яків видаляли з клітин,
вмішували на терези (для визначення маси тіла),
робили внутрішньоочеревинну ін'єкцію фізіологіч-
ного розчину (контроль) або лікарського препарату
і негайно після цього кожну тварину окремо вміщу-
вали до нової і порожньої пластикової клітки. На-

пади дистонії починались через кілька хвилин піс-
ля вміщення хом'ячків до нової пластикової клітки.
Тварин спостерігали у клітці впродовж 3год.; тяж-
кість дистонічних рухів оцінювали у балах впро-
довж 0-1год., 1-2год. і 2-3год. таким чином (оцінці
завжди піддавався максимальний ступінь, який
було досягнуто у межах періоду спостереження):

Стадія 1 Вуха притиснуті до голови, розпластування під час ходіння

Стадія 2 Судоми м'язів морди, вертикальна стійка з перехрещеними передніми лапами, непевна хода із
запізненою постановкою задніх лап

Стадія 3 Тугорухливість задніх лап, завдяки чому видається, що тварина рухається на кінчиках пальців
ходою з порушеною координацією рухів

Стадія 4 Втрата рівноваги

Стадія 5 Задні лапи витягнуті у напрямку хвоста, тварини намагаються підтягуватись, працюючи передні-
ми лапами

Стадія 6
Тварини лежать нерухомо, здригаються у згорбленому положенні, передні і задні лапи тонічно
витягнуті вперед, хвіст випрямлений, почергове піднімання лап з одного боку, голова хитається,
опістотонус

Кінцева стадія тривала впродовж двох-п'яти
годин, після чого відбувалось швидке одужання.
Усі мутантні хом'ячки не проходили через усю
описану послідовність; максимальна стадія у інди-
відуальному порядку досягалась, як правило, че-
рез 45-170хв.

2.6. Статистика
Результати спочатку аналізували за критерієм

Фрідмана, потім за критерієм Уілкоксона. Р<0,05
вважали статистично значущим.

2.7. Результати
Першу групу тварин (n=8) перевіряли на появу

і тяжкість дистонічних нападів у віці 32-33 дні після
введення носія (внутрішньоочеревинно), а також
після здійснення потрійної процедури стимулю-
вання,  як описано вище.  Через два або три дні ті
самі тварини одержували сполуку Е131-00139
(внутрішньоочеревинно), знову піддавались спо-
стереженню впродовж 3год. і знову через 2-3 дні
піддавались повторній перевірці після введення
носія, який застосовували як контроль після вве-
дення дози. Результати цих тестів наведені на
Фіг.2. На цьому графіку представлені три групи з
трьох стовпчиків кожна. Перша група представляє
першу годину спостереження, розпочинаючи з
введення лікарського засобу, друга група стовпчи-
ків представляє другу годину спостереження, а
третя група представляє третю годину.

Кожна група складається із трьох стовпчиків.
Перший (світлий) стовпчик представляє контроль-
ну реакцію тварин, що реєструється за 2-3 дні до
випробування лікарського препарату, чорний сто-
впчик представляє результати, одержані після
введення лікарського препарату, і третій (сірий)
стовпчик представляє результати, одержані при
введенні контролю, яке здійснювали через 2-3 дні
після введення лікарського препарату. Випробу-
вання перед і після введення дози здійснювали
для виключення ймовірності того, що ослаблення
тяжкості стадій обумовлювалось лише зниженням
чутливості відносно індукування дистонічних на-
падів у залежності від віку.

У цьому експерименті було показано, що спо-
лука Е131-00139 проявляє сильний антидистоніч-
ний ефект. Сполука у перевіреній дозі, тобто
10мг/кг внутрішньоочеревинно, добре переноси-
лась без седативного ефекту. Впродовж усього
періоду спостереження тяжкість дистонічного на-
паду значно зменшувалась, що свідчило про дов-
готривалість дії. Залишкові симптоми (тобто симп-
томи на середній стадії 2.3-2.4) спостерігались на
стадіях, які досягались впродовж хвилин після
початку експерименту, тобто впродовж періоду
часу, коли сполука Е131-00139 у плазмі була ще
відсутньою або реєструвались лише її мінімальні
рівні.

3. Анксіолітична і антидепресивна активність.
Для додаткового визначення характеристик

сполуки Е131-00139, згадану сполуку піддавали
дослідженню за допомогою мікродіалізу. Позаклі-
тинну концентрацію двох нейромедіаторів, серо-
тоніну (5-НТ) і допаміну, та їх метаболітів визнача-
ли у смугастому тілі.

3.1. Тварини
Для проведення експерименту використовува-

ли пацюків-самців лінії Wistar (Crl:(WI) BR, Charles
River, Sulzfeld, Германія) масою від 200г до 260г.
Тварини групами по 5 голів були розміщені у кліт-
ках за стандартних умов із 12 годинним циклом
чергування світла і темряви (світло вмикали о
06.00) з доступом до їжі (гранульований корм
Pellets, ssniff M/R 15, Spezialdiat GmbH,
Soest/Westfalen) і води ad libitum.

3.2. Хімікати
Сполука Е131-00139 (1-(4-хлорфеніл)-4-

піперидиноімідазолін-2-он, молекулярна маса
277,75) була виготовлена фірмою Elbion AG. Усі
інші застосовані хімікати одержали від фірми
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Германія) або від
фірми Merck (Германія).

3.3. Схема введення і дози лікарських препа-
ратів

Шлях введення: внутрішньоочеревинно.
Застосований об'єм: 0,5мл/100г.

Речовина Доза [мг/кг] Час попередньої обробки [хв.] Кількість застосувань [n]
Е131-00139 30 0 0
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3.4. Одержання сполук, суспендованих у 0,5%
розчині гідроксіетилцелюлози, що містить 10%
поліетиленгліколю 300 (PEG 300)

Сполуку Е131-00139 безпосередньо перед
проведенням експерименту суспендували у 0,5%
гідроксіетилцелюлози, завдяки чому для кожної
дози одержали об'єм введення 0,5мл/100г. Су-
спензії знаходились на магнітній мішалці перед і
під час введення доз. Гідроксіетилцелюлозу роз-
чиняли у дистильованій воді.

3.5. Експериментальна методика Хірургічна
процедура

За день до експерименту пацюків-самців нар-
котизували хлоралгідратом (3,6%, 1мл/100г, внут-
рішньоочеревинно) і розмістили у стереотаксичній
рамці для імплантування мікродіалізної напрямної
канюлі (СМА/12, Carnegie Medicine, Швеція). Воло-
систу частину шкіри голови надрізували посереди-
ні у передньо-задньому напрямку між ламбдою і
брегмою, і у черепі висвердлювали отвір невели-
кого діаметра. Стереотаксичні координати:
АР=+1,0мм, L=-3,0мм від брегми і 1,5мм від повер-
хні черепа до смугастого тіла за атласом Паксинос
(Paxinos) і Уотсон (Watson) (1986) (1). Для прикріп-
лення напрямної канюлі до черепа застосовували
стоматологічний цемент (Sinfony (2)) і анкерні гви-
нти. Під час проведення хірургічного втручання,
ректальну температуру підтримували на рівні 37°С
за допомогою ковдри для нагрівання.

Мікродіаліз
За день до проведення експерименту мікроді-

алізний зонд (СМА/12, довжина мембрани 4мм,
Carnegie Medicin, Швеція) вводили до смугастого
тіла через напрямну канюлю. У день проведення
експерименту зонд піддавали перфузії розчином
Рінгера-Локка (148мМ NaCl, 4мМ KСl, 2,4мМ Са-
СІ2, рН6,0). Швидкість потоку (1мкл/хв.) уможлив-
лювала збирання до мікропробірок 20мкл зразків
кожні 20хв. Мікропробірки до проведення аналізу
зберігали у колекторі фракцій (СМА/170) при тем-
пературі 8°С. Завдяки вертлюжному з'єднанню,

пристрій для перфузії дозволяв тварині вільно
рухатись у напівкруглому резервуарі. Після 1год.
адаптаційного періоду збирали 3 послідовні 20хв.
фракції для встановлення стабільного вихідного
рівня вивільнення нейромедіатору.

Після цього вводили сполуку Е131-00139
(30мг/кг) або еквівалентний об'єм 0,5% тило-
зи/РЕG300 (9:1), відповідно. Потім збирання зраз-
ків продовжували впродовж щонайменше 220хв.

Аналіз діалізатів
Діалізати піддавали безпосередньому аналізу

шляхом високоефективної рідинної хроматографії
з оберненою фазою і електрохімічним детектуван-
ням (HPLC-EC). Зразки розділяли на колонці
ZORBAX SB-Aq (2,1мм (внутрішній діа-
метр)´100мм) (Agilent Technologies). До 20хв. фра-
кції додавали 1мкл 1% перхлорної кислоти і 10мкл
цієї суміші вводили до системи HPLC.

Рухома фаза містила:
KН2РО4 50мМ
Натрієва сіль октан-1-сульфокислоти
(NOS) 2,2мМ
EDTA (етилендіамінтетраоцтова кис-
лота) 0,086мМ
2МН3РО4 5мл
Метанол (МеОН) 83мл
Ацетонітрил 10мл

рН3,5
Серотонін пропускали зі швидкістю потоку

0,23мл/хв. при температурі 38°С; термостат для
зберігання зразків мав температуру 8°С.

У нічний час швидкість потоку знижували до
0,1мл/хв. Катехоламіни окиснювали при 500мВ
(мікродіалізна комірка модель 5014В, ESA). Допак
вимірювали при 200нА, допамін при 2нА, НІАА (5-
окси-3-індолоцтова кислота) при 100нА, HVA (го-
мованілінова кислота) при 2нА і серотонін при
500пА.

Для калібрування системи регулярно пропус-
кали зовнішні стандарти у 5 концентраціях кожний:

DOPAC (3,4-дигідроксифенілоцтова кислота) 1000, 500, 250, 125, 62,5нМ
DOPAMINE (3-гідрокситираміну гідрохлорид) 8, 4, 2, 1, 0,5нМ
НІАА (5-окси-3-індолоцтова кислота) 200, 100, 50, 25, 12,5нМ
HVA (гомованілінова кислота) 800, 400, 200, 100, 50нМ
SEROTONIN (5-окситриптамінкреатинінсульфат) 0,15, 0,075, 0,0375, 0,01875, 0,009375нм

Перед імплантуванням та після видалення мі-
кродіалізного зонда, регенерацію здійснювали за
допомогою розчину, що містив 2000нм DOPAC,
40нМ допаміну, 1000нМ НІАА, 2000нм HVA і 0,8нМ
серотоніну. Швидкість регенерації зондів знаходи-
лась у межах 5-20%.

Гістологія
Після завершення експерименту головний мо-

зок пацюків видаляли і піддавали вторинній фікса-
ції у формаліні (10%) впродовж приблизно 10 днів.
Головний мозок розрізали за допомогою віброно-
жа для одержання зрізів (TSE) і забарвлювали
толуїдиновим синім для перевірки відповідного
положення зондів.

Статистика

Вихідний рівень вивільнення 5-НТ показав між-
індивідуальні різниці. З цієї причини дані по кожній
тварині виражали у відсотках. Дані діалізатів пе-
ред введенням речовин усереднювали і середнє
значення приймали за 100%; усі індивідуальні зна-
чення обчислювали відповідним чином.

Результати піддавали двофакторному диспер-
сійному аналізу (ANOVA), де двома факторами
виступали час і лікарський засіб. Для індивідуаль-
ного порівняння застосовували критерій Такі.
Р<0,05 вважали статистично значущим.

3.6. Результати
Сполука Е131-00139 (30мг/кг, внутрішньооче-

ревинно) значно і несподівано підвищила концент-
рацію 5-НТ у смугастому тілі пацюків на 1год. 40хв.
(Фіг.3) без впливу на концентрацію НІАА, метабо-
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літ 5-НАТ (дані не показані).  Вона також не впли-
нула на одночасно визначену концентрацію допа-
міну у смугастому тілі пацюків (Фіг.4). Зміни рівнів
5-НТ свідчать про анксіолітичний і антидепресив-
ний ефект.

Механізм цього підвищення незрозумілий. Йо-
го не можна пояснити бензодіазепіноподібною
активністю згаданої сполуки, оскільки бензодіазе-
піни, наприклад, діазепам, не підвищують, а ско-
ріше знижують вивільнення 5-НТ у головному моз-
ку (Пі (Реі) та інші, 1989) і, тим самим, протидіють
впливу селективних інгібіторів повторного погли-
нання серотоніну. На додаток до цього, підвищен-
ня рівня 5-НТ у смугастому тілі не є незамінним і
типовим механізмом антиепілептичних лікарських
засобів, оскільки вплив антиепілептичних лікарсь-
ких засобів на вивільнення 5-НТ у головному мозку
змінюється у залежності від антиконвульсивного
лікарського препарату. Карбамазепін
(carbamazepine) також викликає підвищення вихід-
ного рівня вивільнення 5-НТ, можливо, завдяки
впливу на Са2+ канали N-типу (Кавата (Kawata) та
інші, 2001). Валпроат (valproate) також підвищує
позаклітинні рівні 5-НТ (Муракамі (Murakami) та
інші, 2001), у той час як фенітоїн (phenytoin) і габа-
пентин (gabapentin) знижують їх (Окада (Okada) та
інші, 1997; Тейлор (Taylor) та інші, 1998).

Вплив сполуки Е131-00139 на позаклітинну
концентрацію 5-НТ може порівнюватись з впливом
флуоксетину і інших селективних інгібіторів повто-
рного поглинання серотоніну (SSRI) (Лі (Li) та інші,
1996). Таким чином, сполука Е131-00139 відкриває
нові можливості для лікування розладів централь-
ної нервової системи, оскільки сполуки цього класу
можуть об'єднувати довготривалу, однак пізню,
появу ознак активності лікарських засобів, що під-
вищують позаклітинну концентрацію 5-НТ у голо-
вному мозку,  з прямою і швидкою появою ознак
анксіолітичної активності бензодіазепінів, що є
добре відомою властивістю сполук класу 1-
ар(алк)ілімідазолін-2-онів. Завдяки об'єднанню
вигідного профілю агоніста бензодіазепінів і про-
філю SSRI без жодного ризику зменшення бензо-
діазепінопосередкованого впливу на рівень серо-
тоніну, сполука Е131-00139 демонструє виключний
і поліпшений потенціал для лікування хронічних
тривожних розладів, панічного розладу, агорафо-
бії, специфічної фобії, соціальної фобії та генера-
лізованого тривожного розладу, і депресивних
розладів, наприклад, тяжкого депресивного розла-
ду і епізодів, епізодів маніакального, змінного та
гіпоманіакального настрою, депресивних епізодів з
атиповими, кататонічними або меланхолічними
проявами, депресивних епізодів із передменстру-
альним дисфорійним розладом, який виникає у
післяпологовий період, легкого депресивного роз-
ладу, посттравматичного і гострого стресового
розладу.

Приклад 4
Субтипово-селективний і частково агоністич-

ний ефект сполуки Е131-00139 як приклад субти-
пово-селективної, частково агоністичної, сполуки,
що віддає перевагу субодиниці альфа 3.

Іонні канали,  що відкриваються γ-
аміномасляною кислотою (рецептори ГАМКA), про-

ходження сигналів через які керується лігандами,
являють собою пентамери, складені з двох-трьох
субодиниць із набору з шести субодиниць α, трьох
β, трьох g, d, e, p і q (дивись Хіверс (Hevers) та інші,
1998). Найімовірніше, що саме структурна гетеро-
генність рецепторів ГАМКA створює основу для їх
функціональної розмаїтості. Більшість бензодіазе-
пінів (BZ), що розпізнають рецептор ГАМКА, моду-
люють перенесення СІ- через ці рецепторні кана-
ли, впливаючи таким чином на синаптичну
передачу у ЦНС. Наприклад, седативно-снодійний
BZ діазепам, що застосовується у цьому дослі-
дженні як еталонна сполука, накладає ряд впливів
на функціонування ЦНС, наслідком чого є цілий
ряд клінічних дій у діапазоні від седативного ефек-
ту при низьких дозах до індукції анестезії при зна-
чно вищих дозах. Таким чином, великі зусилля
докладаються до поліпшення ГАМКергічної субти-
пової специфічності лікарських засобів типу бен-
зодіазепінів для послаблення їх дій на ті нейронні
системи, що не є залученими до терапевтичних
ефектів.

Субодиничний склад рецепторів ГАМКA визна-
чає як спорідненість, так і ефективність ендогенно-
го ліганду, а також лікарських засобів типу бензо-
діазепінів. Зміни серед субодиниць α глибоко
впливають на спорідненість і ефективність бензо-
діазепінових лігандів різних класів, у той час як
інші класи залишаються нерозрізненими (Притчетт
(Pritchett) та інші, 1989; Уізден (Wisden) та інші,
1991). Раніше було показано, наприклад, що діа-
зепам, подібно більшості, але не усім, іншим 1,4-
бензодіазепінам, недиференційовано зв'язується
із субтипами рецепторів загальної форми αiβjg2
(i=1-3, 5; j=1-3) (Людценс (Luddens), 1995; Бенаві-
дес (Benavides), 1992, Притчетт (Pritchett), 1990).

Цей експеримент провели для докладного ви-
вчення активності та ефективності гіпотетичного
ліганду рецептора бензодіазепінів, сполуки
ELB139, у присутності та за відсутності антагоніста
бензодіазепінів, флумазенілу (flumazenil) (сполука
Rol5-1788), відносно ряду субтипів рецептора ГА-
МКА, експресованих у гетерологічній системі клітин
нирок людського зародка (НЕK293). Вибрані суб-
типи рецепторів αiβjg2 (і=1-5) представляють, ймо-
вірно, більшість нативних ГАМКA/ВZ-рецепторів.
Ефективність, активність і α субодиничну специфі-
чність нової сполуки порівнювали з відповідними
параметрами діазепаму.

4.1. Експериментальний розділ Матеріали
Усі сполуки, за винятком сполуки ELB139

(сполука Е131-00139), походили з комерційних
джерел і мали аналітичну чистоту.

4.2. Культивування і трансфекція клітин
Для електрофізіологічної реєстрації, клітини

НЕК293 пасажували і пересівали на 12мм покровні
стекла, що знаходились у 9,6 см пластикових чаш-
ках, заповнених 10мл мінімального підтримуваль-
ного живильного середовища (MEM, Gibco), допо-
вненого 158мг/л бікарбонату натрію, 2мМ
глутаміну (Gibco), 100Од/мл пеніциліну-
стрептоміцину (Gibco) і 10% сироватки зародка
великої рогатої худоби (Gibco). Культури підтри-
мували при температурі 37°С у зволоженій атмо-
сфері 95% О2/5% СО2 впродовж 2-3 днів.
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Трансфекцію рекомбінантними пацючими ре-
цепторами ГАМКд здійснювали, як докладно опи-
сано (Корпі (Kоrрі), Людденс (Luddens), 1993, Лю-
дденс (Luddens), Корпі (Kоrрі), 1995b). Стисло,
клітини НЕK293 трансфікували потрійними комбі-
націями із застосуванням методу осадження фос-
фатом із кДНК пацючих рецепторів ГАМКA у еука-
ріотних векторах експресії (Притчетт (Pritchett),
1990) для субодиниць α, β і g. Для оптимальної
експресії рецептора, кінцеві концентрації (мкг век-
торної ДНК на 9,6см планшет для культури тканин)
дорівнювали: α1, 2; α2, 4,8; α3, 1,2; α4, 10; α5, 0,8;
β2, 0,4; і g2S, 0,3. Варіант g2S у подальшому тексті
скорочено позначається як g2. Для ідентифікації
трансфікованих клітин усі комбінації субодиниць
одночасно трансфікували 1мкг/планшет pNI-EGFP
(епідермальний фактор росту).

4.3. Електрофізіологія
Через два дні після трансфекції окремі покри-

вні стекла, на яких знаходились клітини НЕК293,
внесли до реєстраційної камери, змонтованої на
рухомому столі флуоресцентного мікроскопа
(Olympus IХ70) і піддали перфузії фізіологічним
розчином певного складу, що містив (у мМ): 130
NaCl, 5,4 KСl, 2 СаСl2, 2 MgSO4, 10 глюкози, 5 цук-
рози і 10 ГЕПЕС (вільна кислота). рН, за допомо-
гою приблизно 35мМ NaOH, довели до рівня 7,35.
Трансфіковані клітини ідентифікували за їх флуо-
ресценцією зеленого кольору, яка викликалась
експресією вектора pNI-EGFP, і мембранні імпуль-
си цих клітин, опосередковані лігандами, дослі-
джувались у цільноклітинній конфігурації методу
"відкриття-закриття" (Хеміл (Hamil) та інші, 1981).
Петч-піпетки витягували (за багатостадійним спо-
собом) із твердого боросилікатного капілярного
скла (0,5мм (внутрішній діаметр), 1,5мм (зовнішній
діаметр), Vitrex, Science Products GmbH, Hofheim,
Германія) за допомогою пристрою для горизонта-
льного витягування (Sutter Instruments, штат Калі-
форнія, модель Р-97). Вихідний опір піпеток, запо-
внених розчином, що містив (у мМ): 90 KСl, 50
КОН, 2 СаСl2, 2 MgCl2, 10 етилендіамінтетраоцто-
вої кислоти, 3,1 аденозин-5'-трифосфату (двонат-
рієва сіль), 0,4 гуанозин-5'-трифосфату (тринатріє-
ва сіль) і 10 ГЕПЕС (вільна кислота) (рН7,35)
становив 2-4МОм.

Потенціал контакту між піпеткою і зовнішнім
розчином був меншим за 2,3мВ, і його відкидали.
Опір герметику >1ГОм поточним шляхом одержу-
вали завдяки прикладенню до піпетки обережного
всмоктування. Розрив мембрани відслідковували
за електричними показниками як підвищення єм-
ності. Ємність піпетки, ємність мембрани і опір
послідовного з'єднання компенсували електро-
нними засобами для забезпечення мінімально
ємних перехідних процесів. Регулярно вдавались
до компенсації опору послідовного з'єднання, ве-
личина якої перевищувала >60%.

У системі поетапної прискореної перфузії (SF-
77B, Perfusion Fast Step, Warner Instruments, Inc.,
Midwest, США) були застосовані експериментальні
розчини, що містили специфічну для субтипу ре-
цепторів ЕС20 ГАМК, ЕС20 ГАМК плюс зростаючі
концентрації діазепаму (у мкМ): 0,01, 0,1, 1, 10 і
ЕС20 ГАМК плюс зростаючі концентрації сполуки

ELB139 (у мкМ): 0,01, 0,03, 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30. У
разі діазепаму і сполуки ELB139, перевірці піддали
увесь експериментальний набір усіх концентрацій
з додатковими 10мкМ сполуки Ro15-1788. Перед
перевіркою експериментальних лікарських засобів,
в усіх реєстрованих клітинах перевіряли (за допо-
могою 1мкМ золпідему (zolpidem) плюс ЕС20 ГАМК)
присутність субодиниці g2.

Реакцію клітин реєстрували за допомогою
петч-підсилювача (ЕРС-8, HEKA-Electronic,
Lambrecht, Германія), підключеного до стандарт-
ного персонального комп'ютера, із застосуванням
пакету програм pClamp 8.1 (Αxοn Instruments,
Foster City, штат Каліфорнія). Стандартний вихід-
ний потенціал для клітин становив -40мВ. Імпуль-
си цільних клітин пропускали через восьмиполюс-
ний фільтр нижніх частот (Bessel) при 5кГц або
3кГц перед перетворенням на цифрову форму за
допомогою інтерфейсу Digidata 1322A (Αxοn
Instruments, Foster City, штат Каліфорнія) і реєст-
рували за допомогою комп'ютера при частоті ви-
борки щонайменше 1кГц.

4.4. Результати і обговорення
Ефективність, активність і специфічність нової

сполуки ELB139 щодо субодиниці α рецептора
ГАМКA перевіряли у рамках цільноклітинної конфі-
гурації методу "відкриття-закриття" шляхом під-
дання зелених флуоресціюючих клітин дії зроста-
ючої концентрації лікарського засобу у поєднанні з
приблизно ЕС20 ГАМК. Специфічність нової сполу-
ки щодо сайту зв'язування бензодіазепінів переві-
ряли на тих самих клітинах за ідентичних експе-
риментальних умов із додатковим застосуванням
10мкМ сполуки Ro15-1788.

У α1-, α3- і α5-вмісних рецепторів, коекспресо-
ваних із субодиницями β2  і g2, сполука ELB139
підсилювала ГАМК-індуковані імпульси, однак зга-
дана сполука була менш активною і менш ефекти-
вною аніж діазепам (Таблиця 1). 10мкМ сполуки
Ro15-1788 повністю ліквідували ефекти сполуки
ELB139 в усіх трьох згаданих комбінаціях рецеп-
тора ГАМКА. У α1-вмісних рецепторів, позитивна
модуляція імпульсів сполукою ELB139 спостеріга-
лась при 0,3мкМ і досягала максимуму при
1,6±0,08-крат при 30мкМ (Фіг.5А), що становить
приблизно половину максимального ефекту діазе-
паму (2,2±0,9-крат при 1мкМ діазепаму). У α5β2g2
рецепторів позитивна модуляція імпульсів сполу-
кою ELB139 вперше спостерігалась при 1мкМ і
досягала при 30мкМ максимуму (1,4±0,06-крат),
тобто ефективність і активність сполуки ELB139
були значно нижчими, аніж відповідні параметри
діазепаму, який потенціював імпульси у дозі 10нМ
і досягав свого максимального агоністичного ефе-
кту (2±0,05-кратне підсилення імпульсу) при 1мкМ
(Фіг.5Е). Нова сполука ELB139 позитивно модулю-
вала ГАМК-індуковані імпульси у α3-вмісних реце-
пторів при концентраціях більше 30нМ із найви-
щою ефективністю (1,3±0,07-крат) при
концентраціях вище 0,3мкМ. У протилежність до
цього, у разі діазепаму, позитивна модуляція імпу-
льсів спостерігалась при концентраціях нижче
10нМ і досягала максимуму (1,8±0,11-крат) при
1мкМ.
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Порівняно з прототипним бензодіазепіном, ді-
азепамом, сполука ELB139 демонструвала α-
субодиничну специфічність на α2-вмісних рецеп-
торах. На цьому рецепторі ГАМКА діазепам демон-
стрував високу ефективність і активність із позити-
вною модуляцією імпульсів, яка вперше
реєструвалась при концентраціях нижче 0,1мкМ, і
максимальний агонізм при 1мкМ з 1,8-разовою
потенціацією (Фіг.5В, Таблиця 1). У протилежність
до цього, сполука ELB139 не викликала агоністич-
ної або звертальної агоністичної модуляції ГАМК-
індукованих імпульсів у рекомбінантних α2β2g2
рецепторів ГАМКА.

У разі α4-вмісних рецепторів, діазепам не де-
монстрував значної модуляції ГАМК-індукованих
імпульсів до концентрацій рівня 1мкМ (Фіг.5D).
Подібним чином, усі випробувані концентрації

сполуки  ELB139  не   виявляли   впливу  на  ім-
пульс СІ-.

У той час як активність сполуки ELB139 на
α1β2g2 і α5β2g2 рецепторах була подібною, тобто
у обох випадках значні агоністичні ефекти спосте-
рігались при приблизно 1мкМ сполуки ELB139,
ефективність цього лікарського засобу для α1-
вмісних рецепторів була дещо вищою, аніж для
α5β2g2 рецепторів (1,6-кратна, порівняно з 1,4,
дивись Таблицю 1). Цікаво те, що сполука ELB139
продемонструвала найвищу активність на α3β2g2
рецепторах з ефектами потенціювання, що спо-
стерігались уже при концентраціях вище 30нМ,
однак на цих рецепторах ця сполука продемонст-
рувала найнижчу ефективність всього лише з 1,3-
разовою потенціацією імпульсу.

Таблиця 1

ЕС50 і значення потенціації сполуки ELB139 і діазепаму, застосованих разом із приблизною
специфічною для субтипу рецептора ЕС20 ГАМК. Зірочкою (*) позначені графічно визначені значення

ELB139 Діазепам
α1β2g2 ЕС50 [мкМ] Потенціація ЕС50 [мкМ] Потенціація

Α1 3,8 1,6±0,08 0,035 2,2±0,9
α2 >>30 - 0,1 1,8±0,6
α3 0,06* 1,3±0,07 0,09 1,8±0,11
а4 >>30 - >>1 -
а5 3,6 1,4±0,06 0,07 2±0,05

4.5. Висновки
На закінчення, новий лікарський засіб ELB139

позитивно модулював ГАМК-індуковані імпульси
на α1, α3 і α5β2g2 рецепторах ГАМКА через сайт
зв'язування бензодіазепінів із нижчою активністю і
ефективністю, порівняно з діазепамом. Однак спо-
лука ELB139 забезпечувала приблизно 50-кратну
селективність щодо α3-вмісних рецепторів ГАМКА,
порівняно з α1 і α5. Окрім того, у протилежність до
діазепаму, сполука ELB139 не демонструвала аго-
ністичного ефекту відносно α2-вмісних рецепторів.
Результати вказують на те, що розмаїта субтипова
селективність сполуки ELB139 щодо рецепторів
ГАМКA, порівняно з діазепамом, може пояснювати
різниці їх активності in vivo.

Приклад 5
In vivo антидепресивна активність сполуки

ELB139, як приклад субтипово-селективної част-
ково агоністичної сполуки, що віддає перевагу
альфа 3, на щурячій моделі депресії

Дію сполуки ELB139 досліджували за допомо-
гою тесту з примусовим плаванням пацюків (FST).
Депресивні розлади, у тому числі тяжкий депреси-
вний розлад, є серйозними розладами, і обумов-
люють втрату працездатності. Селективні інгібіто-
ри повторного поглинання серотоніну мають
підвищену безпечність і прийнятність при прове-
денні антидепресивного лікування. Однак, піддат-
ливість захворювання лікуванню часто ускладню-
ється негативними ефектами лікарських засобів,
головним чином, на початкових стадіях лікування.
Антидепресивна ефективність селективних інгібі-
торів повторного поглинання серотоніну, зокрема,

у хворих із тяжкою формою депресії, не перевер-
шує антидепресивної ефективності трициклічних
антидепресантів (поліпшення не спостерігається
приблизно у 30% хворих) (Андерсон (Anderson),
Томенсон (Thomenson), 1994; Блір (Blier), 2004;
Андерсон (Anderson), Томенсон (Thomenson),
1994; Берк (Burke), Прескорн (Preskorn), 1995). З
цієї причини значний інтерес викликають нові те-
рапевтичні підходи до лікування депресії.

Для перевірки антидепресантів застосовують
близько десятка тестів на тваринах (Крайан
(Сrуаn) та інші, 2002). Тест із примусовим плаван-
ням, що застосовувався для визначення неспеци-
фічної стійкості до стресу, був описаний і піддава-
вся оцінці Порсолт і співробітниками (Порсолт
(Porsolt) та інші, 1977) для застосування на пацю-
ках і на мишах (Порсолт (Porsolt), 1977). У тесті з
примусовим плаванням застосовують поведінко-
вий підхід, коли тварину примушують плавати до
майже повного виснаження (приблизно 15хв.).
Після періоду примусової активності на початку,
гризун швидко адаптується і займає, як правило,
нерухоме положення з мінімальною рухливістю
для утримання на плаву (Порсолт (Porsolt) та інші,
1977). Придатність тесту з примусовим плаванням
(тест Порсолту) і його взаємозв'язок із депресією
піддавались екстенсивному вивченню (Крайан
(Сrуаn) та інші, 2002; Уіллнер (Willner), 1984; Уілл-
нер (Willner), 1990) і зараз цей тест є відбірковим
тестом для антидепресивних засобів. Незважаючи
на те, що різні лабораторії внесли технічні модифі-
кації до апарату, основі положення тесту залиши-
лись незмінними. На жаль, виявлення селективних
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інгібіторів повторного поглинання серотоніну за
допомогою традиційного тесту з примусовим пла-
ванням є ненадійним, хоча і клінічно ефективним
(Борсіні (Borsini), Мелі (Меlі), 1988; Детке (Detke)
та інші, 1995; Крайан (Сrуаn), 2002). Модифікація
FST на основі докладного аналізу поведінки надає
можливість більш надійного виявлення і відокрем-
лення серотонінергічних і норадренергічних анти-
депресантів (Лакі (Lucki), 1997; Детке (Detke) та
інші, 1995).

5.1. Матеріали і методи
Тварини
Для проведення експерименту використовува-

ли пацюків-самців лінії Wistar (Shoe: Wist, Dimed
Schonwalde GmbH, Германія) масою 180-220г.

Тварини групами (по 5 голів на клітку) були
розміщені у клітках 45см´60см´25см) при кімнат-
ній температурі (22±2°С) із 12год. циклом чергу-
вання світла і темряви (світло вмикали о 06.00год.,
освітлення 170 люкс). Тварини мали вільний до-
ступ до стандартного гранульованого корму
(Altromin 1326) і води. Для надання тваринам мож-
ливості пристосування до нового середовища,
пацюків розмістили у лабораторному віварії за два
тижні до проведення тестів. Доставлених пацюків
довільно розподілили на експериментальні групи.
Тести проводили у звукоізольованій яскраво освіт-
леній кімнаті з 14.00 до 17.00.

Хімікати

Експериментальна сполука ELB139
Хімічна назва 1-(р-хлорфеніл)-4-піперидин-1-іл-1,5-дигідроімідазо-2-он
Молекулярна маса 277,75
Партія S306767
Виробник Elbion AG
Еталонна сполука флуоксетин
Хімічна назва N-метил-g-[4-(трифторметил)фенокси]бензолпропанамін
Молекулярна маса 345,8
Носій 1 Тилоза
Хімічна назва Гідроксіетилцелюлоза
Партія S22341743
Виробник Merck Eurolab GmbH
Носій 2 PEG 300
Партія 53616433
Виробник Merck Eurolab GmbH

Схема введення і дози лікарських препаратів
Сполуку ELB139 (10мг/кг, 30мг/кг) безпосеред-

ньо перед проведенням експериментів суспенду-
вали у 10% PEG+90% 0,5% гідроксіетилцелюлози.
Для оцінки експериментальних методик були
включені відомий антидепресант, флуоксетин
(SSRI) (10мг/кг, 30мг/кг), і контролі, оброблені носі-
єм (10% PEG+90% 0,5% гідроксіетилцелюлози.).

Усі тварини тричі одержували верум (veram)
або носій: невдовзі після адаптаційного періоду
(23год.), за 5год. і 1год. перед випробуванням. Усі
лікарські засоби вводили пероральним шляхом у
об'ємі 1мл/кг.

5.2. Експериментальна методика
Тварин піддавали випробуванню у скляному

резервуарі (23см´30см, висота 40см), заповнено-
му водою (22°С) на глибину 28см (тварини не тор-
кались дна). Скляний резервуар освітлювався
розсіяним світлом і його оточували затінювальні
стінки темно-брунатного кольору (на відстані 20см
від резервуару) для того, щоб тварини не бачили
експериментатора. Експерименти проводили з
14.00 до 17.00, у цілому за описаним методом
(Порсолт (Porsolt) та інші, 1979; Лакі (Lucki), 1997).

У перший день експерименту тварин обереж-
но вносили до води на 15хв. для звикання. Після
видалення з води тварин вміщували до стандарт-
ного ящика з органічного скла з підлогою, встеле-
ною паперовими рушниками, під інфрачервоний
обігрівач на 30хв. для висихання. Наступного дня
їх ще раз обережно вносили до скляного резерву-

ару і спостерігали впродовж 5хв. Поведінка тварин
реєструвалась на відеокамеру.

Після завершення 5хв. періоду, пацюків пере-
носили до ящика з інфрачервоним обігрівачем і
надавали їм можливість обсохнути.

Після завершення експерименту відеоплівки
аналізувались вручну з реєстрацією тривалості
такої поведінки: нерухомість: плавання і здійснен-
ня рухів, необхідних лише для утримування носу
над поверхнею води. Плавання: коли тварина
здійснювала активні рухи, тобто рухалась довкола
резервуара з пірнанням. Видряпування: коли па-
цюки сильно рухали передніми лапами, виносячи
їх з води і знову опускаючи їх до води, як правило,
проти стінок.

5.3. Статистика
Дані подані у вигляді середньої величи-

ни±середня квадратична помилка середнього;
група включала 10 пацюків. Порівняння між група-
ми здійснювали за допомогою однофакторного
дисперсійного аналізу з подальшими міжгрупови-
ми порівняннями за методом Холма-Сідака. Ре-
зультати вважались статистично значущими у разі
Р<0,05. Усі статистичні операції здійснювали із
застосуванням програми SigmaStat, версія 3.0.
Окремі дані наведені у Таблиці 2.4.

5.4. Результати
Під час проведення тесту з примусовим пла-

ванням, сполука ELB139 не впливала на трива-
лість знаходження у нерухомому стані, але збіль-
шувала тривалість плавання у дозі 30мг/кг
(перорально), у той час як видряпувальна поведін-
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ка залишалась незмінною (Фіг.6). Суб'єктивні спо-
стереження дозволяють зробити припущення про
помірну гіпоактивність (при 30мг/кг, перорально)
після повернення до клітки.

Відомий антидепресант, флуоксетин, скорочу-
вав тривалість знаходження у нерухомому стані і
подовжував тривалість плавання при 10мг/кг і
30мг/кг, тоді як видряпувальна поведінка залиша-
лась незмінною (Фіг.7).

5.5. Обговорення
У нашому дослідженні сполука ELB139 проде-

монструвала ефект під час тесту з примусовим
плаванням. Для одержання більшого обсягу інфо-
рмації щодо можливих антидепресивно-подібних
ефектів, поведінка під час тесту з примусовим
плаванням піддавалась аналізу за більш складним
методом, що надавало можливість розрізнення
антидепресивних засобів різних класів (Лопес-
Рубалкава (Lopez-Rubalcava), Лакі (Lucki), 2000;
Лакі (Lucki), 1997). У відповідності з результатами
попередніх досліджень, селективний інгібітор по-
вторного поглинання серотоніну, флуоксетин, сти-
мулював плавальну поведінку без посилення вид-
ряпувальної поведінки.

Впливи сполуки ELB139 на параметри, визна-
чені під час проведення тесту з примусовим пла-
ванням, є подібним до відповідних впливів флуок-
сетину (зміни у плаванні з меншим впливом на
тривалість знаходження у стані нерухомості), а не
до впливів дезипраміну (desipramine) (зміни знахо-
дження у стані нерухомості і видряпування) (Реке
(Rex)  та інші,  у публікації).  Можна,  таким чином,
припустити, що дія сполуки ELB139 може залучати
серотонінергічну систему. Було висунуто припу-
щення, що ослаблена серотонінергічна передача
нервових імпульсів відіграє ключову роль у етіоло-
гії депресії. Це було встановлено, головним чином,
за клінічною ефективністю антидепресантів (селе-
ктивні інгібітори повторного поглинання серотоні-
ну) третього покоління, які стимулюють серотоні-
нергічну передачу (Бейк (Beique) та інші, 2000;
Блір (Вliеr), 2001). Сполука ELB139 добре перено-
силась у обох дозах (10мг/кг і 30мг/кг).

Під час випробувань пацюки, які одержали
сполуку ELB139 у дозі 10мг/кг або 30мг/кг, не де-
монстрували подовження часу знаходження у не-
рухомому стані, але при дозі 30мг/кг реєструва-
лось незначне, але статистично значуще
скорочення часу видряпування. Це може обумов-

люватись ефектом ослаблення рухової активності
сполукою ELB139. Спостерігалось також незначне
зниження активності пацюків після їх повернення
до клітки. Однак скорочення часу видряпування
супроводжується одночасним значним збільшен-
ням тривалості плавання, завдяки чому загальна
активність пацюків видається незмінною. Таким
чином, сполука ELB139 не викликала значного
зниження рухової активності у тесті відкритого
поля і на різних тваринних моделях тривоги (Лан-
ген (Langen), 2002; Ланген (Langen), 2003a+b).
Однак, у протилежність до флуоксетину, сполука
ELB139 не підвищувала загальної активності па-
цюків.

Підсумовуючи, з огляду на значне посилення
плавальної поведінки при дозі 30мг/кг (перораль-
но), сполука ELB139 може розглядатись як канди-
дат для застосування при антидепресивному ліку-
ванні.

Приклад 6
Звертання впливу сполуки ELB139 на рівні се-

ротоніну за допомогою антагоніста бензодіазепінів
флумазенілу (flumazenil)

6.1. Матеріали і методи
Тварини
Для проведення експерименту використовува-

ли пацюків-самців лінії Wistar (Crl:(WI) BR, Charles
River, Sulzfeld, Германія) масою від 200г до 260г.
Тварини групами по 5 голів були розміщені у кліт-
ках за стандартних умов із 12год. циклом чергу-
вання світла і темряви (світло вмикали о 06.00) з
доступом до їжі (гранульований корм Pellets, ssniff
M/R 15, Spezialdiat GmbH, Soest/Westfalen) і води
ad libitum.

Хімікати
Сполука ELB139 (1-(р-хлорфеніл)-4-піперидин-

1-іл-1,5-дигідроімідазо-2-он, молекулярна маса
277,75) була виготовлена фірмою Elbion AG. Флу-
мазеніл (8-фторо-5-метил-6-оксо-5,6-дигідро-4Н-
2,5,10b-триаза-бензо[е]азулен-3-
карбоксилікацидентилефір) одержали від фірми
Tocris (розповсюджується фірмою Biotrend
Chemikalien GmbH (Koln, Германія)). Усі інші за-
стосовані хімікати одержали від фірми Sigma-
Aldrich Chemie GmbH (Германія) або від фірми
Merck (Германія).

Схема введення і дози лікарських препаратів
Шлях введення: внутрішньоочерсвинно.
Застосований об'єм: 0,5мл/100г.

Речовина Доза [мг/кг] Тривалість попередньої обробки [хв.] Кількість застосувань [n]
Флумазеніл 10 Через 40хв. після введення ELB139 1
ELB139 30 0 1

6.2. Одержання сполук
Сполуку ELB139 безпосередньо перед прове-

денням експерименту суспендували у 90% 0,5%
гідроксіетилцелюлози і 10% PEG 300, завдяки чо-
му для кожної речовини і дози одержали об'єм
введення 0,5мл/100г. Галоперидол (розчин для
ін'єкцій) розбавляли фізіологічним розчином, за-
вдяки чому одержали об'єм введення 0,5мл/100г.
Флумазеніл розбавляли фізіологічним розчином,
завдяки чому одержали об'єм введення
0,5мл/100г. Розчин і суспензія знаходились на ма-

гнітній мішалці перед і під час введення доз. Гідро-
ксіетилцелюлозу розчиняли у дистильованій воді.

6.3. Експериментальна методика Хірургічна
процедура

За день до експерименту пацюків-самців анас-
тезували хлоралгідратом (3,6%, 1мл/100г, внутрі-
шньоочеревинно) і розмістили у стереотаксичній
рамці для імплантування мікродіалізної напрямної
канюлі (СМА/12, Carnegie Medicine, Швеція). Воло-
систу частину шкіри голови надрізували посереди-
ні у передньо-задньому напрямку між ламбдою і
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брегмою і у черепі висвердлювали отвір невелико-
го діаметра. Стереотаксичні координати:
АР=+1,0мм, L=-3,0мм від брегми і 1,5мм від повер-
хні черепа до смугастого тіла за атласом Паксинос
(Paxinos) і Уотсон (Watson) (1986) (1). Для прикріп-
лення напрямної канюлі до черепа застосовували
стоматологічний цемент (Sinfony (2)) і анкерні гви-
нти. Під час проведення хірургічного втручання
ректальну температуру підтримували на рівні 37°С
за допомогою ковдри для нагрівання.

Мікродіаліз
За день до проведення експерименту мікроді-

алізний зонд (СМА/12, довжина мембрани 4мм,
Carnegie Medicin, Швеція) вводили до смугастого
тіла через напрямну канюлю. У день проведення
експерименту зонд піддавали перфузії розчином
Рінгера-Локка (148мМ NaCl, 4мМ KСl, 2,4мМ СаСl2,
рН6,0). Швидкість потоку (1мкл/хв.) надавала мо-
жливість збирання до мікропробірок 20мкл зразків
кожні 20хв. Мікропробірки до проведення аналізу
зберігали у колекторі фракцій (СМА/170) при тем-
пературі 8°С. Завдяки вертлюжному з'єднанню,
пристрій для перфузії дозволяв тварині вільно
рухатись у напівкруглому резервуарі. Після 1год.
адаптаційного періоду збирали 3 послідовні 20хв.
фракції для встановлення стабільного вихідного
рівня вивільнення нейромедіатору.

Після цього вводили сполуку ELB139 (30мг/кг)
або еквівалентний об'єм 0,5% тилози, відповідно.
Потім збирання зразків продовжували щонаймен-
ше впродовж 220хв.

Аналіз діалізатів

Діалізати піддавали безпосередньому аналізу
засобами високоефективної рідинної хроматогра-
фії з оберненою фазою і електрохімічним детекту-
ванням (HPLC-EC). Зразки відокремлювали на
колонці ZORBAX SB-Aq (2,1мм (внутрішній діа-
метр)´100мм) (Agilent Technologies). До 20хв. фра-
кції додавали 1мкл 1% перхлорної кислоти і 10мкл
цієї суміші вводили до системи HPLC.

Рухома фаза містила:
KН2РО4 50мМ
Натрієва сіль октан-1-сульфокислоти
(NOS) 2,2мМ
EDTA (етилендіамінтетраоцтова кис-
лота) 0,086мМ
2МН3РО4 5мл
Метанол (МеОН) 83мл
Ацетонітрил 10мл

рН3,5
Серотонін пропускали зі швидкістю потоку

0,23мл/хв при температурі 38°С; термостат для
зберігання зразків мав температуру 8°С.

У нічний час швидкість потоку знижували до
0,1мл/хв. Катехоламіни окиснювали при 500 мВ
(мікродіалізна комірка модель 5014 В, ESA). Допак
вимірювали при 200нА, допамін при 2нА, НІАА (5-
окси-3-індолоцтова кислота) при 100нА, HVA (го-
мованілінова кислота) при 2нА і серотонін при
500пА.

Для калібрування системи регулярно пропус-
кали зовнішні стандарти у 5 концентраціях кожний:

DOPAC (3,4-дигідроксифенілоцтова кислота) 1000, 500, 250, 125, 62,5нМ
DOPAMINE (3-гідрокситираміну гідрохлорид) 8, 4, 2, 1, 0,5нМ
НІАА (5-гідрокси-3-індолоцтова кислота) 200, 100, 50, 25, 12,5нМ
HVA (гомованілінова кислота) 800, 400, 200, 100, 50нМ
SEROTONIN (5-гідрокситриптамінкреатинінсульфат) 0,15, 0,075, 0,0375, 0,01875, 0,009375нм

Перед імплантуванням та після видалення мі-
кродіалізного зонда, регенерацію здійснювали за
допомогою розчину, що містив 2000нм DOPAC,
40нМ допаміну, 1000нМ НІАА, 2000нм HVA і 0,8нМ
серотоніну. Швидкість регенерації зондів знаходи-
лась у межах 5-20%.

Гістологія
Після завершення експерименту головний мо-

зок пацюків видаляли і піддавали вторинній фікса-
ції у формаліні (10%) впродовж приблизно 10 днів.
Головний мозок розрізали за допомогою віброно-
жа для одержання зрізів (TSE) і забарвлювали
толуїдиновим синім для перевірки відповідного
положення зондів.

6.4. Статистика
Вихідний рівень вивільнення 5-НТ показав між-

індивідуальні різниці. З цієї причини дані по кожній
тварині виражали у відсотках. Дані діалізатів пе-
ред введенням речовин усереднювали і середнє
значення приймали за 100%; усі індивідуальні зна-
чення обчислювали відповідним чином.

Результати піддавали двофакторному диспер-
сійному аналізу (ANOVA), де двома факторами
виступали час і лікарський засіб. Для індивідуаль-
ного порівняння застосовували критерій Такі.
Р<0,05 вважали статистично значущим.

6.5. Результати
Сполука ELB139 індукувала явно виражене

підвищення позаклітинних рівнів серотоніну у сму-
гастому тілі пацюків, порівняно із середнім вихід-
ним рівнем. У разі введення флумазенілу у дозі
10мг/кг (внутрішньоочеревинно) через 40хв. після
введення сполуки ELB139 у дозі 30мг/кг (внутріш-
ньоочеревинно), підвищення позаклітинного рівня
серотоніну не тільки зверталось, але рівень серо-
тоніну опускався навіть нижче середнього вихідно-
го рівня. На кінець періоду реєстрації (3год.), рі-
вень серотоніну знову повернувся до середнього
вихідного рівня.

Приклад 7
Звертання антипсихотичного ефекту сполуки

ELB139 за допомогою антагоніста бензодіазепінів
флумазенілу

7.1. Матеріали і методи
Тварини
Для проведення експерименту використовува-

ли пацюків-самиць лінії Wistar (Crl:(WI) BR, Charles
River, Sulzfeld, Германія) масою від 168г до 217г.
Тварини групами по 5 голів були розміщені у кліт-
ках за стандартних умов із 12 годинним циклом
чергування світла і темряви (світло вмикали о
06.00год.) із доступом до їжі (гранульований корм
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Pellets, ssniff M/R 15, Spezialdiat GmbH,
Soest/Westfalen) і води ad libitum.

Хімікати
Сполука ELB139 (1-(р-хлорфеніл)-4-піперидин-

1-іл-1,5-дигідроімідазо-2-он, молекулярна маса
277,75) була виготовлена фірмою Elbion AG. Га-
лоперидол (4-(4-[4-хлорфеніл]-4-гідрокси-1-
піперидиніл)-1-(4-фторфеніл)-1-нутанон, молеку-
лярна маса 375,9) одержали від фірми Ratiopharm
GmbH (Ulm, Германія), сполуку МK-801 (дізоцилпін
(dizocilpine), молекулярна маса 337,37) і флумазе-

ніл (8-фторо-5-метил-6-оксо-5,6-дигідро-4Н-
2,5,10b-триаза-бензо[е]азулен-3-
карбоксилікацидентилефір) одержали від фірми
Tocris (розповсюджується фірмою Biotrend
Chemikalien GmbH (Koln, Германія)). Усі інші за-
стосовані хімікати одержали від фірми Sigma-
Aldrich Chemie GmbH (Германія) або від фірми
Merck (Германія).

7.2. Схема введення і дози лікарських препа-
ратів

Застосований об'єм: 0,5мл/100г.

Речовина Кількість
тварин [n] Доза [мг/кг] Попередня об-

робка [хв.]
Кількість застосу-

вань [n] Шлях введення

МК-801 6 0,1 10 1 Внутрішньо-очеревинний
ELB139 6 30 60 1 Внутрішньо-очеревинний

6 30 60 1 ПероральнийELB139+
флумазеніл 5 20 1 Внутрішньо-очеревинний
Галоперидол 9 0,5 30 1 Внутрішньо-очеревинний

4 0,5 60 1 Внутрішньо-очеревиннийГалоперидол
+флумазеніл 5 20 1 Внутрішньо-очеревинний

7.3. Одержання сполук
Сполуку ELB139 безпосередньо перед прове-

денням експерименту суспендували у 90% 0,5%
гідроксіетилцелюлози і 10% PEG 300, завдяки чо-
му для кожної речовини і дози одержали об'єм
введення 0,5мл/100г. Галоперидол (розчин для
ін'єкцій) розбавляли фізіологічним розчином, за-
вдяки чому одержали об'єм введення 0,5мл/100г.
Флумазеніл і сполуку МK-801 розбавляли фізіоло-
гічним розчином, завдяки чому одержали об'єм
введення 0,5мл/100г. Розчини і суспензія знаходи-
лись на магнітній мішалці перед і під час введення
доз. Гідроксіетилцелюлозу розчиняли у дистильо-
ваній воді.

Окрім пацюків, що входили до групи, призна-
ченої для перевірки галоперидолу, які одержали
галоперидол за 30хв. і сполуку МK-801 за 10хв.
перед проведенням випробувань, тварини інших
експериментальних груп одержали галоперидол,
сполуку ELB139 або носій за 60хв. перед прове-
денням випробувань, фізіологічний розчин або
флумазеніл за 20хв. перед проведенням випробу-
вань і сполуку МK-801 за 10хв. перед проведенням
випробувань.

7.4. Експериментальна методика
Поведінка, індукована сполукою МK-801 (анта-

гоніст NMDA), є загальноприйнятою як модель

психозу на пацюках. Сполука МK-801, у разі внут-
рішньоочеревинного введення, індукує у пацюків
стереотипії, гіперактивність і атаксію.

Рухова активність пацюків реєструється апа-
ратом MotiTest (TSE, Bad Homburg, Германія).
Експериментальна ділянка являє собою квадрат-
ний майданчик (45см´45см) із захисними стінками
з органічного скла (висотою 20см), де пацюки мог-
ли вільно рухатись. Рухи у горизонтальній площині
реєструвались 32 інфрачервоними фотоелемен-
тами, розміщеними вздовж нижньої частини кожної
стінки майданчика. Рухи у вертикальній площині
(вертикальні стойки) реєструвались горизонталь-
ним рядом з 32 інфрачервоних фотоелементів на
висоті 12см від підлоги. Комп'ютерна програма
"ActiMot" (TSE, Bad Homburg, Германія) вимірюва-
ла наведені нижче параметри:

1) активний час [s (с)];
2) загальна подолана відстань [m (м)].
Стереотипії, поділені на стереотипне обнюху-

вання і інші стереотипії, і атаксія оцінювались екс-
периментатором у балах кожні 5хв. впродовж
1год. (12 інтервалів) за методом, описаним Андіне
(Andine) та іншими (1999). Бальні оцінки 12 інтер-
валів для кожного параметра додаються.

Оцінка у
балах Стереотипне обнюхування Інші стереотипії Атаксія

0 Відсутність стереотипного обню-
хування

Відсутність інших сте-
реотипій Нормальне управління тілом

1 Періодичне обнюхування (вільний
інтервал>5с)

Періодичні стереотипії
(вільний інтервал>5с) Схильність до падіння під час руху

2 Постійне обнюхування Постійні стереотипії Падіння під час
3 Майже повна нездатність рухатись

У день проведення експерименту пацюків-
самиць переносять до лабораторії, і у відповідний
час до початку тестування вводять експеримента-
льну сполуку, контрольну сполуку або носій. Спо-

луку МK-801 вводять (0,2мг/кг, внутрішньоочере-
винно) за 10хв. до проведення тесту.

На початку тесту пацюків вміщують у центрі
квадратної площинки апарату MotiTest. Поведінку
пацюків реєструють впродовж 1год. Після кожної
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серії експериментів тварин видаляють, клітки ре-
тельно чистять і висушують.

7.5. Статистика
Результати обнюхування, інших стереотипій і

атаксії піддавали однофакторному дисперсійному
аналізу (ANOVA). Для індивідуального порівняння
застосовували критерій Такі. Результати активнос-
ті і загальної подоланої відстані піддавали двофа-
кторному дисперсійному аналізу (ANOVA) (сполу-
ка´час). Для індивідуального порівняння
застосовували критерій Стьюдента-Ньюмена-
Кулса. Р<0,05 вважали статистично значущим.

7.6. Результати
Галоперидол (0,5мг/кг, внутрішньоочеревинно)

значною мірою звертав підвищену активність, під-
вищену подолану відстань і обнюхування (стерео-
типії), індуковані сполукою МK-801 (Фіг.1). Інші
стереотипії, індуковані сполукою МK-801, піддава-
лись незначному звертанню галоперидолом у дозі
0,5мг/кг.  Флумазеніл у дозі 5мг/кг на ці ефекти га-
лоперидолу не впливав. МK-801-індукована атак-
сія була лише маргінально знижена галоперидо-
лом, однак була значною мірою звернена
введенням комбінації галоперидолу і флумазенілу
(Фіг.8).

Дані щодо сполуки ELB139 одержали під час
проведення двох окремих випробувань, які були
здійснені двома різними лаборантами (листопад
2003 року і січень 2004 року). Два згадані окремі
випробування і сума обох випробувань описані і
наведена на Фіг.9 та Фіг.10а і Фіг.10b.

Сполука ELB139 (30мг/кг, перорально) знач-
ною мірою звертала стереотипне обнюхування у
кожному з випробувань і при підсумовуванні даних
обох випробувань. Ефект сполуки ELB139 чітко
антагонізувався флумазенілом у другому випробу-
ванні і значною мірою звертався у першому ви-
пробуванні і у сумі обох випробувань (Фіг.9).

Інші стереотипії, індуковані сполукою МK-801,
дещо зменшувались у першому і значною мірою
звертались у другому випробуванні і під час підсу-
мовування даних обох випробувань сполукою
ELB139 у дозі 30мг/кг (перорально). Цей ефект
сполуки ELB139 достатньою мірою підсилювався
флумазенілом (5мг/кг) під час першого випробу-
вання і чітко звертався під час другого випробу-
вання, завдяки чому, при підсумовуванні даних,
жодної зміни ефекту сполуки ELB139 флумазені-
лом більше не спостерігалось. Причиною цих су-
перечливих результатів було, ймовірно, нечітке
визначення словосполучення "інші стереотипії" у
другому випробуванні (Фіг.9).

Сполука ELB139 у дозі 30мг/кг (перорально)
майже не впливала на атаксію, індуковану сполу-
кою МK-801 під час першого випробування (листо-
пад 2003 року). Під час другого випробування (сі-
чень 2004 року) цей ефект був вираженим
сильніше, але все ще недостатньо значуще, за-
вдяки чому, при підсумовуванні обох випробувань,
можна було спостерігати лише незначне ослаб-
лення атаксії. Ефект ослаблення атаксії сполукою
ELB139, що спостерігався під час другого випро-
бування, звертався флумазенілом у дозі 5мг/кг
(внутрішньоочеревинно). Підсумовування даних

обох випробувань продемонструвало маргіналь-
ний звертальний ефект флумазенілу (Фіг.9).

MK-801-індукована гіперактивність реєструва-
лась як активність і подолана відстань, і описува-
лась у 5хв. інтервалах. Результати аналізу кривих
загального часу показали, що сполука ELB139 у
дозі 30мг/кг (перорально) чітко ослаблювала акти-
вність, індуковану сполукою МK-801, у другому
випробуванні і значно ослаблювала її у першому
випробуванні, а також при підсумовуванні даних
обох випробувань (двофакторний дисперсійний
аналіз,  Фіг.10а).  У обох випробуваннях і у сумі
обох випробувань вплив сполуки ELB139 на акти-
вність був значною мірою звернений флумазені-
лом у дозі 5мг/кг (внутрішньоочеревинно) (Фіг.10а).

Результати аналізу кривої загального часу
(двофакторний дисперсійний аналіз, Фіг.10а) пока-
зали, що МK-801-індуковане збільшення подоланої
відстані було значною мірою звернене сполукою
ELB139 у обох випробуваннях і за сумою обох ви-
пробувань. Цей ефект був значною мірою зверне-
ний флумазенілом в усіх випробуваннях і при під-
сумовуванні даних обох випробувань (Фіг.10а).

Результати аналізу окремих часових точок по-
казали, що вплив сполуки ELB139 на активність і
подолану відстань був більш вираженим впродовж
першої половини години (Фіг.10b).
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