Genisteina oraz jej kompozycja do zastosowania w leczeniu choroby Alzheimera

Przedmiotem wynalazku jest Genisteina oraz jej kompozycja do zastosowania w

leczeniu choroby Alzheimera w dawce 150 mg/kg/dzien.

Choroba Alzheimera (AD; ang. Alzheimer disease) jest choroba wieku
podesztego, a jej czestoS¢ wystepowania wzrasta z uwagi na starzejace sie
spoteczenstwo. Brak leku na te chorobe jest wigc istotnym problemem, ktory z
uptywem dekad bedzie narastal. Obecnie liczba os6b chorujacych na AD przekracza 50
milionébw na $wiecie, z czego w Polsce zdiagnozowanych jest ponad 300 000
pacjentow, a nalezy pamigtac, ze choroba ta jest niezwykle trudna do zdiagnozowania, z

uwagi na przypisywanie pierwszych jej objawow podesztemu wiekowi.

Wyroézniamy dwie postacie AD: posta¢ rodzinng (fAD), ktérg diagnozuje sie,
kiedy w rodzinie pacjenta wystepuja przynajmniej dwa przypadki choroby (15-40%
calej populacji chorych) oraz czesciej wystepujaca posta¢ sporadyczng (sAD; 60-85%
catej populacji chorych), ktéra nie ma uwarunkowan genetycznych. O ile postac
rodzinna dziedziczona jest autosomalnie dominujaco, o tyle posta¢ sporadyczna —
wieloczynnikowo. W mozgowiu oséb chorych na AD zaobserwowano odktadajace sig
amyloidowe ptytki starcze oraz splatki neurofibrylarne, ktore zaburzaja prawidlowe
funkcjonowanie neurondéw oraz upo$ledzaja przekazywanie sygnatu pomigdzy
komorkami nerwowymi prowadzac do neurodegeneracji niektorych obszarow mozgu
(gtownie kory mézgu, hipokampa i ciata migdatowatego). U podstaw choroby lezy
akumulacja toksycznych form B-amyloidu (BA) tworzacego ptytki starcze oraz
hiperfosforylowanego biatka tau (P-tau) bedacego gléwnym sktadnikiem splatkow
neurofibrylarnych w strukturach osrodkowego uktadu nerwowego. Problemem jest
jednak przyczyna akumulacji tych dwoch biatek. W przypadku fAD znaleziono mutacje
w genach kodujacych biatka biorace udzial w tworzenia B-amyloidu z jego prekursora,

natomiast w przypadku sAD — przyczyny pozostaja catkowicie nieznane.



Do gltownych objawow choroby zaliczamy zaburzenia myslenia abstrakcyjnego
czy uszkodzenie pamigci semantycznej (wczesne stadia) oraz trudnosci jezykowe,
zaburzenia pamieci dlugotrwatej 1 zmiany osobowosci (pozne stadia). Chorzy wytaczaja
si¢ z zycia spotecznego 1 rodzinnego. Stopniowo tracg oni funkcje zyciowe, co

prowadzi do $mierci najczescie] w ciggu 7 lat od postawienia diagnozy.

Pomimo wielu badan nad poszukiwaniem leku, do tej pory nie udalo sie
opracowac skutecznej terapii na AD. Jedna z molekularnych strategii terapeutycznych
byto zahamowanie dziatania sekretaz bioracych udzial w przemianie prekursora beta-
amyloidu lub kinaz fosforylujacych biatko tau, co miato nie dopusci¢ do powstawania
toksycznej formy BA oraz P-tau. Uzywane inhibitory, z powodu niskiej specyficznosci
okazaly sie by¢ przyczyng wielu objawow niepozadanych podczas badan in vivo w
zwierzecych modelach choroby. Inng strategia byto uzycie specyficznych przeciwciat,
ktore miaty wiazac i inaktywowac PA jednak strategia ta nie przynosita oczekiwanych
rezultatow podobnie jak proba poprawy przezywalnosci komorek nerwowych poprzez
blokowanie szlakéw prowadzacych do programowane] $mierci komorki. Strategia
zahamowania syntezy prekursora amyloidu oraz biatka tau réwniez nie przyniosta
pozytywnych rezultatow z tego powodu, ze biatka te pelnig dos¢ istotne funkcje w

organizmie cztowieka.

W leczeniu AD =zarejestrowane s cztery substancje czynne: riwastygmina,
donepezil, galantamina i memantyna, a ich dzialanie w duzej mierze opiera si¢ na
utrzymaniu wysokiego poziomu acetylocholiny w organizmie (najczgsciej wskutek
inhibicji enzymu rozkltadajacego acetylocholing), gdyz obnizony jej poziom wptywa
negatywnie na procesy poznawcze i pamie¢ dtugotrwata. Powoduja one jednak szereg
efektow niepozadanych od lekkich (bezsennos$¢, zawroty glowy, niestrawnos¢) do
ciezkich (kurcze migsniowe, halucynacje, psychozy, bradykardie, powiklania

mozgowonaczyniowe).

Dlatego obecnie jedng z najbardziej obiecujacych podejs¢ terapeutycznych jest
przyspieszona degradacja toksycznej formy odktadajacego si¢ BA 1 P-tau. Testowanych
byto juz wiele aktywatorow drog degradacji biatek w komorkach, jednak niestety do tej
pory nie znaleziono leku, ktory degradowalby zakumulowane biatka a ponadto byt

calkowicie bezpieczny w dlugoterminowym stosowaniu.



Do chwili obecnej, zostaly ujawnione rozne substancje chemiczne, ktore maja

zastosowanie do leczenia AD.

Z opisu patentowego PL 188481 B znane jest zastosowanie 2-fenylo-1,2-
benzoizoselenazol-3(2H )-onu do wytwarzania leku przeznaczonego do leczenia

choroby Alzheimera.

I innego opisu wynalazku WO 95/04538 znane jest zastosowanie 4'-jodo-4'-

dezoksydoksorubicyny do wytwarzania leku do leczenia choroby Alzheimera.

W innym opisie wynalazku EP 2075007 Bl proponuje si¢ peptyd
skoniugowany z biatkiem, ktory dziata jako immunogen do wytwarzania przeciwciat,
powodujacy redukcje akumulacji blaszek amyloidowych, do otrzymywania srodka

leczniczego zo zapobiegania m.in. chorobie Alzheimera.

Z opisu wynalazku EP 2 157 973 B1 znany lek w postaci chlorku donepezilu do

leczenia choroby Alzheimera.

Z opisu wynalazku EP 3 171 174 B1 znane jest zastosowanie laktoferryny lub
kodujacej ja czasteczki kwasu nukleinowego, w diagnostyce lub prognozowaniu

choroby Alzheimera w prébee biologicznej uzyskanej od pacjenta.

Tworcy niniejszego wynalazku intensywnie badali nowy lek do leczenia
choroby Alzheimera i odkryli, ze substancja genisteina wykazuje doskonate dziatanie w

leczeniu choroby Alzheimera, dokonujac w ten sposéb niniejszego wynalazku.

Niniejszy wynalazek dostarcza uzyteczny leku do leczenia choroby Alzheimera

z punktu widzenia bezpieczenstwa.

Celem niniejszego wynalazku jest dostarczenie nowego zastosowania dla

substancji genisteina, ktora moze by¢ zastosowana do leczenia choroby Alzheimera.



Istota wynalazku jest genisteina, jeden z izoflawondw, ktory uzyty w dawce 150
mg/kg/dzien catkowicie redukuje poziom toksycznych biatek bedacych przyczyng AD —
B-amyloidu oraz P-tau. Prowadzi to do absolutnej redukcji oznak choroby w behawiorze

(zwierzeta z chorobg Alzheimera zachowuja sie doktadnie tak jak zwierzeta zdrowe).

Rys. wzér genisteiny (CysH;0Os)

Zespol tworcow wykazal, ze u podtoza tego dziatania lezy indukcja jednego z
procesoOw degradacji biatek (procesu autofagii), w przeciwienstwie do wczesniejszych
sugestii opartych na podstawie uzycia nizszych dawek gdzie zaktadano zahamowanie
procesu apoptozy lub funkcje antyoksydacyjne. Indukcja stwierdzonego przez tworcow
mechanizmu dziatania prowadzi do usunigcia przyczyny choroby, a nie tylko usuwa

wtdérne zmiany zwigzane z chorobg.

Przedmiotem wynalazku jest Genisteina do zastosowania w leczeniu choroby

Alzheimera, gdzie stosuje si¢ w dawce 150 mg/kg/dzien.
Genisteing stosuje si¢ doustnie w postaci proszku lub zawiesiny w wodzie.

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie genisteiny do wytwarzania preparatu

farmaceutycznego do leczenia choroby Alzheimera.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez kompozycja farmaceutyczna zawierajaca
Genisteine w dawce 150/mg/kg/dzien 1 co najmniej jeden dopuszczalny

farmaceutycznie nosnik do zastosowania w leczeniu choroby Alzheimera.

Kompozycje stosuje si¢ doustnie w postaci proszku lub zawiesiny w wodzie



Okreslenie stosowane powyzej oraz w opisie 1 zastrzezeniach patentowych, ma

nastepujace znaczenie:
Genisteina — oznacza genisteine w skutecznej dawce 150 mg/kg/dzien.

Leczenie — oznacza leczenie choroby Alzheimera w pewnym stopniu jej rozwoju, ktory
jest mierzalny u pacjentow, czy to diagnozowanie choroby Alzheimera w pelnym
stopniu rozwoju czy to diagnozowanie pierwszych symptomdw tagodnych zaburzen

oraz w kazdym nastgpnym stadium rozwoju AD.

Opis figur:

Fig.1 — Figura przedstawia wyniki pomiaru aktywnosci motorycznej zwierzat, a
konkretnie liczbe ich ruchow horyzontalnych (wykonywanych w poziomie; horizontal
movements), wertykalnych (wykonywanych w pionie; vertical movements) oraz
krotkich  ruchéw  zapoczatkowujacych  charakterystycznych  dla  gryzoni
(ambulatoryjnych; ambulatory movements). Przedstawione na tej figurze wyniki
wykazaty, ze zwierzgta z indukowana choroba Alzheimera (grupa STZ + CTR)
charakteryzuja si¢ znaczng nadaktywnos$cig ruchowa co wyrazone jest w zwiekszone]
liczbie ich ruchoéw horyzontalnych, wertykalnych lub ambulatoryjnych (wartosci te
przekraczaja 2-3 krotnie liczbe ruchow u zwierzat z grupy kontrolnej (VEH+CTR).
Natomiast liczba kazdego z rodzaju ruchéw u zwierzat z chorobg Alzheimera ale
leczonych genisteing wraca do poziomu liczby ruchow u grupy kontrolnej. Gwiazdka
oznacza istotno$¢ statystyczna danej grupy w stosunku do grupy kontrolnej

(VEH+CTR) przy dobranym poziomie istotnosci 0,05, natomiast dwie gwiazdki — 0,01.

Fig.2 — Figura przedstawia wyniki pomiaru pamig¢ci podczas testu uniesionego labiryntu
krzyzowego, a konkretnie czas przej$cia z ramienia otwartego (punkt poczatkowy testu)
do ramienia zamknietego labiryntu. Zdrowe szczury z kazdym kolejnym pomiarem (test
+ re-test) powinny przechodzi¢ do zamknigtego ramienia w coraz krotszym czasie.
Wykres przedstawia wyniki wyj$ciowe (baseline), ktore sg porownywalne u wszystkich
grup zwierzat, natomiast juz podczas pierwszego pomiaru wiasciwego (test) czas
przejscia do ramienia zamknietego jest krotszy u grupy zwierzat zdrowych oraz grupy

zwierzat z indukowang AD, ale leczonych genisteing. Natomiast czas ten u grupy



zwierzat chorych (STZ+CTR) pozostaje niezmienny w pordwnaniu do wartosci
wynikow wyjsciowych. Podczas kolejnego pomiaru (re-test) czas przejscia zwierzat z
grup kontrolnych oraz zwierzat z AD leczonych genisteing ponownie spada, natomiast
w przypadku grupy szczurow cierpiacych na AD pozostaje istotnie wydtuzony. Trzy
gwiazdki oznaczajg istotno$¢ statystyczng (p<0,001) podczas pierwszego pomiaru
pamieci (test) w stosunku do grupy kontrolnej (VEH+CTR) natomiast trzy symbole
gamma oznaczajg istotnos¢ statystyczng (p<0,001) w stosunku do grupy kontrolnej
(VEH+CTR) podczas drugiego pomiaru pamigci (re-test). Trzy alfa oznaczaja istotnosc

statystyczng (p<0,001) w stosunku do pomiaru wyjsciowego (baseline).

Fig.3 — Figura przedstawia wyniki pomiaru pamig¢ci podczas testu uniesionego labiryntu
krzyzowego, a konkretnie czas spedzony w ramionach otwartych labiryntu. Zdrowy
szczur bojac sie wysokosci oraz otwarte] przestrzeni powinien spedzi¢ w nich jak
najmniej czasu, co powinno objawiac si¢ skréconym czasem przebywania w nich z
kazdym kolejnym pomiarem (test i re-test). Wykres przedstawia wyniki wyjsciowe
(baseline), ktore sa poréwnywalne u wszystkich grup zwierzat, natomiast juz podczas
pierwszego pomiaru wihasciwego (test) czas spedzony w ramionach otwartych jest
krotszy u grupy zwierzat zdrowych oraz grupy zwierzat z indukowang AD, ale
leczonych genisteing. Natomiast czas ten u grupy zwierzat chorych (STZ+CTR)
pozostaje niezmienny w porownaniu do warto$ci wynikéw wyjsciowych. Podczas
kolejnego pomiaru (re-test) czas ten u zwierzat z grup kontrolnych oraz zwierzat z AD
leczonych genisteing ponownie spada, natomiast w przypadku grupy szczurow
cierpigcych na AD pozostaje niezmienny w stosunku do pomiaru wyjsciowego. Symbol
gamma (w tescie re-test) oznacza istotno$¢ statystyczng danej grupy w stosunku do
grupy VEH CTR podczas pomiaru ,test” (dwa symbole — p<0,01; trzy symbole —
p<0,001); natomiast trzy alfa oznaczaja istotnosc statystyczng w stosunku do pomiarow

wyjsciowych (baseline).

Fig.4 — Figura przedstawia wyniki pomiaru pamig¢ci podczas testu uniesionego labiryntu
krzyzowego, a konkretnie czas spedzony w ramionach zamknietych labiryntu
(alternatywnie dla Fig. 3). Zdrowy szczur bojac sie¢ wysokosci oraz otwartej przestrzeni
na ktora jest narazony w ramionach otwartych, powinien spedzi¢ jak najwiece] czasu w
ramionach zamknietych, co powinno objawiac si¢ coraz dtuzszym czasem przebywania
w nich z kazdym kolejnym pomiarem (test i1 re-test). Wykres przedstawia wyniki

wyjsciowe (baseline), ktore sa porownywalne u wszystkich grup zwierzat, natomiast juz



podczas pierwszego pomiaru wilasciwego (test) czas spedzony w ramionach
zamknigtych jest dtuzszy u grupy zwierzat zdrowych oraz grupy zwierzat z indukowana
AD, ale leczonych genisteing. Natomiast czas ten u grupy zwierzat chorych (STZ+CTR)
pozostaje krétki, nawet krétszy od wartosct wynikow wyjsciowych. Podczas kolejnego
pomiaru (re-test) czas ten u zwierzat z grup kontrolnych oraz zwierzat z AD leczonych
genisteing ponownie ulega wydluzeniu, natomiast w przypadku grupy szczurow
cierpigcych na AD pozostaje niezmienny (krotki). Opis symboli jest taki sam jak w

przypadku Fig. 3.

Fig.5 — Figura przedstawia wyniki pomiaru zachowania zwierzecia w otwartym polu, a
konkretnie czas spedzony w kwadratach centralnych oraz peryferyjnych oraz dystans (w
cm) jaki zwierzeta przebyly w tych dwéch rodzajach kwadratow. Test ten pozwala na
zbadanie preferencji zwierzat co do zajmowanego w otwartym polu miejsca podczas
20-minutowej sesji co jest miara polaczenia aktywnosci lokomotorycznej oraz
zachowan lekowych. Wyniki tego testu wykazaly, ze zwierzeta z indukowana AD
(STZ CTR) spedzajg duzo mniej czasu w kwadratach centralnych, za to duzo wigce] w
kwadratach peryferyjnych niz grupa zwierzat kontrolnych (VEH CTR). Natomiast
zwierzgta z AD ale leczone genisteing charakteryzuja si¢ wynikami identycznymi jak
zwierzeta kontrolne (zdrowe). Podobnie prezentuja si¢ wyniki dystansu przebytego
przez szczury (miara ich ruchliwosci). Dystans przebyty przez zwierzeta chore na AD w
kwadratach centralnych jest skrocony w stosunku do grupy zwierzat kontrolnych,
natomiast w kwadratach peryferyjnych jest istotnie wydluzony. Réwniez w tym
parametrze genisteina znosi zmiany spowodowane wystapieniem choroby. Dwie
gwiazdki oznaczaja istotnosc statystyczna w stosunku do grupy kontrolnej (VEH CTR)

przy poziomie istotnosci 0,01.

Fig.6 — Figura przedstawia wyniki pomiaru pamigci podczas testu labiryntu wodnego
Morrisa, a konkretnie czas znalezienia platformy przez zwierzgta. Platforma jest
niewidoczna dla zwierzat, doswiadczenie prowadzi si¢ przez 4 kolejne dni, w ktorych
szczur probujac uciec od szkodliwych dla siebie warunkéw powinien coraz szybciej
znajdowa¢ platforme (co jest miara jego pamieci referencyjnej). Wykres przedstawia
czas znalezienia platformy w kazdej grupie zwierzat od momentu rozpoczecia
eksperymentu. Wyniki wykazaly, ze w przypadku grup zwierzat kontrolnych
(zdrowych) jak 1 grupy szczuréw chorych na AD ale leczonych genisteing, czas ten

spada z kazdym dniem czyli szczury coraz szybciej znajduja platforme. Natomiast czas



ten u zwierzat z grupy STZ CTR (chorych na AD) jest z kazdym dniem przypadkowy.
Trzy gwiazki oznaczaja istotonosc statystyczng w stosunku do grupy STZ genistein

(p<0,001).

Fig.7 — Figura przedstawia wyniki pomiaru pamigci podczas testu labiryntu wodnego
Morrisa, a konkretnie dystans przebyty przez zwierzeta do momentu znalezienia
platformy. Pomiar ten pokazuje czy szczury plynely prosto do platformy czy moze
szukaly jej podczas eksperymentu. Dystans spada we wszystkich grupach badanych
zwierzat jednak warto zauwazy¢, ze spadek ten w przypadku grup kontrolnych jak i
zwierzat chorych na AD leczonych genisteing spada o ok. 70% wartosci wyjsciowe],
podczas gdy w przypadku zwierzat chorych na AD — spadek ten wynosi ok. 30%.

Gwizdka oznacza istotno$¢ statystyczng w stosunku do grupy STZ genistein.

Fig.8 — Figura przedstawia wyniki pomiaru pamigci podczas testu labiryntu wodnego
Morrisa, a konkretnie czas spedzony w kwadrancie labiryntu (umownym) w ktorym
znajduje si¢ platforma. Pomiar ten pokazuje czy zwierzeta kojarzac miejsce potozenia
platformy poruszaja si¢ w jego poblizu. Wyniki testu pokazaty, ze w przypadku grup
kontrolnych oraz grupy szczuréw z AD ale traktowanych genisteina czas spedzony w
tym kwadrancie jest istotnie wydtuzony w poréwnaniu do grupy zwierzat chorych na
AD (STZ CTR). Trzy gwiazdki oznaczaja istotno$¢ w poréwnaniu do grupy STZ
genistein (p<0.001).

Fig.9 — Figura przedstawia wyniki przeprowadzonych analiz biochemicznych, a
konkretnie analiz poziomow bialek bedacych przyczyna choroby Alzheimera (beta-
amyloidu oraz P-tau) w mozgowiu szczuréw. Poziomy tych bialek w grupach
kontrolnych (zwierzat zdrowych traktowanych i nie-traktowanych genisteing) nie réznig
si¢ istotnie. Natomiast poziomy tych bialek wzrastaja znaczaco w grupie zwierzat z
chorobg Alzheimera, a ich wartosci dosiggaja nawet 3-krotnych wartosci kontroli.
Natomiast w grupie zwierzat chorych na AD, ktore] podawano genisteing, poziom tych
biatek ulega normalizacji do ich poziomu u szczuréw zdrowych. Gwizdka oznacza
istotno$¢ statystyczng w pordéwnaniu do grupy kontrolnej (VEH water) (p<0,05),

natomiast krzyzyk oznacza istotno$¢ w stosunku do grupy STZ water (p<0,05).

Fig.10 — Figura przedstawiajaca wizualizacje agregatéw beta-amyloidu w komorkach
nerwowych w obrebie zakretu zebatego hipokampa (struktury odpowiedzialnej za

pamiec¢). Wykonane zdjecia przedstawiaja, ze w przypadku zwierzat z grupy kontrolnej



nie wystepuja ztogi beta-amyloidu, natomiast w przypadku grupy zwierzat chorych na
AD, ztogi te sa bardzo widoczne w duzych ilosciach. Natomiast genisteina redukuje
ilos¢ agregatow beta-amyloidu sprawiajac, ze w niektorych komoérkach nerwowych

agregaty te w ogole znikaja pozwalajac na prawidlowe funkcjonowanie neurondw.

Fig.11 — Figura ta przedstawia ilosciowg analize Figury 10. Agregaty beta-amyloidu sa
niewykrywalne u zwierzat kontrolnych (zdrowych) natomiast u zwierzat po indukcji
AD widoczne sg $rednio w liczbie 32 agregatéw na komorke. Genisteina redukuje te
ilos¢ do $rednio 12 agregatow na komorke. Trzy gwiazdki oraz trzy alfy oznaczaja
istotnos¢ statystyczna w stosunku do kontroli (VEH water) (p<0,001), natomiast trzy
krzyzyki oznaczaja istotonos¢ statystyczna w stosunku do grupy STZ water (p<0,05).

Wynalazek ilustruje nastepujacy przyktad wykonania, nie stanowigcy jego

ograniczenia.

Celem planowanych badan bylo okreslenie efektywnosci dziatania genisteiny jako

potencjalnego leku na chorobg Alzheimera (AD), w tym:

- okreslenie efektywnosci degradacji dwoch biatek stanowiacych przyczyne choroby
Alzheimera - BA (beta-amyloidu) oraz P-tau (hiperfosforylowanej formy biatka tau)

przez genisteine

- okreslenie wptywu genisteiny na deficyty pamigci i zaburzenia poznawcze.

Zastosowanym modelem byt szczurzy streptozotocynowy model tej choroby.
Streptozotocyna (STZ) jest pochodng glukozaminy i1 nitrozomocznika produkowang
naturalnie przez bakterie Streptomyces achromogenes. Podana szczurom dokomorowo
wnika do komorek przy pomocy receptora GLUT-2 przyczyniajac si¢ do powstawania
reaktywnych form tlenu, stanu zapalnego (wystgpowanie tych zjawisk stwierdzono
réwniez w ludzkiej postaci choroby) oraz ostatecznie — tworzenia si¢ blaszek PA 1
splatkbw ztozonych z P-tau. W konsekwencji zaburzona zostaje transmisja
cholinergiczna, co prowadzi do neurodegeneracji gtéwnie obszaru hipokampa skutkujac

znacznym deficytem procesow pamieciowych.
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Przyktad 1

Szczury po zabiegu iniekcji STZ zostaly losowo podzielone na 4 gtéwne grupy:
1) gr. VEH WODA: z dokomorowa iniekcja rozpuszczalnika dla STZ, ktorym
podawana byta woda (grupa zwierzat zdrowych);
2) gr. VEH GENISTEINA: z dokomorowa iniekcja rozpuszczalnika dla STZ, ktorym
podawana byla genisteina w dawce 150 mg/kg/dzien (grupa zwierzat zdrowych +
genisteina);

3) gr. STZ WODA: z dokomorowa iniekcjg STZ, ktérym podawana byta woda (grupa
zwierzat chorych nie-leczonych);
4) gr. STZ GENISTEINA: z dokomorowa iniekcja STZ, ktérym podawana byta

genisteina w dawce 150 mg/kg/dzien (grupa zwierzat chorych leczonych genisteing).

U szczurow po miesiagcu od rozpoczecia podawania genisteiny/wody przeprowadzono

szereg testow behawioralnych na ktore sktadaty sie:

a) pomiar aktywnosci lokomotorycznej, mierzonej w aktometrach;

b) testu uniesionego labiryntu krzyzowego;

¢) pomiar naturalnego zachowania zwierzecia w otwartym polu — test otwartego pola.

d) pomiaru pamigci za pomoca labiryntu wodnego Morrisa

Nastepnie po 3 miesigcach od rozpoczecia podawania genisteiny/wody szczury zostaty
usmiercone, a tkanki mézgowe pobrane zostaly do analiz biochemicznych w celu

okreslenia pozioméw toksycznych biatek bedacych przyczyna choroby Alzheimera.

Genisteina uzywana byta w formie wolnej, jako produkt syntezy chemicznej, w postaci
biatego proszku. Do podania zwierzgtom zostala przygotowana w postaci zawiesiny w

wodzie w dawce 150 mg/kg/dzien.
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Ad.a) Pomiar aktvywnosci lokomotorvcznej

Test ten stluzy do oceny aktywnosci lokomotoryczne] szczur6w w nowym otoczeniu.
Otoczeniem tym jest pleksiglasowa klatka (wymiary 43 x 43 x 20 cm) bedaca czescia
aktometru — urzadzenia zliczajacego liczbe ruchéw horyzontalnych, wertykalnych oraz
ambulatoryjnych. Aktywno$¢ ruchowa wszystkich grup zwierzat mierzona byta zawsze

o tej samej porze przez okres dwoch godzin (Fig.1).

Interpretacja: Zwierzeta z choroba Alzheimera charakteryzuja si¢ duza nadaktywnoscia
ruchowa co oznacza, ze sa hiperaktywne. Objaw ten jest czesto obserwowanym
objawem w przypadku zwierzecych modeli choréb neurodegeneracyjnych. Natomiast
uzycie genisteiny catkowicie znosi hiperaktywnos$¢ chorych zwierzat sprawiajac, ze
zwierzeta te pod wzgledem liczby ich ruchéw sa identyczne jak zwierzeta kontrolne

(zdrowe).

b) Pomiar pamieci oraz stresu w teScie uniesionego labiryntu krzvzowego

Test ten jest uniesionym na wysokos¢ 50 cm labiryntem o ksztalcie krzyza, z dwoma
ramionami odstonigtymi 1 dwoma zastonietymi. Zdrowy szczur postawiony na
odkrytym ramieniu, gdzie wysokos¢ jest czynnikiem stresowym, powinien przejs¢ do
ramion zamknietych 1 pozosta¢ tam do zakonczenia danej sesji. Szczury ze stwierdzong
neurodegeneracja eksploruja teren labiryntu spedzajg mniej wigcej tyle samo czasu w
ramionach odkrytych co zakrytych. Prowadzone byly pomiary czasu, w jakim szczur
przeszedl z ramienia odkrytego do zakrytego, catkowitego czasu jaki spedzit w
ramionach odkrytych/zakrytych w obrebie badanych grup zwierzat przez okres 5 min.
Pomiary te byly powtarzane po 10 min (pamig¢ robocza) w celu sprawdzenia czy czas

przejscia z ramienia odkrytego do zakrytego ulegnie skroceniu (Fig.2-4).

Interpretacja Figur 2-4: latencja (czas) przejscia z ramienia otwartego do ramienia
zamknietego podczas testu oraz re-testu, a takze dtugi czas spedzony w ramionach
zamknietych oraz krotki czas spedzony w ramionach otwartych labiryntu jest miarg
pamieci zwierzat (o mozliwosci ukrycia si¢ przed czynnikami stresogennymi). W
przypadku grupy szczuréw kontrolnych (zdrowych) oraz grupy szczuréow z AD ale

leczonych genisteing czas przejscia do ramienia zamknietego skraca si¢ z kazdym
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kolejnym pomiarem (test + re-test) co swiadczy o bardzo dobrej pamigci oraz zdolnosci
uczenia sie u tych grup zwierzat. Wskazuja na to rowniez pomiary czasu spedzonego w
ramimonach zamknietych oraz otwartych. Natomiast u grupy zwierzat cierpigcych na
AD nie obserwuje si¢ szybkiego przechodzenia do ramienia zamknietego, podobnie jak
krotszego czasu pozostawania w ramionach otwartych 1 wydluzonego czasu spedzonego
w ramionach zamknietych co $wiadczy o tym, ze zwierzeta te nie zapamigtuja
mozliwos$ci schronienia si¢ z kazdym kolejnym pomiarem. Zwierzeta z AD ale leczone

genisteing wykazuja takg sama pamigc ja zwierzeta zupelnie zdrowe.

¢) Test otwartego pola

Test ten stuzy do pomiaru nasilenia zachowan lgkowych u szczura. Duze pole
podzielone zostaje na 25 kwadratow. Czas spedzony w kwadratach centralnych 1
peryferyjnych zalezy od indywidualnych preferencji szczura i jego zachowan lgkowych.
Pomiar czasu spedzonego na kwadratach centralnych i1 peryferyjnych w kazdej grupie

zwierzat byt prowadzony przez 20 min (Fig.5).

Interpretacja: Szczury, ktorym indukowano AD charakteryzuja si¢ zwiekszonym lekiem
1 niepewnosciag co objawia si¢ zmniejszonym czasem przebywania w kwadratach
centralnych, a zwieckszonym w kwadratach peryferyjnych. Podobne rezultaty wystapity
podczas pomiaréw przebytego dystansu co $wiadczy o ich dezorientacji w terenie.
Natomiast podawanie genisteiny zwierzetom chorym na AD spowodowato, ze
zwierzeta te duzo chetniej wychodza na kwadraty centralne eksplorujac teren
charakteryzujac si¢ zmniejszonym poziomem leku oraz dezorientacji, tak samo jak

szczury z grup kontrolnych.

d) Test labiryntu wodnego Morrisa

Test ten jest jednym z najczescie] przeprowadzanych testéw stuzacych do pomiaru
pamieci u zwierzat. Basen o $rednicy 150 cm wypetniony woda o temp. pokojowe]
umownie podzielony zostal na cztery kwadranty, a w centrum jednego z nich
umieszczona zostata platforma zanurzona pod powierzchniag wody na gtebokos¢ ok. 1
cm. Test poprzedzony zostal jednym dniem tzw. pre-testu, w ktorym platforma

wystawata ponad powierzchnie wody. Doswiadczenie prowadzone bylo przez cztery
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dni z rzedu po cztery proby dziennie z odstepami co 10 min. Czas jednej sesji mierzy
si¢ od wsadzenia szczura do basenu do czasu odnalezienia przez niego platformy lub w
przypadku nie odnalezienia platformy — do ukonczenia czasu 120s. Szczury, ktore nie
odnajda platformy zostaly na niej potozone na 10s., a nastepnie wyjete z wody.
Pomiarowi ulegaty: 1) czas znalezienia platformy od momentu wlozenia szczura do
wody, 2) czas spedzony w kwadrancie, w ktérym znajduje sie platforma, 3) liczba
wptynie¢ do kwadrantu, w ktorym znajduje sie platforma, 4) przebyta droga [cm] od
momentu witozenia szczura do wody do momentu znalezienia platformy. Skracanie
czasu odnalezienia platformy w kolejnych dniach prowadzonego dos$wiadczenia jest
miarg pamigci przestrzenne] dlugotrwatej. Szczury zdrowe powinny znajdowad
platforme szybciej z kazdym dniem, a takze spedza¢ w danym kwadrancie wigcej czasu
i charakteryzowa¢ sie skracaniem przebytego dystansu. Za to u szczuréw ze
stwierdzong neurodegeneracja, czas znalezienia platformy jest losowy kazdego dnia

(Fig.6-8).

Interpretacja Figur 6, 7 1 8: Wyniki tych testow wykazuja przede wszystkim powazne
zaburzenia pamieci u szczurdéw z indukowana AD. Zwierzeta te nie znajduja platformy
z kazdym kolejnym dniem do$wiadczenia, dystans przebyty do momentu odnalezienia
platformy nie spada istotnie (tylko 30%), a czas spedzony w kwadrancie w ktorym
znajduje sie platforma jest niski co swiadczy o tym, ze zwierzeta te w ogdle platformy
nie szukaly w rejonie jej polozenia. Natomiast zarowno szczury zdrowe jak 1 chore na
AD leczone genisteing charakteryzuja si¢ znacznym spadkiem czasu znalezienia
platformy z kazdym kolejnym dniem co $wiadczy o ich umiejetnosci uczenia si¢ oraz
pamigci. Ponadto dystans przebyty do momentu znalezienia platformy u tych grup
zwierzat spada o ok. 70% co oznacza, ze szczury te plynely prosto do platformy
doskonale znajac jej polozenie, a czas spedzony w kwadrancie, w ktorym znajduje sie¢
platforma jest o tych grup bardzo dtugi co swiadczy o tym, ze nawet gdy zwierzeta nie
odnalazty platformy za pierwszym podejsciem, to jednak znaly jej orientacyjne
potozenia i w tym danym miejscu jej szukaly. Wyniki te wykazuja, ze pod wzgledem
pomiardw pamieci, szczury chore leczone genisteing sg nieodroznialne od zwierzat

zdrowych.
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Whnioski:

Wszystkie otrzymane wyniki testéw behawioralnych wykazaly catkowite zniesienie
efektow choroby u szczurow sprawiajac, ze zwierzeta te s3g kompletnie nieodréznialne

od zwierzat z grup kontrolnych (zdrowych).

Przyktad 2

Testy biochemiczne: pomiar ilosci beta amyloidu (BA) oraz jego prekursora (APP)
oraz P-tau oraz tau w mozgowiach szczurow (beta-amyloid oraz P-tau sq bialkami

uwazanymi za przyczyne choroby)

Mozgowia (hipokamp, kora mozgu oraz reszta mdzgowia) zostaty zhomogenizowane 1
inkubowane w buforze do lizy, a nastepnie zwirowane do uzyskania klarownych
lizatow biatkowych. Immunodetekcje bialek przeprowadzono za pomoca techniki

Western blotting z uzyciem specyficznych przeciwciat (Fig.9-11).

Interpretacja Fig.9: Poziom biatek powodujacych AD jest znaczaco podwyzszony u
szczurow po indukcji choroby, natomiast ulega on obnizeniu u szczuréw chorych
traktowanych genisteing. Oznacza to, ze genisteina niweluje nie tylko objawy choroby
w postaci zaburzen behawioralnych ale przede wszystkich redukuje gtowna przyczyne
choroby, a poprawa bahawioru zwierzat jest tego konsekwencjg. Tak wigc genisteina

jest zwiazkiem dziatajacych przyczynowo, nie objawowo.

Interpretacja Fig.11: Znaczny wzrost liczby agregatow beta-amyloidu zauwazalny jest u
grupy zwierzat STZ water czyli chorych na AD. Natomiast genisteina w ogromnym
stopniu redukuje ilo$¢ tych agregatow o czym swiadczg wyniki zarowno z Fig.10 jak i
Fig.9. Wniosek wigc jest podobny jak i przy wniosku Fig.9 — genisteina dziata nie tylko

objawowo ale redukuje gtéwna przyczyne choroby.

Testy biochemiczne: wizualizacja ilosci beta amyloidu (BA) w obszarze hipokampa w

mozgowiach szczuréw (hipokamp jest gtowng struktura odpowiadajaca za pamiec)
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Whnioski:

Testy biochemiczne wykazaty spadki pozioméw biatek bedacych przyczyna choroby
sugerujac, ze genisteina dziata nie tylko lagodzac objawy ale redukuje glowna

przyczyng choroby.



