NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1.Tytut projekt: ,,Oligopeptydowe analogi takryny jako potencjalne neuroprotekcyjne
inhibitory cholinesteraz o znaczeniu klinicznym w terapii choroby Alzheimera. Synteza i

badania biologiczne’’

2.Czas trwania projektu 4 lata

3.Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stéw) choroba Alzheimera, neuroprotekcja, analogi takryny,

inhibitory cholinesteraz
4.Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategorie z ponizszych)

A. Badania podstawowe

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okreslic cel naukowy lub edukacyjny do§wiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst
musi by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Celem projektu badawczego jest poszukiwanie nowych skutecznych lekow niezbednych w terapii
choroby Alzheimera (AD). Choroba Alzheimera (AD) dotyka w wiekszosci ludzi starszych i objawia si¢
postepujacym spadkiem sprawnos$ci intelektualnej, wywotlanej degeneracjg 1 zanikiem komorek
nerwowych a istniejgce leki na rynku farmaceutycznym nie s3 w petni skuteczne.

Takryna jest pochodng akrydyny, ktora w 1993 roku zostata zatwierdzona w postaci chlorowodorku jako
lek do stosowania w AD w celu poprawy transmisji cholinergicznej w mozgu. Podobnie jak
rywastygmina, skutecznie hamuje aktywnos¢ zar6wno AChE jak i BChE. Zostata ona jednak wycofana
z uzycia ze wzgledu na swoje dziatania niepozadane, przede wszystkim hepatotoksyczno$é oraz niska
biodostepnos¢ po podaniu doustnym. Ze wzgledu na udokumentowang wczesniej skutecznos$¢ kliniczng
1 korzystny profil farmakokinetyczny (penetracja przez barier¢ krew-moézg) i farmakoterapeutyczny
(hamowanie AChE 1 BuChE), takryna posiada znaczny potencjat aplikacyjny, ktory naszym zdaniem
warto eksplorowa¢ w poszukiwaniu jej skuteczniejszych i bezpieczniejszych analogow. W zwiazku z
powyzszym proponujemy synteze¢ nowo funkcjonalizowanych analogéw potaczen takryny z estrami
metylowymi i z wolng grupa karboksylowa oligopeptydéw bedacych pochodnymi karnozyny, ktore
pozbawione beda dziatania hepatotoksycznego obserwowanego przy przyjmowaniu takryny, hamowac
beda zaréwno aktywnos¢ AChE jak i BChE dzigki czemu beda mogly by¢ stosowane rowniez w
zaawansowanej postaci choroby Alzhaimera oraz dodatkowo wykazywaé beda dziatanie
neuroprotekcyjne (chronigc migdzy innymi przed toksycznym dziataniem B-amyloidu i glutaminianu).
Nalezy podkresli¢, ze po raz pierwszy proponujemy syntez¢ oligopeptydowych analogéw takryny, ktore
poza dzialaniem objawowym charakteryzuje aktywno$¢ neuroprotekcyjna.

Pierwszy etap projektu bedzie obejmowat badania toksycznos$ci nowo zsyntetyzowanych zwigzkow na
modelu komoérkowym. W ramach eksperymentow prowadzonych na hodowlach komorkowych



wybierzemy zwigzki o najkorzystniejszym profilu aktywnosci biologicznej (najwyzszej skutecznosci
hamowania aktywnosci enzymow: AChE 1 BChE, wykazujace dziatanie neuroprotekcyjne i pozbawione
dzialania hepatotoksycznego).

W kolejnym etapie planujemy przeprowadzi¢ badania na zwierzetach aby sprawdzi¢ w jaki sposob
wytypowane zwiazki przechodza przez barier¢ krew-mozg.

Uzyskane wyniki bedg stanowily podstawe do badan na myszach transgenicznych, bedacych modelem
choroby Alzhaimera (w kolejnym projekcie). Uzyskane wyniki w kolejnym projekcie beda stanowity
podstawe do badan na myszach transgenicznych, bedacych modelem choroby Alzhaimera.

Planowane badania moga w przyszlosci doprowadzi¢ do zastosowania klinicznego nowych lekéw
stosowanych w leczeniu choroby Alzheimera opartych na oligopeptydowych analogach takryny. Te
nowe potencjalne leki mogg w przysztosci stanowi¢ cenne uzupetnienie terapii choroby Alzheimera.

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU

30 myszy BALB/c po 10 samcoéw na grupe

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA®

1) Dostarczone zwierzeta z
bedg aklimatyzowane w pokoju bytowym przez 5 dni w

warunkach opisanych w punkcie C. Codziennie bgdzie dokonywany pomiar temperatury (termometr na
podczerwien) i wagi zwierzat ,.handlingowane” 10 minut dziennie. Dodatkowo prowadzona bgdzie obserwacja
stanu zdrowia i zachowania zwierzat oraz prowadzona bedzie karta rejestracji. Zwierzeta beda przebywaly w w
kontrolowanych, statych warunkach w pomieszczeniu o temperaturze 23+£2°C, wilgotnosci wzglednej 53+2%, z
zachowaniem 12 / 12 cyklu o$wietleniowego oraz o odpowiedniej wentylacji dostosowanej do potrzeb zwierzat (
klimatyzacja). Klatki plastikowe przeznaczone dla mysz o dwoch réznych wymiarach: 345(G)x 180(S)x 140(W)
mm, powierzchnia podlogi 533m? oraz 382(G)x 267(S)x 150(W) mm, powierzchnia podtogi 840m? opisane
numerami doswiadczen, gatunkiem zwierzgcia, wiekiem, plcig, uzytym zwigzkiem w do$wiadczeniu oraz data
przywozu. W trakcie catego eksperymentu myszy beda otrzymywaty paszg laboratoryjng (mieszanka Labofeed H)
i wodg kranowa ad libitum. Pasza zakupiona w firmie: Wytwornia Pasz ,,Morawski”, Kcynia 0 standardowym
sktadzie, zgodna z wymaganiami z przeznaczeniem do zZywienie gryzoni.

2) Myszy s akceptowanym i wykorzystywanym gatunkiem zwierzagt w badaniach nad oceng zdolnosci
przenikania lekow przez bariere krew-mozg. Konieczno$¢ wykorzystania zwierzat jest podyktowana podobng
przepuszczalnos$cig bariery krew-mozg u myszy i czlowieka. Ponadto brakuje adekwatnego sztucznego modelu,
ktory mogly zastapi¢ badania z wykorzystaniem zwierzat. Dostgpny model in vitro bariery krew-moézg jest

! Przy wypetnianiu wzorowad sie na instrukcji wypetniania wniosku W1 punkt. 8




powszechnie krytykowany z uwagi na niepowtarzalno$¢ wynikow. Wobec powyzszego nie moze by¢
wykorzystany w badaniach zwiazkéw o potencjalnym znaczeniu klinicznym. Wybor gatunku zwierzat: myszy
BALB/c jest rowniez podyktowany wzgledami ekonomicznymi. Wykorzystanie matych zwierzat w badaniach
przenikania bariery krew-mo6zg pozwoli na stosowanie matych ilosci (niskich st¢zen) badanych zwigzkow co w
poczatkowym etapie doswiadczenia nad potencjalnymi lekami stosowanymi w chorobie Alzhaimera ma ogromne
Znaczenle.

Planowana liczba zwierzat (30 myszy po 10 na grupe) jest niezbedna do otrzymania wynikow z akceptowanym
btedem statystycznym, czyli istotne z punktu widzenia naukowego.

3) Zaproponowane badania nie byly nigdy wczesniej przeprowadzane na zwierzetach, poniewaz zaplanowane do
syntezy zwiazki s3 nowymi, jeszcze nie ocenianymi biologicznie analogami takryny zwigzanej kowalencyjnie z
di- i tripeptydami bedacymi pochodnymi karnozyny, naturalnego dipeptydu (B-Ala-His) o wlasciwosciach
antyoksydacyjnych. Informacja o braku identycznych badan zostata potwierdzona za pomocg wyszukiwania w
naukowych przegladarkach internetowych : PubMed, Google Scholar. Uzyte stowa kluczowe: chlorotakryna i
neuroizoprostany, oligopeptydowe analogi takryny i beta-amyloid, 2,5-dimetylometoksyfenylotakryna i
penetracja bariery krew-mozg.



