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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie medyczne magnofloryny o wtasciwosciach popra-
wiajgcych pamiec oraz przeciwamnestycznych do leczenia upo$ledzenia/zaburzenia pamieci.

Choroby neurodegeneracyjne stanowig coraz wiekszy problem dotykajgcy mieszkancéw krajow
rozwinietych. Rozw0j medycyny oraz wzrost $wiadomos$ci pacjentow przyczynity sie do wydtuzenia
zycia, co sprzyja zaburzeniom pracy OUN. Choroby neurodegeneracyjne spowodowane sg nieodwra-
calnym uszkodzeniem (degeneracjg) i w konsekwenciji przy$pieszong $miercig komérek nerwowych
(apoptozg). NajczeSciej wystepujacg chorobg neurodegeneracyjng jest choroba Alzheimera (AD),
ktéra charakteryzuje sie dysfunkcjg ukfadu cholinergicznego — degeneracjg neurondéw cholinergicz-
nych i spadkiem stezenia acetylocholiny (ACh), neuroprzekaznika kluczowego dla procesow kognityw-
nych. Z tego wzgledu zaburzenia kognitywne sg podstawowym objawem AD.

Szacuje sie, ze liczba 0séb cierpigcych na AD podwoi sie do 2050 roku — z 25 milionéw do okoto
50 milionéw chorych. Wobec powyzszego, jedng z kluczowych potrzeb badawczych jest zwiekszenie
skutecznosci istniejgcych i opracowanie nowych strategii terapeutycznych AD oraz poszukiwania sku-
tecznych lekéw hamujgcych procesy neurodegeneracyjne w OUN.

Aktywno$cig tego typu odznaczajg sie zwigzki o charakterze polarnym lub umiarkowanie polar-
nym, do ktérych mozemy zaliczyé wybrany zwigzek. Istniejgce dane literaturowe dotyczgce wptywu
alkaloidéw izochinolinowych na funkcje OUN potwierdzajg ich zdolno$¢ do przenikania przez bariere
krew-mo6zg po podaniu obwodowym.

W badaniach przeprowadzanych przy urazowym uszkodzeniu mdzgu, Chen i wsp. (2014) poda-
wali myszom dawki 10 mg/kg berberyny — wzorcowego alkaloidu izochinolinowego. Badania wtasciwo-
Sci neuroprotekcyjnych, przeciwzapalnych oraz testy przenikalno$ci przez bariere krew-mdzg potwier-
dzity ochronne dziatanie berberyny oraz jej zdolno$¢ do przenikania do mézgu juz po 10 minutach od
podania (Chen et al., 2014). Dziatanie to wynikato ze zmniejszenia przenikalno$ci leukocytow do miej-
sca urazu. Ponadto testy na szczurach, ktérym podawano wyciag z Coptis chinensis, ktérego gtbwnym
ciatem czynnym jest berberyna, wykazaty dziatanie przeciw-amnestyczne wyciggéw w zwierzecym
modelu amnestycznym przy uzyciu skopolaminy (Hsieh et al., 2000).

Wynalazek dotyczy zastosowania magnofloryny z grupy alkaloidow izochinolinowych do lecze-
nia upos$ledzenia pamieci zwtaszcza dtugotrwatego lub zaburzenia pamieci.

Przeprowadzone badania dotyczg istotnego zagadnienia, jakim jest prewencja chorob osrodko-
wego uktadu nerwowego (OUN), zwlaszcza choréb neurodegeneracyjnych, przy zastosowaniu sub-
stancji pochodzenia roélinnego.

Jak sie nieoczekiwanie okazato, w wyniku badan, magnofloryna wykazuje wtas$ciwosci popra-
wiajgce pamiec oraz przeciwamnestyczne — odwracanie uposledzenia pamieci. Dzieki tym witasciwo-
Sciom moze by¢ stosowana jako substancja aktywna w otrzymywaniu preparatéw farmaceutycznych
do leczenia choréb przebiegajgcych z zaburzeniami pamieci.

Metodyka i cel badan

Badania in vivo majgce na celu ocene wptywu jednorazowego i przewlektego podawania ma-
gnofloryny na procesy formowania sie szlakow pamieciowych u myszy przy uzyciu zwierzecego testu
pamieci: testu biernego unikania (passive avoidance, PA).

Procedura testu umozliwia ocene formowania sie szlakow kognitywnych zaréwno pamieci
krotko-, jak i dlugotrwatej. Obok efektéw kognitywnych magnofloryny, oceniony zostat réwniez jej wptyw
na upo$ledzenie pamieci wywotane podaniem skopolaminy. Skopolamina jako antagonista choliner-
gicznych receptoréw muskarynowych, blokujgc transmisje cholinergiczng, jest jednym z czes$ciej uzy-
wanych w farmakologii doswiadczalnej zwierzecym modelem amnestycznym stuzgcych do wywotania
deficytow pamieciowych.

Magnofloryne podawano zwierzetom przed iniekcjg skopolaminy, by w ten sposéb oceni¢ po-
tencjalng mozliwo$¢ odwracania przez magnofloryne zaburzen pamieci indukowanych skopolaming.
Dodatkowo, oceniony zostat takze wptyw magnofloryny na aktywno$¢ lokomotoryczng myszy, gdyz
jakiekolwiek zaburzenia aktywno$ci lokomotorycznej mogg mieé wptyw na wyniki badan w opisanym
powyzej teScie pamieci. Niniejszy test miat takze wykluczyé ewentualne efekty toksyczne wywoty-
wane przez badang substancje, ktére objawiaé sie mogg zaburzeniem aktywnosci lokomotorycznej
u zwierzat.
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Opis przeprowadzonych badan:

a) Badania aktywnosci lokomotoryczne;j

Badanie ruchliwosci spontanicznej u myszy przeprowadza sie w urzadzeniach fotooporniko-
wych, zgodnie z ogdinie akceptowang procedurg (Vogel and Vogel, 1997). W przebiegu zaplanowa-
nego doswiadczenia zwierzeta zostaty umieszczone w pojemniku z metalu (Srednica 32 cm), przez
ktéry biegng dwa prostopadfe do siebie promienie Swietine, na wysokoéci 1 cm. Zainstalowane we-
wnatrz fotooporniki, na ktére padajg promienie, rejestrowaty jako ruch kazde przerwanie promienia
przez poruszajgce sie zwierze. Czas pomiaru wynosit 60 min. Konieczno$¢ wykonania niniejszego
testu wynika z tego, iz wptyw zwigzkow na aktywnosé lokomotoryczng moze modyfikowacé zachowanie
sie zwierzgt w zaplanowanych testach.

Magnofloryne, w réznych dawkach (10, 20, 50 mg/kg m.c.) oraz sol fizjologiczng, dla grupy
kontrolnej, podano jednorazowo dootrzewnowo (i.p.). 30 minut po ostatniej iniekcji dokonano pomiaru
ruchliwosci lokomotorycznej zwierzgt w aktymetrach — przez 60 minut. Wyniki poréwnano do grupy
kontrolnej.

Podczas catej procedury zwierzeta miaty zapewnione standardowe warunki takie jak: tempera-
ture, hatas i odwietlenie oraz wolny dostep do pozywienia i wody (z wyjatkiem trwania pomiaru aktyw-
nos$ci lokomotorycznej).

Wyniki: Nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic w ruchliwosci zwierzat dla dwoch
dawek magnofloryny: 10 oraz 20 mg/kg m.c. w poréwnaniu z grupg kontrolng, otrzymujgcg sl fizjolo-
giczna, co obrazuje ponizsza figura. Dawka magnofloryny (60 mg/kg m.c.) istotnie statystycznie zwiek-
szata aktywnosSc¢ lokomotoryczng myszy, zostata wiec wykluczona z dalszych eksperymentéw (Fig. 1).
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Fig. 1. Ocena aktywnosci lokomotorycznej dla trzech badanych dawek magnofloryny:
10, 20, 50 mg/kg m.c. ** p < 0,01 vs. sél; test post-hoc Tukeya

b) Ocena procesow pamieci krotko- i dtugotrwatej (procedura ogélnie akceptowana, Javadi-
-Paydara et al., 2011). Procesy kognitywne oceniano przy uzyciu testu PA. Test wykony-
wany byt w aparacie zbudowanym z potgczonych ze sobg zamykanym przejsciem dwéch
pomieszczen — o$wietlonego oraz ciemnego. Podtoga pomieszczenia ciemnego posiadata
prety przewodzace prad elektryczny o ustalonych parametrach (0,6 mA przez 2 s).

Procedura do$wiadczalna testu PA obejmowata nastepujgce sesje:

— habituacje (zaznajomienie gryzoni ze Srodowiskiem do$wiadczalnym. Zwierze umiesz-
czano w jasnym pomieszczeniu aparatu, przy zamknietych drzwiach, na okoto 30 s);
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— sesje treningowa (po uptywie czasu habituacji otwierano drzwi oddzielajgce pomieszczenie
jasne i ciemne. Wiedzione naturalnym instynktem gryzonie przechodzity do pomieszczenia
ciemnego, gdzie wyzwalany byt impuls elektryczny, odbierany przez zwierze jako negatywny
bodziec. Mierzono czas, jaki uptyngt do momentu przejécia zwierzecia z jasnego do ciem-
nego pomieszczenia (TL1);

— test wlasciwy po zakonczeniu sesji treningowej przeprowadzano test, polegajacy na po-
nownym umieszczeniu gryzonia w jasnej czesci aparatu i pomiarze czasu przejsScia myszy
do ciemnego pomieszczenia (TL2). Podczas testu wtasciwego nie wyzwalano juz impulsu
elektrycznego. Czas przebywania gryzonia w nieo$wietlonym pomieszczeniu mdgt maksy-
malnie wynosi¢ 300 s. W przypadku braku reakcji zwierzecia, test przerywano zapisujac
wynik 300 s. Test wiaSciwy przeprowadzany byt po 2 h (do oceny pamieci krotkotrwatej) lub
24 h (do oceny pamieci dtugotrwatej) po sesji treningowe;.

Zwigzki wptywajace korzystnie na procesy pamieci i uczenia sie podczas testu wiadciwego wy-
dtuzajg czas przejécia myszy z jasnego do ciemnego pomieszczenia testu PA, w odniesieniu do odpo-
wiedniej grupy kontrolnej. Natomiast substancije, ktére ostabiajg pamieé, skracajg ten czas, w odnie-
sieniu do danej grupy kontrolne;.

Podczas catej procedury zwierzeta miaty zapewnione standardowe warunki takie jak: tempera-
ture, hatas i o$wietlenie oraz wolny dostep do pozywienia i wody (z wyjatkiem trwania ses;ji treningowe;j
i testu wtasciwego).

Myszom podawano trzy dawki magnofloryny (i.p.): 10, 20 i 50 mg/kg m.c. 30 min przed rozpo-
czeciem sesji treningowej w te$cie PA. Nastepnie po 2 h (w przypadku oceny pamieci krotkotrwate))
lub po 24 h (kolejna grupa myszy do oceny pamieci dtugotrwatej) przeprowadzano test wtasciwy. Wy-
niki poréwnano do grupy kontrolnej, ktérej podano sol fizjologiczng.

Opracowanie wynikow dotyczacych procesow kognitywnych odbyto sie w oparciu o tzw. Indeks
Przej$cia (IP), ktory wyraza sie wzorem:

IP1=(TL2 - TL1)/TLA1

TL1 - czas przej$cia zwierzecia z jasnego do nieoSwietlonego pomieszczenia w trakcie trwania
sesji treningowej;

TL2 - czas przej$cia zwierzecia z jasnego do nieoSwietlonego pomieszczenia w trakcie trwania
sesji wtasciwe;j.

Wysoka warto$¢ IP po podaniu danych substancji oznacza, ze wptywajg one korzystnie na pro-
cesy formowania sie szlakow pamieciowych. Niska wartos¢ IP $Swiadczy o tym, ze badana substancja
zaburza procesy kognitywne. Wyniki sg porownywane z odpowiednimi grupami kontrolnymi.

Ocene statystyczng wynikéw przeprowadzono postugujgc sie analizg wariancji ANOVA. Pordw-
nania pomiedzy grupami dokonano wykorzystujgc test post-hoc Tukeya. Istotne statystycznie réznice
wystepowaty wtedy, gdy warto$é parametru ,p” byta mniejsza niz 0,05 (p < 0,05). Srednie wyniki z po-
szczegbinych grup przedstawiono z uwzglednieniem odchylenia standardowego (SEM).

Wyniki: Magnofloryna w dawce 20 mg/kg m.c. poprawiata procesy kognitywne pamieci krotko-
i dtugotrwatej u myszy w tescie PA, gdyz znaczgco wydtuzata czas przej$cia zwierzgt do ciemnego
pomieszczenia w trakcie trwania testu wtasciwego. Zwierzeta kojarzyly ciemne pomieszczenie z ne-
gatywnym bodzcem elektrycznym, co tlumaczy ich przedtuzony czas przebywania w jasnym pomiesz-
czeniu i nieche¢ do wejscia do pomieszczenia ciemnego.

Pojedyncza dawka alkaloidu (20 mg/kg m.c., i.p.) poprawiata funkcje kognitywne, oceniane za-
réwno tego samego dnia — po 2 h od ses;ji treningowej, ale rowniez 24 h po tescie, co potwierdzito
wptyw alkaloidu zaréwno na procesy pamieci krétko-, jak i dlugotrwatej. Dawka 10 mg/kg m.c. wyka-
zywata zblizong tendencje prokognitywng, niemniej otrzymane wyniki nie byly istotne statystycznie.
Najwyzsza z uzytych dawek magnofloryny — 50 mg/kg m.c. nie wptywata na procesy kognitywne
(Fig. 2A i 2B).
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Fig. 2. Wptyw magnofloryny na pamie¢ krétkotrwatg (A) oraz dtugotrwatg (B) w zastosowanych
dawkach 10, 20 i 50 mg/kg m.c., w poréwnaniu z grupg kontrolng (sol). * p < 0,05 vs. sol;
Test post-hoc Tukeya.

¢) Ocena wplywu magnofloryny na upo$ledzenie proceséw formowania sie szlakéw pamieci krot-
kotrwatej i dlugotrwatej indukowane jednorazowym podaniem skopolaminy (1 mg/kg m.c., i.p.)
— 0golnie akceptowany model amnestyczny (Javadi-Paydara et al., 2011).

Ocene powyzszych dziatan prowadzono przy zastosowaniu testu PA wedtug procedury opisane;j
w punkcie (b), opartej na habituaciji, sesji treningowe;j i teScie wtasciwym.

Magnofloryne (1020 mg/kg, i.p.) podawano 15 min przed iniekcjg skopolaminy (1 mg/kg m.c., i.p.)
lub w przypadku grupy kontrolnej: sél fizjologiczng — przed iniekcjg skopolaminy (1 mg/kg m.c., i.p.). Po
15 min od ostatniej iniekcji przeprowadzono sesje treningowg testu PA, a 24 h po sesji treningowej wy-
konano test wiasciwy, wedtug analogicznego schematu jak w punkcie (b).

Skopolamina jest jednym z cze$ciej uzywanym w farmakologii behawioralnej zwierzecym mode-
lem amnestycznym. Blokujac cholinergiczne receptory muskarynowe powoduje upos$ledzenie transmisji
cholinergicznej, a przez to spadek proceséw kognitywnych. Zastosowanie skopolaminy w przestawio-
nych badaniach miato na celu upo$ledzenie pamieci u zwierzgt, by moc oceni¢ wptyw magnofloryny na
indukowane skopolaming dysfunkcje pamieci.
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Magnofloryna w przeprowadzonych badaniach odwracata zaburzenia pamieci dtugotrwatej in-
dukowane skopolaming (Fig. 3), zaréwno w dawce 10 mg/kg m.c. oraz 20 mg/kg m.c., w poréwnaniu
do skopolaminowej grupy kontrolnej. Niniejsze wyniki Swiadczg o wiasciwosciach przeciwamnestycz-
nych alkaloidu izochinolinowego, czyli zdolnoSci do odwracania dziatania upos$ledzajacego pamiec,
wywotanego skopolaming.
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Fig. 3. Wyniki oceny wptywu magnofloryny w dawkach 10 i 20 mg/kg m.c. na skopolaminowe
(1 mg/kg m.c,) uposledzenie procesow pamieci dtugotrwatej. Wyniki poréwnywano do grupy kontrol-
nej, ktéra otrzymywata jednorazowg iniekcje skopolaminy (1 mg/kg m.c.) poprzedzong iniekcjg
soli fizjologicznej. * p < 0,05 vs. sol; * p < 0,05 vs. sol/scop (1 mg/kg); test post-hoc Tukeya

Zbadane w testach in vivo na myszach wtasciwo$ci farmakologiczne magnofloryny podawane;j
w dawce 20 mg/kg m.c. potwierdzajg mozliwos¢ jej stosowania jako leku prokognitywnego w wielu cho-
robach przebiegajgcych z deficytami pamieci, jak choroby otepienne, np. choroba Alzheimera. Udowod-
niono, ze magnofloryna wptywa korzystnie na procesy pamieci krotkotrwatej oraz dtugotrwatej, jak row-
niez odwraca amnestyczne dziatanie skopolaminy, silnego leku zaburzajgcego pamiec¢. Wybrane do
badan dwie dawki (10 oraz 20 mg/kg m.c.) nie wywieraty wptywu na aktywnos¢ lokomotoryczng myszy,
co moze Swiadczy¢ o dobrej tolerancji alkaloidu w tak dobranych dawkach.

Otrzymane wyniki pozwalajg potwierdzi¢ efekt) prokognitywne magnofloryny i kwalifikowaé jg do
dalszych badan farmakologicznych.

Biorgc pod uwage oceniany wczesniej wptyw magnofloryny na poziom ACh (Kukula-Koch, Mro-
czek, 2015), jak i obecne badania na poziomie behawioralnym, mozna sugerowa¢ o duzym wptywie
tego zwigzku na transmisje cholinergiczng i zwigzane z ty m procesy kognitywne. By¢ moze magnoflo-
ryna stanie sie nowym punktem terapii wielu choréb przebiegajgcych z uposledzeniem pamieci, zwtasz-
cza tych, w ktore zaangazowane sg szlaki cholinergiezne, jak np. AD.

Zastrzezenie patentowe

1. Magnofloryna do zastosowania w profilaktyce i leczeniu upo$ledzenia lub zaburzenia pamieci.



