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. PARTEA GENERALA

Stadiul actual al cunoasterii

Boala Alzheimer este o afectiune neurodegenerativa, fiind in principal caracterizata
de evolutia progresiva a tulburarilor cognitive/mnezice si a unui declin al capacitatii de a
desfasura activitatile zilnice [1]. Boala Alzheimer are un impact semnificativ la nivel
mondial, prevalenta bolii Alzheimer crescand odata cu varsta, majoritatea cazurilor fiind
diagnosticate la persoanele cu varsta de peste 65 de ani [2],[3]. Povara pe care o reprezinta
boala Alzheimer este semnificativa si complexa. Aceasta afecteaza nu numai sdnatatea si
bundstarea persoanelor diagnosticate, ci si 0 povara economicd substantiald pentru sistemele
de sanatate, familie si societate [3]. Privind imaginea de ansamblu din jurul acestei patologii,
eforturile de cercetare s-au concentrat pe intelegerea mecanismelor patogenice, in vederea
dezvoltarii unor tratamente eficiente dar si pe identificarea unor modalitati de diagnostic
precoce (in stadiu preclinic) cu scopul de a preveni sau de a intarzia aparitia
simptomatologiei specifice. Depistarea si interventia timpurie sunt esentiale pentru

imbunatatirea prognosticului si a calitatii vietii persoanelor cu boala Alzheimer.

De-a lungul timpului, mecanismele patogenice ale bolii Alzheimer au fost extensiv cercetate
fiind formulate multiple ipoteze, cele mai cunoscute fiind ipoteza amiloidului si tau [4],[5].
Recent, a fost adusa in atentie ipoteza neuroinflamatiei ca potential mecanism implicat in

initierea si progresia bolii Alzheimer [4].

Ipoteza neuroinflamatiei in boala Alzheimer [6] include cateva aspecte cheie enumerate

mai jos:

- Microglia se activeaza in prezenta beta-amiloidului si genereaza eliberarea de
molecule pro-inflamatorii (citokine, chemokine) si mentine astfel stresul oxidativ
[7], [8].

- Eliberarea cronica de molecule pro-inflamatorii la nivel cerebral produce
deteriorarea neuronilor si secundar disfunctie sinaptica, elemente esentiale pentru
mentinerea unei functii cognitive normale [9], [10].

- Bariera hemato-encefalica in boala Alzheimer este afectata. Astfel fiind permis
accesul mai facil al celulelor imune si moleculelor inflamatorii la nivelul

creierului, potentand efectele locale mentionate mai sus [11].
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Cercetdrile in domeniul neuroinflamatiei sugereaza un nou posibil jucdtor important
in procesele legate de absorbtia si acumularea de beta-amiloid, initierea si mentinerea

neuroinflamatiei si disfunctie neurovasculara, acesta fiind receptorul scavenger CD36 [12].

CD36, este o proteina transmembranara care joacd un rol fundamental in absorbtia
celulelor a acizilor grasi cu lant lung si a lipoproteinelor oxidate cu densitate scazuta
(oxLDL), precum si in legarea fibrilelor hidrofobe amiloide gésite in creierul afectat de boala
Alzheimer [11][13]. De asemenea, s-a observat ca CD36 influenteaza profilul inflamator al
microgliei umane si de soarece, sugerand o posibila interactiune cu cascada neuroinflamatiei.
CD36 a fost corelat cu deteriorarea cognitiva la soarecii in varstd, unde s-a demonstrat ca
inflamatia periferica poate induce o neuroinflamatie legata de varsta si poate creste nivelurile
de CD36 in hipocampul soarecilor [14]. De asemenea, s-a constatat ca CD36 promoveaza
depunerea de amiloid in vasele de sange, conducand la leziuni vasculare cerebrale, disfunctie

neurovasculard si deficite cognitive [11].

Studiile patogenezei bolii Alzheimer, au ardtat in mod repetat faptul cd microgliile
activate au un rol principal in initierea cdii pro-inflamatorii cat si importanta receptorului
CD36 in activarea microgliilor. Insi rolul astrocitului in initierea unui raspuns pro-
inflamator in contextul acumuldrii beta-amiloidului via CD36 nu a fost explorat. Desi
astrocitele nu exprima CD36 in conditii bazale, S-a observat ca acestea pot produce citokine
ca raspuns la tratamentele cu acizi grasi. Cateva studii anterioare au punctat rolul
receptorului CD36 in procesele de autofagie si fagocitoza ale microgliei si astrocitului,

sugerand posibila implicare a sa in eliminarea beta-amiloidului Tn boala Alzheimer [15].

De asemenea, este cunoscut faptul ca acizii grasi cu lant lung, (saturati si nesaturati)
interactioneaza cu numerosi factori de transcriere, inclusiv cu receptorii de activare a

proliferarii peroxizomilor (PPAR) si NF-kB, declansand reactii inflamatorii [16] [17] [18].

Totusi, S-a observat ca Tn concentratii Crescute acizii grasi saturati, in special acidul
palmitic, determina productia de citokine pro-inflamatorii Tn culturile de celule astrocitare,
intr-o maniera dependenta de doza [19] [20] [21]. De asemenea, in unele studii este aratat ca
acidul palmitic prezintd un rol Tn progresia bolii, deoarece promoveaza inflamatia si
neurodegenerarea secundara [22]. Tn ceea ce priveste efectele acidului oleic, studiile nu au

Tnregistrat efect pro-inflamator dependent de doza. [23].

Ce-a de-a doua parte experimentald a urmarit efectele cognitive in relatie cu modularea

receptorului CD36. Exista studii care au aratat ca activarea CD36 a avut efecte pozitive
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asupra cognitiei, in teste efectuate pe model murin cu AD [24],[25]. Tn schimb, s-a observat
ca deficienta CD36 reduce inflamatia indusa de macrofage [26]. Prin urmare, CD36 a fost
analizat ca o posibila tinta terapeutica in patologia Alzheimer [27]. Cu toate ca a fost vizat
n cateva studii, nu a fost raportata o concluzie certa legata de rolul pe care CD36 1l are in
modularea cognitiva la soareci. Conform datelor publicate intr-un singur experiment, s-a
observat cd soarecii CD36 KO prezintd un comportament de tip anxios [28]. Studiul
literaturii privind comportamentul cognitiv la soarecii CD36KO a identificat putine studii

iar majoritatea s-au focusat pe testarea memoriei de scurta durata.

Intelegerea  conexiunii complexe dintre acizii grasi, neuroinflamatie,
neurodegenerare si rolul proteinelor CD36 este esentiald pentru dezvoltarea unor strategii
terapeutice noi 1n tratarea tulburarilor neurodegenerative. Prin dezvaluirea mecanismelor
subiacente proceselor de neuroinflamatie reglementate de CD36, perspectivele de viitor
tintesc noi molecule terapeutice, cu scopul de a reduce nivelul de neuroinflamatie si a
mentine integritatea neuronala. Aceasta lucrare de doctorat isi propune sa aduca o contributie
semnificativd in aceastd zond emergenta a studiilor privind neurodegenerarea, prin
examinarea detaliatd a rolului anumitor acizi grasi in procesele inflamatorii cu originea la
nivelul astrocitelor si prin analizarea consecintelor neurocognitive la soarecii cu deficienta
proteinei CD36 (CD36 Knockout), conform detaliilor prezentate in sectiunea dedicata

contributiilor originale.

Activitatea de cercetare a fost desfasurata in cadrul Institutul National De Cercetare-
Dezvoltare In Domeniul Patologiei si Stiintelor Biomedicale ,,Victor Babes” Bucuresti,
Laboratorul de Biochimie- Proteomica. De asemenea, activitatea de cercetare si publicare a
rezultatelor obtinute a fost in parte sustinuta de proiectul Net4SCIENCE: Retea de cercetare
doctorald si postdoctorald aplicativa in domeniile de specializare inteligentd Sandtate si
Bioeconomie Contract de finantare POCU/993/6/13/154722, Programul 1: Imbunitatirea
Sistemului National de Cercetare-Dezvoltare, Subprogramul 1.2: Excelenta institutionala -
Finantarea proiectelor de excelentd in CDI, Contract nr. 7PFE/16.10.2018, si Programul de
baza PN I1N/2019 19.29.01.02, PN 19.29.01.04 (Program de baza), COP A 1.2.3., grant ID:
P_40 197/2016, Programul 1, imbunitatirea Sistemului National de Cercetare-Dezvoltare,
Subprogramul 1.2, Excelenta Institutionald, Finantarea proiectelor de excelenta in CDI,

Contract nr. 31PFE/30.12.2021



1. CONTRIBUTII PERSONALE

Ipoteze de lucru

La baza tezei de doctorat au stat urmatoarele ipoteze:

1) Receptorul membramar CD36 participa la inducerea neuroinflamatiei prin

mecanisme dependente de astrocite.

2) Acizii grasi prezintd un rol important Tn modularea neuroinflamatiei in boala

Alzheimer, fiind vizat indeosebi rolul CD36 in medierea acestor efecte.

3) Receptorul CD36 este implicat in modularea proceselor cognitiv-comportamentale

n patologia Alzheimer.

Obiectivele generale ale experimentelor

Obiectivul principal al tezei mele de doctorat a fost investigarea implicarii
receptorului scavanger CD36 in procesele neuroinflamatorii asociate neurodegenerarii cat

st rolul acestuia in modularea proceselor neurocognitive.

Obiectivele de etapi au fost urmatoarele:

1) Evaluarea captarii acizilor grasi (acid oleic si acid palmitic) la nivelul astrocitelor
umane ( NHA).

2) Evaluarea efectului anti-inflamator al acizilor grasi asupra culturilor celulare
(astrocite umane).

3) Evaluarea comparativa a distributiei cerebrale a APP in douda modele murine de
neuroinflamatie diferite ( NRF2 ko si CD36 ko).

4) Alegerea a doua modele in vivo pentru studiul efectelor neuroinflamatorii asupra
cognitiei si comportamentului.

5) Evaluarea efectului neuroinflamator asupra capacitatii de invatare, utilizand doud
modele de soareci transgenici ( CD36 ko si NRF2 ko).

6) Evaluarea efectului neuroinflamator asupra moduldrii comportamentului anxios,

utilizdnd doud modele de soareci transgenici ( CD36 ko si NRF2 ko).



STUDIUL 1 - Evaluarea efectului CD36 asupra raspunsului inflamator
al astrocitelor

Materiale si metoda

Primul experiment a avut ca obiectiv evaluarea acumularii acizilor grasi (acid oleic si
acid palmitic) la nivelul culturilor astrocitare umane (NHA). Prin urmare, au fost folosite
culturi celulare de tip glial ( astrocite umane normale, Lonza) crescute in mediu de cultura
de tip Mediu bazal ABM (CC-3187) suplimentat cu AGM SingleQuotsTM Supplements
(CC-4123) si mentinute intr-un incubator de culturi celulare (5% CO2, 37 °C). Din acestea
au fost insamantate 1n placi cu cate 6 godeuri cate 5 000 de celule/cm2 timp de 1 sdptimana,
cu schimbarea periodica a mediului.

Metodologia experimentala a presupus tratamentul culturilor de astrocite cu acizi grasi
nesaturati, fiind ales Tn acest scop acidul oleic (OA) cat si cu acizi grasi saturati precum
acidul palmitic (PA). Tn urma analizei literaturii de specialitate si efectudrii unor probe
experimentale, s-a optat in final pentru tratarea cultutrilor celulare cu OA n concentratie de
40 pM si PA in concentrtie de 20 pM. Am dorit sa evaluez si efectul SSO in culturile
studiate, optand astfel pentru un pre-tratatament cu SSO 20 uM timp de 10 minute, ulterior
continuandu-se cu protocolul de tratare cu acizii grasi mentionat anterior. SSO este cunoscut

ca un inhibitor al absorbtiei de acizi grasi cu rol Tn reducerea inflamatiei.

Probele control ale experimentului au fost incubate cu vehicul (mediu suplimentat cu
0,07% etanol).

Mentinerea culturilor celulare a presupus pasajul acestora, la fiecare 4 zile, conform
protocoalelor mentionate in extenso in teza de doctorat.

In vederea cuantificarii efectului inflamator al acizilor grasi asupra culturilor

astrocitare am folosit urmatoarele materiale si metode.
Luminex

Din culturile celulare cu astrocite tratate cu acid oleic, acid palmitic si pretratate cu
SSO s-au recoltat cate 100 pL supernatant Tn timpul 0 (inaintea adaugarii acizilor grasi),

urmand a fi recoltat supernatantul la 1 ora, 2 ore, 4 ore, 6 ore, 24 de ore si 7 zile.



Din supernatantul recoltat, prin metoda Luminex au fost detectati si cuantificati
markeri inflamatori (MIP-1a, IL-8, IL-10, IL-1b, IL4, IL-6, TNFa) folosind kit-ul Multiplex
Magnetic Luminex Assay Human Premixed Multi-Analyte (R&D Systems, Minneapolis,
MN, SUA si platforma Luminex®200TM (Luminex Corp, Austin, TX 78727, SUA) pentru
achizitia datelor experimentale. Pentru analiza datelor am folosit software-ului XxPONENT

4.2; curbele de calibrare au fost generate cu o ajustare logistica cu 5 parametri.
Videomicroscopie BioStation

Pentru monitorizarea culturilor astrocitare tratate cu acizi grasi, in timp real, am utilizat
sistemul BioStation IM ( Nikon, Japonia) si software-ul NikonNIS Elements pentru achizitia
imaginilor n timp real.

Cu acest scop, am numarat si impartit 10 000 de celule in 4 flask-uri cu 4 camere
(80416, Ibidi) si au fost lasate la incubat peste noapte. Acestea au fost tratate Tn prealabil cu
doud concentratii diferite de SSO (20 si 10 uM) pentru o duratd de 10 minute. Dupa
tratament, mediul cu SSO a fost inlocuit cu vehicul (mediu) sau OA 40 uM. Pentru a obtine
imaginile necesare a fost utilizat Nikon Biostation setat pentru achizitie la fiecare 15 minute,
iar zona nuda a fost evaluata cu software-ul NiS Elements BR.

ELISA

O alta etapa experimentald a avut in vedere masurarea IL-6 folosind in acest scop
testele cantitative comerciale Legend Max (BioLegend, San Diego, CA, SUA).
Experimentul a constat in tratarea culturilor NHA cu 0,2 pM beta-amiloid 1-42 si pre-
incubate timp de 48 h la 37 °C pentru constituirea fibrilelor. A fost prelevat supernatant
celular la 4 si 24 de ore. Din supernatantul recoltat a fost determinata cantitativ IL-6 cu
scopul de a urmiri capacitatea astrocitelor de a produce un raspuns pro-inflamator. Tn placi
am adaugat supernatant de cultura celulara (50 pL), recoltat din probe tratate la timpi diferiti
si am incubat la temperatura camerei, timp de 2 h, cu agitare la 200 rpm. Ulterior am urmat

protocolul ELISA n conformitate cu specificatiile producatorului.

Coloratie OILRED

Pentru a pune 1n evidenta picaturile lipidice de la nivelul astrcitelor cultivate si tratate
cu acizi grasi am folosit tehnica de colorare Oil Red. Dupa cum este expus in extenso in teza
aceasta tehnica implica colorarea structurilor bogate in lipide cu colorantul Oil Red rezultand

0 coloratie rosie.



Analiza statistica

Analiza statistica a datelor a fost efectuatd folosind GraphPad v7 (ANOVA cu o
singura cale, comparatie multipla Dunnett) datele fiind comparate cu controlul. (* p < 0,05,
**p<0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001).

Rezultate

1. Astrocitele au capacitatea de asimilare a acizilor grasi saturati, cat si
nesaturati, Pre-tratamentul cu SSO nu influenteaza acest efect.

Cunoscand ca SSO este un blocant al absorbtiei acizilor grasi, am dorit sa testez daca
SSO ar afecta astrocitele umane in cultura celulara astrocitara tratatd cu SSO si acizi grasi (
oleic si palmitic). Observatia extrasa este cd in timp ce SSO afecteaza proliferarea celulara,

prezenta acizilor grasi saturati, cat si cei nesaturati impiedica acest efect.

2. Tn prezenta acidului oleic, tratamentul pe termen scurt cu SSO nu afecteazi

viabilitatea astrocitelor pe termen lung.

Observatia extrasa in urma experimentului este cd mobilitatea sau viabilitatea
astrocitelor nu a variat semnificativ intre conditiile testate (culturi NHA timp de 10 minute-
cu SSO, in douad concentratii diferite (10 si 20 uM) si ulterior substituirea mediului cu
indroducerea OA 1in concentratie de 40 uM, pentru toate situatiile testate). Rezultatele
obtinute sustin cd o concentratia mai mica de SSO determina 0 acoperire mai mare a

suprafetei. Acest efet poate fi justificat de un numar usor mai mare de diviziuni.

Rezultatele experimentale aratd o progresie a proliferdrii celulare semnificativa
statistic pentru situatiile testate la concentratia de SSO de 5 uM (p<0.1) respectiv de 10 uM
(p <0,001).

3. Astrocitele sunt capabile si produci citokine pro-inflamatorii in cultura

celulara, iar sinteza acestora este redusa de tratamentul cu SSO

Conform premizei de la care am pornit, culturile astrocitare tratate cu beta-amiloid 1-
42 au indus formarea IL-6 la 24 h, o valoare semnificativ statistic mai mare fata de control

(p <0,01). Acest efect a fost diminuat de tratamentul cu SSO.

Urmatorul pas experimental a vizat investigarea productiei altor citokine pro-
inflamatorii (IL-1b, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNFa, MIP1a) in supernatantul recoltat, cu atat
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mai mult fiind motivata de efectul observat al SSO, de diminuare a productiei de citokine in
toate conditiile testate. Tn ciuda utilizarii unui panel extins de markeri inflamatori, 1L-6 si
IL-8 au printre singurele citokine detectate in supernatantul de cultura a celulelor NHA. Este
important de mentionat ca secretia acestor citokine a urmat un pattern diferit de secretie

raportat la timp.
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STUDIUL 2- Evaluarea impactului CD36 asupra functiei cognitive

Materiale si metoda

Cu scopul testarii comportamentale si cognitive am folosit doua tulpini transgenice de
soareci CD36-/- (B6.129S1-Cd36tm1Mfe/J) si NRF2-/- la varste diferite. Soarecii C57BL/6
de genotipuri Nrf2-/- si Nrf2+/+ au fost create de la animale provenite din laboratorul Prof.
A. Cuadrado, Universidad Autonoma de Madrid iar soarecii CD36 -/- au fost achizitionati

de la Jackson Laboratoires US.

Soarecii de varsta adulta au fost testati folosind testul in camp deschis si testul de
recunoastere a obiectelor noi. In ccea ce priveste loturile de soarecii varstnici, acestea au fost
testate folosind testul labirintusui radial cu 8 brate pentru a analiza comportamentul anxios
si disfunctia memoriei. Soarecii au fost gazduiti in mod diferentiat de gen si model
transgenic, in custi simple in cadrul unui ciclu normal de 12 h lumina/intuneric, temperatura

si umiditate constante, cu acces ad libitum la hrana si apa.

Studiile au fost efectuate in conformitate cu liniile directoare ale Directivei europene

2010/63/UE si aprobate de Autoritatea Nationala pentru Cercetare Veterinara din Romania,

autorizatia nr. 588/13.01.2022 si, respectiv, nr. 385/09.02.2018.

Protocolul testirii in cAmp deschis (Open Field)

Protocolul experimental a constat in aclimatizarea aclimatizate tuturor animalelor timp
de 30 de minute n sala de testare in custile lor pentru a minimiza stresul. Fiecare animal a
fost plasat in mijlocul arenei si i s-a permis sa exploreze timp de 5 minute. Folosind software-
ul de urmarire video Smart 3.0 am inregistrat traiectoria in zona centrala fata de periferia

zampului de testare.

Protocolul testului de recunoastere a obiectelor noi (NOR)

Protocolul pentru testarea obiectelor noi s-a desfasurat pe parcursul a 3 zile
consecutive:
- In prima zi, fiecare animal a fost plasat in centrul arenei goale si i S-a permis sa

exploreze timp de 5 minute.
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- n cea de-a doua zi, soarecii au fost plasati timp de 5 minute in arena si li s-a

oferit sa exploreze 2 obiecte similare plasate in colturi diametral opuse;

- 1n a 3-a zi, unul dintre obiecte a fost schimbat cu unul nou ( forma si culoare
diferitd) si fiecarui soarece i s-a permis sa exploreze timp de 5 minute atat

obiectul vechi, cat si cel nou.

Mentionez ca acest experiment nu a preSupus privarea de hrand a aminalelor.
Comportamentul animalelor a fost testat cu ajutorul programului SMART 3.0 de

urmarire video
Protocolul de testare cu labirintul radial
Experimentul cu labirintul radial a presupus trei etape:

- faza de acomodare — fiecare animal a fost plasat timp de 5 minute pe platforma
centrala a labirintului, cu toate bratele inchise; faza s-a derulat timp de 5 zile
succesive

- faza de antrenament in doua etape - in primele 7 zile, fiecare soarece a fost plasat
in platforma centrala, avand acces liber doar la 3 brate cu momeald, timp de 5
minute. In urmatoarele 14 zile, soarecii au avut acces deplin la toate cele 8 brate,
dintre care aceleasi 3 au fost momite cu hrand; aceasta faza s-a derulat pe
parcursul a 21 de zile.

- faza finald de testare - a presupus ca fiecare soarece sa fie plasat pe platforma
centrald cu toate bratele deschise; aceasta faza derulandu-se pe parcursula trei
zile consecutive
Comportamentul animalelor a fost Tnregistrat cu ajutorul MazeSoft8, pentru a
evalua erorile de memorie si a software-ului SMART 3.0 de urmarire video

pentru analiza traseelor, a vitezei si a distantei.

Experimentul a presupus privarea de hrana pe o perioada de 12 ore anterior testarii,

pentru a creste motivatia si performanta.

Analiza statistica.
Baza de date a fost obtinutd folosind atdt generarea automatd a rezultatelor in
programul SMART cat si utilizdnd baza de date Excel. Analiza statistica a fosrt realizata

folosind urmatoarele soft-uri Prism7 (GraphPad Software 9.1.0) cu functiile OneWay
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ANOVA si testul t Student. Datele sunt exprimate ca medie £ SD. Grupurile au fost
considerate semnificativ diferite atunci cand P < 0,05 (*P < 0,05, **P < 0,01).

Rezultate

1) Rezultatele testului Tn cdmp deschis

Rezultatele obtinute in ceea ce priveste distanta totald, distanta in centru si viteza de
deplasare a grupului grupul NRF2-/- au fost semnificativ statistic mai mari comparativ cu
grupul de control, fiind interpretate aceste rezultate ca un comportament anxios, hiperactiv
al soarecilor NRF2-/-. La grupul CD36-/- am obtinut o distanta si un timp petrecut in centru
usor mai mari comparativ cu grupul control dar fara a atinge semnificatia statistica. Viteza

de deplasare si distanta totala au fost similare la testarea ambelor grupuri control si CD36-/-

2) Rezultatele testului de recunoastere a obiectelor noi (NOR)

Testul de recunoasterea obiectelor noi evidentiaza un comportament opus al celor doud
modele animale. Tn timp ce animalele NRF2-/- sunt mai interesate de exploatarea obiectului
nou, cele CD36-/- il evita, iar acest comportament de evitare este chiar mai accentuat decat

la grupul control.

3) Rezultatele testului cu labirintul radial cu 8 brate

Am testat si inregistrat distanta si viteza maxima parcurse in labirintul radial initial la
inceputul testarii (zilele 2-4) si pe termen mediu (zilele 5-14). Atat subiectii grupului CD36-
/- cat si cei din grupul NRF2-/- au efectuat erori, toate bratele fiind vizitate Tnainte de
expirarea perioadei de testare, totusi grupul NRF2 -/- a avut mai putine erori de memorie pe

termen lung.

Tn urma analizei datelor experimentale s-a observant o oarecare protectie cognitivi (
in ceea ce priveste tulburarile de memorie produse de imbatranire) la soarecii CD36-/.

Blocarea NRF2 nu a inregistrat modificari ale abilitatilor cognitive fata de grupul de control.

In cele din urma, am dorit sd cercetdim dacd imbatranirea este o variabila importanta

in ceea ce priveste evolutia comportamentului si a capacitatii de memorare pentru grupurile
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knockout alese. Tn acest sens am analizat la soarecii KO in varsta distanta si viteza n
deplasare, comparativ cu lotul control. Am evaluat, de asemenea, atét erorile de memorie de
lucru pentru evaluarea memoriei recente, cat si erorile de memorie de referinta pentru

memoria pe termen lung.

Am observat o scadere a comportamentului de explorare al NRF2-/- dependent de
varsta. Distanta parcursa a fost mai micd decat la WT, in timp ce viteza maxima a fost
comparabild cu cea de control, dar fard a se inregistra dificultiti ale memoriei. Tn ceea ce
priveste performantele grupului CD36-/-, nu s-au observat diferente semnificative in
comparatie cu controlul. Totusi este posibil ca deficienta de CD36 la animalele in varsta

oferd o anumita protectie impotriva deteriorarii memoriei.

Rezultate asemanatoare ale ambelor grupuri au fost obiectivate si in ceea ce priveste
distanta parcursa si viteza maxima. Referitor la producerea erorilor de memorie de referinta,
CD36 -/- a avut rezultate usor mai bune, dar fara ca diferentele sa fie semnificative statistic.
Nu au fost observate modificari semnificative statistic ale grupului NRF2 legate de distanta,

viteza maxima sau erorile de invatare.
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Concluzii si perspective de viitor

1) Astrocitele sunt capabile sd capteze atat acizi grasi saturati (acid palmitic), cat si
nesaturati (acid oleic). Captarea acizilor grasi nu este afectata de pre-tratamentul cu SSO,
care inhiba specific abilitatea CD36 de a lega acesti liganzi. Acest rezultat indica faptul ca
astrocitele se bazeaza si pe alti transportori membranari pentru activitatea de translocare a

AG.

2) Astrocitele sunt capabile sa produca citokine pro-inflamatorii in cultura celulara, iar

sinteza acestora este redusa de tratamentul cu SSO

3) In cantitati mici, acidul oleic are efect stimulant si determina eliberarea timpurie de

IL-8.
4) APP a avut o expresie cerebrald predominant vasculard la modelul murin CD36ko

5) Eliminarea protectiei impotriva stresului oxidativ prin deficienta NRF2 influenteaza

comportamentul de tip anxietate, observat de-a lungul timpului la animalele tinere.

6) Imbunitatirea protectiei impotriva neuroinflamatiei prin blocarea receptorului
CD36 are potential efect favorabil, observand o oarecare protectie cognitiva (in ceea ce

priveste tulburdrile de memorie produse de imbatranire) la soarecii CD36-/.
7) Deficienta NRF2 nu a avut impact asupra abilitatilor cognitive.
Pe baza acestor concluzii, propun urmatoarele directii de cercetare:

- aprofundarea studiului rolului astrocitelor in neuroinflamatie prin generarea unei

linii celulare astrocitare CD36+ (de exemplu prin transfectie sau editare genica)

- evaluarea implicatilor disfunctiei neurovasculare in amiloidogeneza prin studiul
astrocitelor CD36+ si relatiei cu ceilalti participanti ai barierei hemato-encefalice pe

organoizi cerebrali
- evaluarea mai amanuntita a angiopatiei amiloide cerebrale (AAC) la soarecii

CD36-/- si implicarea acestuia in preventia si prognosticul hemoragiilor cerebrale

secundare AAC
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- continuarea studiului referitor la abilitatile cognitive ale soarecilor batrani CD36-/-
prin cresterea lotului testat si includerea si a unui lot de femele (avand in vedere impactul

binecunoscut al diferentelor hormonale)
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