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Lista cu abrevieri si simboluri

APP - proteina precursoare a amiloidului
AP —amiloid beta

BA — boala Alzheimer

BHE — bariera hematoencefalica

HHV-6 - virusul herpetic uman tip 6
HSV - virusul herpes simplex

LCR - lichid cefalorahidian

SNC — sistem nervos central

Introducere

Bolile neurodegenerative reprezintd un domeniu important al neurologiei secolului
XXI, fiind caracterizate printr-o incidenta in continua crestere si un interes sporit din partea
cercetatorilor, dovada numarul mare de studii stiintifice din ultimii ani. Boala Alzheimer
(BA), cea mai frecventd patologie neurodegenerativa la nivel mondial, este un exemplu
relevant pentru provocarile pe care bolile neurodegenerative le aduc medicului neurolog.
Astfel, in ciuda numeroaselor cercetari efectuate pana in prezent, raman in continuare multe
elemente necunoscute privind etiologia si fiziopatologia bolii, precum si dificultatea
depistarii precoce si absenta unui tratament curativ al bolii.

Inexistenta unui tratament eficient care sd opreasca (sau chiar sa inverseze) procesul
de neurodegenerare se datoreazd in principal cunoasterii insuficiente a mecanismelor
celulare si moleculare implicate in aparitia si evolutia patologiilor neurodegenerative.
Pornind de la exemplul bolii Alzheimer, care a fost descrisa initial in 1906, chiar si dupa 100
de ani de cercetiri exhaustive, ipotezele vehiculate riman incomplete. In prezent, cercetrile
se axeaza pe cateva directii, cele mai importante fiind reprezentate de acumularea patologica
de amiloid beta, impactul stresului oxidativ asupra neuronilor si neuroinflamatia cronica.
Totusi, dezvoltarea de terapii care sa contracareze aceste mecanisme patologice nu au avut
efectul asteptat, respectiv ameliorarea semnificativa a simptomatologiei, reducerea injuriei
cerebrale sau cresterea sperantei de viata a pacientului. In acest sens, pentru intelegerea mai
bund a BA, este necesara o alta abordare 1n cercetarea fundamentala, care sa se bazeze initial
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pe reinterpretarea unor teorii intens dezbatute (precum ipoteza amiloidului), iar ulterior, pe
asamblarea informatiilor teoretice heterogene intr-un tablou fiziopatologic unitar.
Amiloidul beta (AP), un peptid rezultat in urma clivarii patologice a proteinei
precursoare a amiloidului (APP), desi descris initial Tn urma cu mai multe decenii la nivelul
creierului pacientilor cu BA, rdmane in prezent unul dintre biomarkerii esentiali in
diagnosticul acestei patologii. Mai mult, in ultimii ani, AP a devenit si o veritabila tinta
terapeutica pentru BA, dar si alte boli neurodegenerative, cu aparitia foarte recenta a unor
anticorpi monoclonali Indreptati impotriva acestei molecule, cu potential efect benefic
pentru pacienti. AP joacad un rol primordial in fiziopatologia BA, toxicitatea diferitelor forme
de AP regasit la nivel cerebral fiind legatd de restul proceselor distructive (inflamatie
cronica, stres oxidativ, acumularea altor proteine cu rol patologic, apoptoza neuronald)
intalnite Tn sistemul nervos central (SNC) afectat de neurodegenerare. Conform ultimelor
cercetari, AP pare a avea multiple roluri si in conditii fiziologice, tintirea acestei molecule

inca din stadii preclinice de BA devenind o posibild optiune terapeutica si de preventie.

l. Stadiul actual al cunoasterii

Capitolul 1: Consideratii preliminare despre neurodegenerare si bolile
neurodegenerative. Boala Alzheimer

1.1. Neurodegenerarea in contextul bolilor neurodegenerative

Bolile neurodegenerative reprezintd un grup heterogen de patologii neurologice care
afecteaza de reguld populatia varstnica. Cea mai frecventd patologie neurodegenerativa este
boala Alzheimer (BA) care, conform celor mai recente date epidemiologice, afecteaza in
prezent peste 6 milioane de americani cu varsta peste 65 de ani (Alzheimer’s Association,
2021). In prezent, nu se cunoaste cu exactitate etiologia BA, fiind observati doar cativa
factori de risc asociati neurodegenerarii (Hu & Octave, 2019). In plus, tratamentele
disponibile la acest moment sunt majoritar terapii simptomatice, care au efecte limitate
asupra ameliorarii tabloului clinic, dar nu reusesc oprirea evolutiei bolii (Wareham et al.,
2022).

Procesul central care determind aparitia BA, precum si al celorlalte patologii
neurodegenerative, este neurodegenerarea. Acest proces care afecteaza sistemul nervos
central (SNC-ul) se caracterizeaza prin intreruperea conectivitatii dintre neuronii localizati
in diferite arii cerebrale, prin degradarea progresiva a sinapselor interneuronale si a axonilor,
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culminand cu pierdere neuronala extinsd (Jellinger, 2010). Consecinta clinicd a acestui
fenomen este reprezentatd de afectarea a numeroase procese cognitive, senzoriale si motorii,
incluzand in principal limbajul, memoria, motilitatea, vederea si auzul (Taipa et al., 2022).
Se explica astfel tabloul clinic regasit la pacientii cu BA, la care memoria, limbajul si atentia
sunt afectate predominant. Totusi, si alte disfunctii cognitive precum agnozia sau apraxia
pot fi intalnite.

Desi neurodegenerarea are in centru moartea neuronilor, acest fenomen nu ar fi posibil
fara prezenta unor factori declansatori, unor factori sustinatori si, nu in ultimul rand, prin
afectarea concomitenti a altor celule de la nivelul SNC (Valori et al., 2021). Tn plus, conform
cercetarilor recente, neurodegenerarea de la nivelul SNC ar fi si rezultatul unor dezechilibre
la nivelul sistemului nervos periferic (Ma et al., 2021) si al sistemului imun care actioneaza

in periferie (Zang et al., 2022).

1.2.Factorii de risc in bolile neurodegenerative

Studiile multiple efectuate Tn ultimele decade au evidentiat factori genetici si factori
de mediu care cresc predispozitia pentru aparitia bolilor neurodegenerative (Wang et al.,
2021). Pentru identificarea genelor care conferd un risc crescut de a aparitic a BA au fost
necesare studii de secventiere a genomului uman. Aceste cercetari au evidentiat cdi
moleculare comune asociate unor gene, cum ar fi APOE4 sau CLU, care codifica
apolipoproteina E si apolipoproteina J (numita si clusterind) (An et al., 2021). APOE4 este
un factor de risc intens studiat pentru BA, care moduleaza mecanisme diverse ce implica
agregarea patologicad a proteinelor, sustinerea inflamatiei si a neurodegenerarii (Husain et
al., 2021). Alte gene care sufera mutatii de tip autozomal dominant la pacientii cu BA, cu
precadere in forma cu debut precoce (,,early onset Alzheimer’s disease”), sunt genele APP,
PSEN1 si PSEN2 (Xiao et al., 2021). Aceste gene codifica elemente cheie din cascada
amiloidului beta, precum proteina precursoare a amiloidului (APP), presenilina-1 si
presenilina-2, componente ale complexului gamma secretaza.

Este clar faptul ca doar prezenta factorilor genetici nu este o certitudine pentru aparitia
BA, existand un proces pe mai multe etape, unele necunoscute inca, prin care o persoana
care poseda o anumita alela sa dezvolte manifestari clinice compatibile cu degenerarea SNC
(Avila & Perry, 2021). Astfel, poate de o importantd mai mare sunt factorii de mediu, multi
dintre ei modificabili, care au fost asociati cu un risc crescut pentru aparitia BA.

De-a lungul timpului, au fost studiati numerosi factori de mediu in asociere cu BA,

incluzand varsta, dieta, exercitiile fizice si expunerea la substante neurotoxice, din prisma
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de declansatori sau exacerbatori ai cascade neurodegenerarii. Varsta Tnaintata este un factor
de risc esential in numeroase patologii, imbatranirea avind o influentd cu atit mai
semnificativa asupra neuronilor de la nivelul SNC (Sikora et al., 2021). Dintre factorii
demografici, s-a observat faptul ca un pacient are un risc crescut de a dezvolta BA in cazul
unui nivel educational si social mai scazut (Bodryzlova et al., 2022), in timp ce impactul
genului sau rasei raimane inca incomplet elucidat (Mielke et al., 2022). Ca factori neurotoxici
proveniti din mediul inconjurator, raimane deschisa dezbaterea privind adevaratul impact al
particulelor metalice in patogenia BA, prin diverse mecanisme precum interactiunea cu
metabolismul APP sau modularea APOE. Cele mai multe cercetari s-au axat pe studiul
efectelor aluminiului, zincului, mercurului, cuprului sau magneziului in neurodegenerare
(Bakulski et al., 2020). in plus, studiile au aratat si efectul cumulativ in cazul asocierii mai
multor metale, mecanismele exacte ramanand incomplet elucidate (Islam et al., 2022).

O asociere interesantd se remarca intre traumatismul cranio-cerebral si BA, 1n special
la pacientii cu un istoric de multiple leziuni traumatice la nivelul extremitatii cefalice
(Ramos-Cejudo et al., 2018). Cele mai recente date inclina spre faptul ca ctiopatogenia BA
este influentata de dieta, persoanele cu un aport excesiv de grasimi saturate sau cele cu un
deficit de vitamina E avand un risc mai crescut de a dezvolta aceasta boala (Bello-Corral et
al., 2021). Malnutritia, obezitatea si diabetul zaharat au fost asociate cu neurodegenerarea,
n special cu BA. Tot ca factor exogen cu potentiale implicatii in aparitia si/sau evolutia BA
ar putea fi infectiile cu diferiti agenti patogeni, majoritatea virali. Dintre studiile relevante
pe aceasta tema, demne de mentionat sunt rezultatele privind virusul herpes simplex (HSV),
virusul Epstein-Barr sau virusul herpetic uman tip 6 (HHV-6) si riscul crescut de a dezvolta
BA (ltzhaki et al., 2021).

Dupa cum se observa, existd un mozaic de elemente endogene si exogene care, prin
efectul lor cumulativ si, cel mai probabil, pe baza unui mecanism aditional neelucidat pana

in prezent, induc si mentin neurodegenerarea caracteristica BA.

1.3.Teoriile neurodegenerarii

In prezent, existd mai multe teorii acceptate privind aparitia si evolutia neurodegenerarii
in cadrul BA. Criteriul temporal este unul esential in evolutia procesului degenerativ, bolile
caracterizate prin neurodegenerare fiind rezultatul acumuldrii unei substante toxice (endo-
sau exogene) sau efectul dependent de timp al unei substante toxice prezente anterior intr-0
anumitd concentratie (Modgil et al., 2014). Mecanismul de actiune al factorilor de risc nu

este unul direct, ci unul cumulativ, dependent de varsta. Una dintre caile comune ale acestor
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promotori ai neurodenegerarii este eliberarea crescuta de radicali liberi de oxigen care, in
cazul Tnaintarii in varsta, nu mai pot fi contracarati optim prin mecanismele fiziologice de
neutralizare, determinand boala (Ionescu-Tucker & Cotman, 2021).

O alta abordare teoretica se bazeaza pe ipoteza ,,dublei lovituri”, In care existd doua
momente cheie distincte ce conduc la aparitia starii patologice (Zhu et al., 2007). In mod
similar, a fost generata si ipoteza ,loviturilor multiple”, in care autorii ei au incercat
explicarea aparitiei patologiilor neurodegenerative pe baza interactiunilor multiple si
complexe intre infectiile bacteriene, disfunctiile imune si patologia de la nivelul SNC
(Patrick et al., 2019). In final, o alti teorie interesanti, mai recentd, se bazeazi pe conceptul
de ,,sarcina alostatica” a corpului (Guidi et al., 2021). Conform acestui concept, principalul
factor de risc este rata de imbatranire, disfunctia sistemelor anatomice dependenta de varsta

determinand o ,,uzurd a corpului” ce include pierderea sinapselor si a neuronilor.

Capitolul 2: Amiloidul beta — de la normal la patologic

2.1. Formarea si eliminarea amiloidului beta

Amiloidul beta (AP) este un peptid rezultat in urma clivarii patologice a proteinei
precursoare a amiloidului (APP) pe calea amiloidogenicd, sub actiunea B-secretazei si al
complexului gama-secretazei. Impactul (toxicitatea) AP in fiziopatologia BA se datoreaza in
principal modificarilor structurii cuaternare ale moleculei. Alaturi de neurotoxicitatea
placilor de amiloid, monomerii si oligomerii joaca si ei roluri tot mai importante in
neurotoxicitatea care conduce la neurodegenerare.

Acumularea AP la nivel cerebral raiméane elementul central in fiziopatologia BA, insa
nu doar producerea sa in exces, cat mai mult deficitul de eliminare a fost asociat cu forma
cu debut tardiv a BA (,,late-onset Alzheimer’s disease”) (Rosas-Hernandez et al., 2020).
Exista mai multe modalitati prin care AP este eliminat de la nivelul interstitiului cerebral,
prin degradare intra si extracelulard sau prin transport cétre circulatia sistemica si limfatica
(Tarasoff-Conway et al., 2015). Eliminarea A cerebral se face intr-o proportie semnificativa
la nivelul BHE direct 1n fluxul sangvin, sub actiunea unor sisteme de transport specializate.
Principalii responsabili pentru efluxul AP solubil de la nivelul interstitiului cerebral sunt
membrii familiei receptorilor LDL (LDLR), cum ar fi LRPI, si transportorii cu casetd de
legare a ATP (transportatori ABC). Exista si alte cai de eliminare a AP de la nivelul SNC,
precum degradarea intra si extracelulara, drenajul perivascular si la nivelul sistemului

glimfatic, sau prin absorbtia de la nivelul lichidului cefalorahidian (LCR).



2.2. Rolurile amiloidului beta in conditii fiziologice

In ultimii ani au aparut tot mai multe studii care sugereazi ci monomerii si oligomerii
de AP au rolurile benefice in conditii fiziologice. In acest sens, au fost propuse cinci directii
principale pentru a explica rolul ,,protector” al AP in conditii fiziologice: efect antimicrobian,
activitate de supresie tumorald, capacitate de etansare a barierei hematoencefalice, promotor
de reparatie a leziunilor cerebrale si reglator al functionarii sinaptice.

Studiile efectuate in vitro pe culturi celulare au ardtat ca AP poate reduce proliferarea
mai multor specii de bacterii (Soscia et al., 2010). AP a redus viabilitatea culturilor fungice
in vitro, precum culturile de Candida albicans care au fost inhibate de omogenate obtinute
din creierul pacientilor cu BA (Vojtechova et al., 2022). Rolul antitumoral al peptidului AP
a fost sugerat initial pe baza corelatiei inverse dintre BA si riscul aparitiei de tumori.
Numeroase studii epidemiologice au aratat ca pacientii cu BA au un risc mult mai mic de a
dezvolta cancer in comparatie cu subiectii sinitosi (Lanni et al., 2021). In ce priveste
legdtura dintre AP si bariera hematoencefalica, este deja bine cunoscut rolul pe care alterarea
structurald al BHE 1l are in sustinerea cascadei neurodegenerative, conducand la acumularea
patologica de AP la nivel cerebral. Exista cateva studii care au ardtat o acumulare crescutd
de AP la cateva ore dupa TCC, acumuldrile mai importante fiind corelate cu o recuperare
mai buni (Plummer et al., 2016). in final, cercetiri recente au demonstrate rolul moleculei
APP 1n transportul axonal si eliberarea de A in fanta sinaptica in timpul activitatii neuronale
(Fagiani et al., 2021). AP actioneaza asupra neuronului presinaptic, stimuland eliberarea
neurotransmitatorilor, sustinand astfel procesele fiziologice care asigurd functionarea

corecta a circuitelor neuronale de memorie (Fanutza et al., 2015).

2.3. Rolurile amiloidului beta in conditii patologice de neurodegenerare

In cazul BA, AP are un impact negativ asupra numeroaselor procese de la nivelul SNC,
generand si sustinand neurodegenerarea. Disfunctia sinapselor este una dintre principalele
consecinte ale placilor toxice de AP si este rezultatul pierderii sinaptice crescute fara o
sinaptogeneza compensatorie adecvata (Sciaccaluga et al., 2021). AP influenteaza negativ si
alte molecule de la nivel cerebral, precum proteina Tau sau a-sinucleina. Fiind in stransa
legatura cu AP, aceste proteine exprima un comportament anormal n bolile
neurodegenerative, suferind hiperfosforilare sau alte modificari structurale pe baza carora

este sustinuta agregarea lor patologica. AP are un impact negativ si la nivel intracelular,



numeroase procese de semnalizare fiind afectate, rezultand dezechilibre ionice, in special
cel legat de calciu (Ca2+). Stresul celular cronic determina o activitate metabolica redusa,
iar Tn ce priveste mitocondria, existd un echilibru energetic deficitar, cu o productie redusa
de adenozin trifosfat (ATP) si o scadere a activitatii enzimatice mitocondriale (Ryu et al.,
2021). Afectarea mitocondriala, alaturi de alterarea homeostaziei celulare, inseamna si
afectarea respiratiei celulare, fiind bine cunoscut rolul mitocondriei in glicoliza si mentinerea
balantei speciilor reactive de oxigen (Bell et al., 2021).

Multiple studii au aratat cd A activeaza microglia si astrocitele, celule care produc
ulterior citokine pro-inflamatorii si chemokine care sustin o stare inflamatorie cronica (Jung
et al., 2022). Ramane important de mentionat si legatura bidirectionald dintre AP si bariera
hematoencefalici (BHE), BHE fiind puternic alterata in BA. Permeabilitatea crescuta a
endoteliului capilar, degradarea jonctiunilor stranse si cresterea ratei de transcitoza,
detasarea pericitului de endoteliul capilar si transformarea in celula fagocitara sau fibroblast,
activarea astrocitelor si a microgliei, acestea fiind cele mai relevante modificari observabile

la nivelul BHE.

2.4. Amiloidul beta ca tinta terapeutica in boala Alzheimer
Avand in vedere importanta AP in cadrul procesului complex de neurodegenerare, Af3
fiind una dintre moleculele cheie care genereaza si sustin€ acest fenomen, este usor de inteles
motivul pentru care cercetdtorii au considerat AP o tintd terapeutica propice in cadrul
tratamentului antidemential. Dintr-o perspectivd sumarizata, controlul echilibrului AB la
nivel cerebral se poate obtine prin modularea a doua procese distincte: productia de AP (care
este crescutd in special in cazul formelor cu debut precoce de BA, iar in acest caz este
necesara diminuarea ei), si eliminarea AP de la nivelul SNC (care este defectuoasa in special
in cazul formelor cu debut tardiv de BA, iar 1n acest caz este necesara cresterea ei).
Avand in vedere faptul ca incercarile terapeutice bazate pe reducerea productiei de
AP nu au condus la rezultatele asteptate, abordarile recente se axeazd pe ameliorarea
drenajului AP, atat de la nivel cerebral, cat si de la nivel sistemic. Au fost utilizate doud
abordari distincte bazate pe reactivitatea imuna, imunoterapia activd si cea pasiva, care
neutralizeaza moleculele monomerice si/sau oligomerice de AP, favorizdnd eliminarea
compusului. In final, ameliorarea eliminarii AP de la nivel cerebral (dar si sistemic) se poate
face si prin metode minim invazive, cum ar fi plasmafereza, dializa, sau filtrarea AB din
diferite compartimente biologice (inclusiv din compartimentul LCR) si neutralizarea A prin

utilizarea anticorpilor specifici.



Il.  Contributii personale

Capitolul 3: Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Contributia personald poate fi fragmentata in cadrul a trei studii distincte, primul

teoretic si celelalte doud practice. Obiectivele generale ale tezei cuprind cate doua obiective

pentru fiecare dintre cele trei studii mentionate anterior:

VI.

Generarea unei ipoteze noi privind rolul dinamicii AP in aparitia si evolutia
bolii Alzheimer, pornind de la clasica ipoteza a amiloidului

Generarea unei ipoteze numita ,strategia terapeuticd a compartimentului
lichidului cefalorahidian” care sa deschida noi perspective terapeutice in boala
Alzheimer si alte boli neurodegenerative

Dezvoltarea unei membrane filtrante cu nanopori capabild de filtrarea
moleculelor solubile de AP (de tipul monomerilor si oligomerilor)
Dezvoltarea unui dispozitiv biocompatibil de filtrare capabil de epurarea Ap
de la nivelul compartimentului lichidului cefalorahidian

Validarea practica a ipotezelor teoretice din studiul 1 prin implantarea
dispozitivului de filtare al AR pe un model murin pentru boala Alzheimer, cu
buna supravietuire a animalului timp de 4 saptdmani

Cuantificarea efectelor terapeutice ale dispozitivului de filtrare al AP la un
model murin pentru boala Alzheimer, pe baza ameliorarii simptomatologiei

clinice si a parametrilor paraclinici

Capitolul 4: Metodologia generala a cercetarii

Pentru atingerea obiectivelor tezei, am aplicat metode de laborator si de bioinginerie

variate. Astfel, pentru dezvoltarea membranelor nanoporoase biocompatibile de filtrare au

fost necesari mai multi pasi:

sinteza membranei printr-un proces de anodizare in doua etape in electroliti pe baza
de acid oxalic pornind de la discuri de aluminiu,

functionalizarea membranei de alumind prin tehnica ALD (atomic layer
deposition) prin care au fost depuse mai multe straturi atomice,

controlul calitatii functionalizarii care a fost realizat prin diferite metode de

mdsurare: spectroscopie bazatd pe difractie cu raze X, spectroscopie Raman,
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spectroscopie in infrarosu, microscopie electronicd de scanare (SEM),
spectroscopie cu raze X cu dispersie de energie (EDS) si o analizd termica
simultand constand in termogravimetrie si calorimetrie cu scanare diferentiala,

- masuratori de selectivitate membranarda pentru confirmarea selectivitatii

memembranei nanoproase pentru Af,

Ulterior, dupa obtinerea unei membrane nanoporoase biocompatibile, am imaginat si
asamblat un dispozitiv experimental de filtrare a LCR, alcatuit din trei componente
principale: un cateter cu rol de conectare a ventriculului lateral la modulul de filtrare,
modulul de filtrare care contine membrana nanoporoasa cu rol de filtrare selectiva a AB din
LCR si un rezervor in care LCR-ul bogat in AP este sechestrat pe baza unei reactii antigen-
anticorp. Toate componentele care intra in alcatuirea dispozitivului au fost testate individual
privind biocompatibilitea, prin teste MTT.

Dispozitivul astfel asamblat a fost implantat pe un total de 20 de animale, reprezentand
4 loturi a cate 5 animale. Mai exact, pentru efectuarea studiilor in vivo, au fost utilizati 10
soareci C57BL/6 si 10 soareci APP/PS1 carora li s-au administrat la intervale de timp bine
stabilite (cu o sdptamana anterior implantdrii si dupd 4 saptdmani de tratament) teste
comportamentale de tipul testului 1n labirintul in forma de plus (elevated plus maze) si
testului in labirintul Y (Y maze test), iar la finalul perioadei de tratament, au fost sacrificati,
fiind recoltate probe biologice (sdnge, LCR, tesut cerebral si hepatic), care au fost analizate
prin metode imunohistochimice. Suplimentar, au fost utilizate inca 10 animale, 5 soareci

C57BL/6 si 5 soareci APP/PS1, drept martori negativi care nu au primit tratament.

Capitolul 5: Studiul I: Teoria dinamicii amiloidului beta si strategii

terapeutice derivate
5.3. Rezultate
Primul studiu din cadrul tezei a avut ca rezultat producerea unui articol de tip review
(Schreiner et al., 2022a), in care autorii realizeaza doud aspecte importante:

- in primul rand, revizuiesc literatura de specialitate existentd pana la acel moment
si explica, pe baza informatiilor cunoscute si demonstrate deja, importanta
cunoasterii dinamicii A intre compartimentele organismului uman pentru aparitia
si evolutia BA;

- genereazd o noud ipotezd numitd ,strategia terapeutici a compartimentului
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lichidului cefalorahidian” cu impact terapeutic semnificativ, pe care o vor folosi ca

baza teoreticd si principiu fundamental pentru studiile experimentale din studiul 3.

Pornind de la ipoteza dinamicii A, se observa ca punctul comun al drenajului cerebral
al AP, alaturi de alti compusi reziduali, este compartimentul lichidului cefalorahidian, de
unde ulterior o parte semnificativa de reziduuri proteice este directionatd catre circulatia
periferica. Lichidul cefalorahidian devine astfel o tintd terapeutica esentiald, acest
compartiment comunicand in principal cu fluidul interstitial cerebral, dar si cu mediul intern.
Prin diverse interventii menite sa modifice caracteristicile biochimice ale lichidului
cefalorahidian (reducerea anumitor substante dizolvate), reducerea concentratiei de AP de la
acest nivel ar putea duce si la modificari semnificative ale concentratiei cerebrale de peptid
AB. Se pun astfel bazele ,strategiei terapeutice a compartimentului lichidului
cefalorahidian” pornind de la echilibrul dinamic al substantelor solubile intre cele trei
compartimente biologice distincte, interstitiul cerebral, lichidul cefalorahidian si sngele
periferic. Aceastd ipoteza este valida si utild din punct de vedere practic si din cauza faptului
ca AP (predominant in forma de monomer si oligomer mic) in diverse solutii (LCR sau sange
in conditii in vivo) este filtrabil prin membrane filtrante cu parametri specifici, acesta fiind
si motivul principal realizarii unui dispozitiv de filtrare capabil a separa AP dintr-o solutie

coloidala (vezi studiul 2 pentru detalii).

Capitolul 6: Studiul 11: Dezvoltarea unui dispozit biocompatibil de

filtrare capabil de epurarea AP dintr-o solutie

6.3. Rezultate

Prima etapa din cadrul studiului II a constat in dezvoltarea unei membrane filtrante
cu nanopori capabild de filtrarea moleculelor solubile de AP (de tipul monomerilor si
oligomerilor). Obtinerea acestei membrane a fost posibild in urma procesului de sinteza a
membranei de alumina si ulterior functionalizarea suprafetei acestei structuri. Toate etapele
sunt prezentate detaliat in sectiunea de “Material si metoda”. Ulterior, un pas esential il
reprezintd validarea functionalizarii membranei care s-a realizat prin analiza de
spectroscopie bazata pe difractie cu raze X, spectroscopie Raman, spectroscopie in infrarosu
si analiza SEM-EDS. Rezultatele au atestat faptul cd membrana functionalizata se inscrie in

parametrii doriti (vezi graficele de mai jos).
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Figura 1: Analiza membranei nanoporoase prin spectroscopie cu raze X si

spectroscopie Raman

Analiza SEM-EDS oferda o imagine mult mai detaliatd in ce priveste structura
membranei nanoporoase. Aceastd analiza a aratat o distributie uniforma a porilor si
dimensiuni cvasi-egale ale diametrelor porilor. Procesul tehnologic (in principal procesul de
functionalizare) de obtinere a membranei nanoporoase a fost bine realizat, intrucat porii
produsului final au avut o dimensiune medie de cca. 17 nm, ideal pentru filtrarea AP. Din
punct de vedere teoretic, o dimensiune a porilor sub 25 nm (ideal sub 20 nm) este suficienta
pentru filtrarea selectivi a AP. In plus, prin controlul strict al procesului tehnologic de
formare al membranei, porii obtinuti au fost mult mai uniformi si mai apropiati spatial decat
ceea ce a fost considerat initial in proiectarea teoretica, adica o distanta interpor mai mica de
50 nm. Impactul direct este cresterea eficientei filtrarii si, avand in vedere cd suprafata de

filtrare necesard poate fi mai micd, o miniaturizare suplimentara a dispozitivului poate fi

luata in considerare.

Mag=20000KX 100nm  WD= 42mm EHT= 500kV  SignalA=inLens Date:d Nov2022 Time :17:0105
Operator = MV ! FiBimaging=SEM  Noise Reduction = Pixel Avg. System Vacuum = 4.206.003 mb:
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Figura 2: Analiza SEM-EDS a membranei nanoporoase la diferite grade de magnificare
(de la stanga-sus 50.000X, stdnga-jos 100.000X si dreapta 200.000X)

Tn final, s-a efectuat si o analiza termica simultana constind in termogravimetrie si
calorimetrie cu scanare diferentiala (Figura 3). Proba a fost analizata initial prin DSC in azot
pana la o temperatura de 300°C, pentru a observa dacd existd contaminare
organicd/polimerica, aspect esential al filtrelor concepute pentru separarea moleculelor
organice. A fost observat un proces endotermic slab la aproximativ 82,5°C, probabil din
cauza eliminirii umidititii reziduale. In rest graficul obtinut este caracteristic pentru
materialele anorganice necontaminate. in analiza DSC efectuati in aer pana la 500°C, exista
unele procese exoterme slabe de la 290°C la 375°C, explicate prin oxidarea urmelor de
carbon si/sau fosfor. La analiza TG in azot pana la 700°C nu se observa nicio modificare,
deci se reconfirma faptul cd membrana nanoporoasd anorganicd nNU este contaminatd cu

substante organice.

Figura 3: Analiza termica simultand a membranei nanoporoase (stinga — analiza
DSC in azot pana la 300°C, mijloc — analiza DSC in aer pana la 500°C, dreapta — analiza
TG in azot pana la 700°C)

Utilizarea membranei nanoporoase in conditii in vivo necesitd in mod obligatoriu

Membrana de aluminad nu a influentat viabilitatea celulelor MCF-7, singurul efect
vizibil fiind cresterea numarului de celule (celule viabile). Extractul brut a determinat o
crestere a numarului de celule/viabilitate cu 13,58%, dilutia 1:2 cu 17,74% si dilutia 1:4 cu
19,03%. 1n plus, Tn cazul celulelor MDA-MB-231, extractul de membrana de alumina nu a
influentat viabilitatea celulelor; cu toate acestea, s-a inregistrat o crestere a numarului de
celule vii. Amplitudinea a fost mai mica decat in cazul celulelor MDA-MB-231, dar a depasit
viabilitatea de 100% a grupului de control cu 9,45% (extract brut), 10,71% (dilutie 1:2) si

13,52% (1: 4 dilutie). Semnificatia statistica calculatd prin testul t-student a aratat ca toate
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diferentele de viabilitate celulard au fost relevante din punct de vedere statistic (* <0,05, **
a dovedit a fi pe deplin compatibila cu cele doua culturi celulare testate. Rezultatele in ce
priveste biocompatibilitatea/toxicitatea au fost promitatoare si in cazul celorlalte
componentelor care, alaturi de membrana nanoporoasa, alcatuiesc modulul de filtrare al
prototipului.
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Figura 4: Viabilitatea liniilor celulare MCF-7 si MDA-MB-231 determinata prin test
MTT dupa 48 de ore de incubare cu extractul de membrana testat in diferite dilutii: 1
extract concentrat, 1:2—1 parte extract si 1 parte DMEM, 1: 4—1 parte extract si 3 parti
DMEM.

Acest studiu ofera o descriere detaliata a etapelor obligatorii care trebuie urmate pentru
obtinerea unui dispozitiv eficient si biocompatibil, capabil a filtra AR de la nivelul
compartimentului lichidului cefalorahidian. Membrana filtrantd cu nanopori rdmane
componenta centrald a dispozitivului, iar obtinerea unei nanostructuri de alumina
functionalizata prin tehnica ALD este o optiune viabild si de preferat, in special avand in
vedere progresele tehnologice din domeniul bioingineriei. Tn final, acest studiu deschide noi
perspective pentru ameliorarea designului dispozitivelor experimentale de filtrare a
lichidului cefalorahidian $i pentru dezvoltarea de noi prototipuri biocompatibile,

miniaturizate, care pot fi produse facil si cu costuri scazute la scara industriala.

Capitolul 7: Studiul III: Efectele clinice si paraclinice ale filtrarii Ap
de la nivelul lichidului cefalorahidian intr-un model murin pentru boala

Alzheimer
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7.3. Rezultate

Pornind de la ipotezele detaliate Tn studiul 1, n cadrul acestui al treilea studiu am avut
trei obiective principale. Tn primul rand, am dorit validarea in practica a notiunilor teoretice
prin implantarea dispozitivului experimental de filtrare al AP la un model murin pentru boala
Alzheimer (soarece APP/PS1). Alaturi de implantarea cu succes al prototipului de filtrare a
lichidului cefalorahidian de AP, scopul studiului este si mentinerea unei viabilitati
indelungate (minim 4 siptimani) a soarecelui cu dispozitivul montat. In al doilea rand, la
finalul perioadei de proba, pe baza analizelor clinice (studii comportamentale) si paraclinice
(studiul biomarkerilor in diferite probe biologice) se cuantifica efectul terapeutic al acestei
metode, fiind trasate concluzii in ce priveste posibilitatea utilizdrii acestei metode in viitor,
in practica neurologica zilnica. In final, dupa sacrificarea soarecilor, un numar de cinci
dispozitive de filtrare au fost recuperate, fiind studiat efectul celor 4 sdptamani de tratament
asupra membranei nanoporoase. Urmdrirea modificarilor structurale ale membranei post-
tratament precum acumularea de reziduu proteic si colmatarea porilor poate fi considerata o
metoda indirectd de urmadrire a eficientei acestui dispozitiv.

Cu exceptia celor doua loturi LO care au fost utilizate drept loturi martor, restul de 20
de soareci au beneficiat de implantarea dispozitivului de filtrare al AP. Procedura
chirurgicala (detaliata in capitolul ,,Material si metoda™) a cuprins mai multi pasi, fiecare cu
riscurile sale peri si postprocedurale. Totusi, in cazul loturilor din studiul prezent, interventia
chirurgicald a avut o rata de reusita de 100% (fara decese intraoperatorii). Mai mult, in cele
4 saptamani dupa interventie, animalele au fost urmarite zilnic in vederea depistarii cat mai
precoce a unei eventuale alterdri a starii generale sau aparitiei de complicatii. Cu exceptia a
unor dehiscente la nivel tegumentar in zonele adiacente implantarii canulei, aparute la 5 din
cele 20 de animale in decursul primei saptamani post procedura, nu am semnalat alte efecte
adverse precum infectii, alterari ale statusului general sau deces. Cauzele principale pentru
alterarile integritatii tegumentului sunt diverse, de la motive care tin de grosimea redusa a
pielii in zona extremitatii cefalice, rata individualizata de refacere postoperatorie, elemente
ce tin de dispozitiv, precum dimensiunile crescute ale canulei comparativ cu extremitatea
cefalica a soarecelui, tensiunea ridicatd a cateterului situat imediat subcutanat, pana la
probleme ce tin de calitatea materialelor si a tehnicii utilizate in efectuarea suturii finale.

Pentru a demonstra eficienta metodei de epurare a lichidului cefalorahidian de AP cu
ajutorul dispozitivului de filtrare dezvoltat anterior am cuantificat atat din punct de vedere
clinic, cat si din punct de vedere paraclinic, rezultatele obtinute n cadrul loturilor de soareci

care au beneficiat de acest tratament.
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In ce priveste latura clinici, am urmarit doi parametri distincti, dar corelati intre e,
mai exact gradul de anxietate si memoria de scurtd duratd. Ambii parametri sunt in legatura
stransa cu deficitul cognitiv intdlnit in cadrul bolii Alzheimer. Rezultatele obtinute in cazul
loturilor care au beneficiat de tratament cu solutie cu anticorpi sunt incurajatoare,
observandu-se o scadere a gradului general de anxietate la aceste animale. Nu aceleasi
rezultate pot fi constatate in cazul loturilor martor, dovada suplimentara pentru efectul
terapeutic al anticorpilor anti-Ap in cadrul filtrarii LCR. Tot din punct de vedere
comportamental, se observd o usoare ameliorare a deficitului de memorie doar la grupul de
soareci APP/PS1 care au beneficiat de tratament cu solutie cu anticorpi. Degradarea
cognitiva inregistrata in celelalte loturi sugereaza in plus un efect negativ al acestui tratament
la soarecii WT, eliminarea in exces a AP de la nivel LCR conducand la tulburari cognitive.
Trebuie mentionat faptul ca rezultatele au fost obtinute pe loturi mici de studiu, fiind

necesare studii cu mai multi subiecti pentru confirmarea acestor tendinte.

% de reducere al anxietatii
dupa implantare
20.00%  -10.00%  0.00%  10.00%  20.00%

Lot APP/PS1 NaCl 6.12%

Lot APP/PS1 mAb I 17.71%
Lot WT NaCl -5.25%

Lot WT mAb F 2.76%

Figura 5: Datele finale privind reducerea gradului de anxietate la soarecii testati

dupa perioada de tratament

In ce priveste datele paraclinice, obtinerea de rezultate relevante s-a putut face doar in
cazul probelor de tesut cerebral. Limitarile datorate cantitatii mici de LCR si sange in cazul
soarecilor utilizati, precum si contaminarea din timpul recoltarii, au condus la obtinerea unui
numdr foarte redus de probe lichide care sd fie analizate ulterior. Chiar dacd nu au
semnificatie statistica, rezultatele partiale sustin eficacitatea tratamentului experimental in
scaderea nivelurilor de AP din LCR la soarecii APP/PS1. In mod similar, o scidere
(nesemnificativa statistic) a fost observata si in cazul concentratiei AP de la nivel cerebral,
fiind demonstrat echilibrul dinamic al A intre compartimentul central si compartimentul

periferic. Trebuie mentionat cd acest tratament experimental are efecte negative in cazul
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subiectilor martori sandtosi, la care a fost inregistratd o degradare cognitiva si o acumulare

in exces de AP la nivel cerebral.
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Figura 6: Concentratia Af la nivel cerebral inainte si dupa tratament

Tn final, au fost recuperate cele cinci dispozitive de filtrare utilizate in cadrul lotului
L2APP, de la care au fost preluate membranele nanoporoase pentru teste suplimentare. Pe
baza rezultatelor analizei combinate SEM si EDS, s-au vizualizat acumulari importante de
proteine care duc la reducerea dimensiunii porilor, colmatarea lor incompletd, in final
diminuénd eficacitatea de filtrare a nanomembranei. Reducerea diametrului porilor, de la 17
nm la o medie de 11 nm, a fost neomogena, afectind in mod diferit si nesistematic
nanomembranele. In ciuda reziduurilor proteice, colmatarea membranei nu a fost totala,
aceasta pastrandu-si o eficientd de aproximativ 60-75% chiar si dupa filtrarea continua timp
de o luna.

Limitarea colmatarii membranelor de filtrare este un alt deziderat important in
procesul de obtinere al unei membrane ideale, cu aplicatii bio-medicale. Mai mult, evitarea
acumularii de reziduuri mentine eficienta acesteia si asigurd o duratd de viatd mai lunga a
membranei. Polarizarea membranard este un fenomen comun si inevitabil, care sustine
acumularea nedorita de reziduu organic in cadrul proceselor membranare osmotice, ducand
la reducerea nedorita a fluxului transmembranar. Strategiile actuale de limitare a polarizarii
concentratiei includ ajustarea hidrodinamicii, gestionarea fluxului si optimizarea designului
membranei. Optimizarea membranei de filtrare se poate face pe baza reglarii precise atat a
naturii chimice, cit si a naturii fizice a suprafetei porilor membranari. Tn acest sens,
tehnologia ALD, utilizata si in cazul membranelor din studiul prezent, este una dintre solutii

pentru ameliorarea suprafetei membranare si reducerea fenomenului de polarizare.
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Figura 7: Analiza SEM a membranei nanoporoase de filtrare dupa perioada de
tratament de 4 saptamani: a) suprafata bazala, grad de magnificare de 250.000X; b)
suprafata apicald, grad de magnificare de 200.000X; c) suprafata apicala, grad de
magnificare de 400.000X

Gradul ridicat de acumulare de materie organicd (proteicd) la nivelul membranei
nanoporoase a fost suplimentar constatatd si in cadrul analizei termice simultane (TG si
DSC). Au fost depistate doud fenomene termice la 221°C si 300°C, caracteristice
descompuneri de substante proteice, mai exact reziduurile de AP colmatate la nivelul
nanoporilor. Aceste rezultate conduc la doud concluzii: pe de o parte, sunt o modalitate
indirecta care atesta, prin acumularea in cadrul porilor nanomembranei, buna functionare si
eficacitatea dispozitivului de filtrare, iar pe de alta parte, aratd faptul cad o perioada de
aproximativ 4 saptamani este durata de viatd optimd a nanomembranei utilizate in acest
studiu. Se impune astfel schimbarea nanomembranei dupa o luna de utilizare in cazul in care

se doreste utilizarea dispozitivului pe termen mai lung in studii viitoare.

8. Concluzii si contributii personale

Boala Alzheimer raméne cea mai frecventd patologie neurodegenerativd in Romania
si la nivel mondial, iar prevalenta acesteia este asteptatd a creste in urmatoarele decenii.
Chiar daca se efectueaza numeroase cercetari privind etiologia, fiziopatologia si tratamentul
acestei boli, rezultatele sunt in continuare modeste.

Dintre teoriile acceptate in prezent privind aparitia si evolutia bolii Alzheimer, ipoteza
amiloidului este cea mai constantd. Pe baza rezultatelor anatomopatologice, markerul
principal se considera a fi acumularea patologica de A la nivel cerebral, sub forma placilor

senile. AP devine astfel un element cheie atat pentru cercetarea experimentald, cat si o
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veritabild tinta terapeutica.

Pornind de la varianta clasica a ipotezei amiloidului, am reinterpretat viziunea clasica
pe baza celor mai recente descoperiri. Astfel, am generat o noud ipoteza, bazata pe rolul
dinamicii A Intre diferitele compartimente ale organismului uman (SNC, LCR si circulatia
periferica). Alterarea dinamicii AP, in principal o eliminare defectuoasa, conduc la aparitia
si evolutia bolii Alzheimer, in special forma cu debut tardiv.

Pe baza afectarii dinamicii AP in neurodegenerare, studiile au demonstrat
superioritatea terapiilor bazate pe imbundtatirea elimindrii AP de la nivel cerebral
comparativ cu tratamentul bazat pe incetinirea/oprirea productiei. In acest context, am
generat 0 noud ipoteza care ar putea avea importanta terapeutica, pe care am denumit-0
,strategia terapeutica a compartimentului lichidului cefalorahidian”. Conform acestei noi
abordari, pornind de la echilibrul hidrodinamic al AP solubil dintre compartimentul
interstitial cerebral si compartimentul LCR, eliminarea AP de la nivelul LCR ar determina o
scadere a nivelului AP de la nivel cerebral. Mai mult, eliminarea AP de la nivelul LCR are
un impact superior asupra nivelului AP de la nivel cerebral comparativ cu eliminarea lui de
la nivelul circulatiei sistemice.

Pentru a pune 1n practicd conceptele teoretice mentionate anterior, partea centrald a
tezei a fost reprezentata de dezvoltarea unui dispozitiv biocompatibil capabil a filtra lichidul
cefalorahidian si a epura AP de la acest nivel. Componenta principald a acestui dispozitiv
este membrana filtrantd cu nanopori, capabila sa filtreze selectiv moleculele solubile de AP
(de tipul monomerilor si oligomerilor).

Obtinerea membranei nanoporoase capabila a filtra AP este rezultatul a doud procese
distincte: initial, sinteza membranei de alumina si ulterior functionalizarea suprafetei acestei
structuri prin tehnica ALD. Odata obtinuta, membrana trebuie sd parcurgd o verificare atenta
care sa confirme parametrii, calitatea si biocompatibilitatea structurii cu nanopori.

Primul aspect constd in confirmarea faptului ca procesul de functionalizare al
membranei a decurs conform specificatiilor, in acest sens fiind utilizate urmatoarele tehnici:
spectroscopie bazata pe difractia cu raze X, spectroscopie Raman, spectroscopie in infrarosu,
microscopie electronicd de scanare (SEM) cu spectroscopie cu raze X cu dispersie de energie
(EDS) si 0 analiza termica simultand constand in termogravimetrie si calorimetrie cu scanare
diferentiala. Apoi, au fost verificate selectivitatea produsului final pentru moleculele de A
si, in final, biocompatibilitatea pe baza testului MTT. In final, dupa validare, membrana
nanoporoasa a fost incorporata in cadrul dispozitivului experimental de filtrare a LCR.

Demonstrarea conceptelor teoretice a fost posibild prin implantarea dispozitivului
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anterior dezvoltat pe un model murin care simuleaza boala Alzheimer. In cadrul studiului,
am prezentat in detaliu tehnica chirurgicala de implantare a dispozitivului, precum si
modalitdtile de recoltare de probe biologice dupa perioada de tratament.

Tehnica chirurgicala a avut o ratd de succes de 100% (fard decese peri sau
postchirurgicale). Ulterior, pe tot parcursul perioadei de tratament Tnsumand 4 saptamani,
animalele au fost atent monitorizare, neexistand complicatii locale sau generale majore.

Demonstrarea eficientei metodei de filtrare a LCR cu ajutorul dispozitivului
experimental s-a ficut prin cuantificarea efectelor clinice si paraclinice. In ce priveste latura
clinica, am urmarit doi parametri, gradul de anxietate si memoria de scurtd duratd, ambii
parametri fiind in legdtura stransa cu deficitul cognitiv intalnit in cadrul bolii Alzheimer. In
cazul loturilor de soareci APP/PS1 care au beneficiat de tratament cu solutie cu anticorpi, s-
a observat o scadere a gradului general de anxietate si o usoare ameliorare a deficitului de
memorie de scurta durata.

In ce priveste datele paraclinice, obtinerea de rezultate relevante s-a putut face doar in
cazul probelor de tesut cerebral. Dupd tratament, am observat o scadere (nesemnificativa
statistic) in cazul concentratiei AP de la nivel cerebral la soarecii APP/PS1, fiind demonstrat
echilibrul dinamic al AP intre compartimentul central si compartimentul periferic si
validitatea procedurii terapeutice.

Suplimentar, au fost recuperate cele cinci dispozitive de filtrare utilizate la soarecii din
lotul L2APP, de la care au fost preluate membranele nanoporoase pentru retestari. Pe baza
rezultatelor analizei combinate SEM si EDS, s-au vizualizat acumulari importante de
proteine care duc la reducerea dimensiunii porilor, colmatarea lor incompletd, in final
diminuénd eficacitatea de filtrare a nanomembranei. Acest grad ridicat de acumulare de
materie organica (proteica) a fost suplimentar constatata si in cadrul analizei termice
simultane (TG si DSC). Aceste rezultate aratd in mod indirect functionarea corectd si
eficientd a dispozitivului de filtrare.

Concluzionand, tratamentul bazat pe eliminarea fortatd de AP de la nivelul
compartimentului LCR este o modalitate terapeutica viabild, cu perspective promititoare in
tratamentul bolii Alzheimer. Pe baza rezultatelor din studiul prezent, durata de viata optima
a prototipului utilizat in cadrul acestei cercetari este de 4 sdptamani. Se impune astfel
schimbarea nanomembranei (sau a intregului ansamblu daca este posibil) dupa o luna de
utilizare, 1n cazul in care se doreste in studii viitoare utilizarea dispozitivului pe termen mai

lung.
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