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Descrierea stiintifica cu punerea in evidenta a rezultatelor etapei anuale si gradul de

realizare a obiectivelor

Boala Alzheimer (BA) este cea mai frecventa forma de dementa, pentru care nu exista tratament.
Elementul cheie in patologia bolii Alzheimer este depunerea de B-amiloid (AB) Tn peretii
capilarelor si arterelor determinand angiopatia amiloida cerebrala (AAC). Observatiile clinice si
studiile experimentale demonstreaza ca AAC rezulta prin esecul eliminarii AB de-a lungul peretilor
capilarelor si arterelor. Drenajul fluidului interstitial si al AB are loc de-a lungul membranelor
bazale ale capilarelor si arterelor sub denumirea de drenaj intramural periarterial (IPAD —
intramural periarterial drainage), care devine ineficient odata cu cresterea varstei si cu posesia
genotipului apolipoproteinei E4 avand ca rezultat AAC (Fig 1).
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Figure 1: Intramural Periarterial Drainage (IPAD) occurs along the basement membranes of
cerebral capillaries and the surrounding vascular smooth muscle cells of cerebral arteries.
AB is eliminated from the brain via IPAD.

Clusterina (apolipoproteina J) este o glicoproteina heterodimerica. Studiile genetice au

demonstrat asocierea acesteia atat cu placile corticale, cat si cu AAC sporadica legata de varsta.



Studiile experimentale au demonstrat ca Clusterina este implicata in eliminarea AB42 de catre
receptorul 2 al lipoproteinelor cu densitate scazuta. Clusterina este sechestrata impreuna cu Ap
in AAC si in leziunile de substanta alba asociate cu arteriopatia cerebrald autosomal dominanta
cu leucoencefalie (CADASIL). Studiile experimentale arata ca, in absenta Clusterinei, AAC se
agraveaza la modelul de soarece cu BA. Datele indica o posibila implicare a Clusterinei in IPAD

si in patogeneza AAC.
Scopul studiului

Scopul principal al acestui studiu este de a demonstra ca, Clusterina este o molecula
cheie ce imbunatateste IPAD. Printr-o colaborare noua intre un biochimist din New South Wales,
Australia, care ne-a oferit Clusterina, un neuroanatomist clinic de la Universitatea din
Southampton, Marea Britanie, care a identificat si descris in detaliu mecanismul de IPAD,
ipotezele care urmeaza sa fie testate in cadrul Universitatii de Medicina, Farmacie, Stiinta si
Tehnologie ,George Emil Palade” Targu Mures folosind tehnici de ultima generatie in vivo si

microscopie sunt:
1. Absenta Clusterinei are ca rezultat esecul IPAD-ului pentru AB la soarecii Clu-/-;

2. Clusterina recombinanta previne/amelioreaza depunerea de AR in modelul APP/PS1 al bolii

Alzheimer.
Am testat ipoteza prin care Clusterina faciliteaza IPAD-ul si poate intarzia/preveni AAC si BA.
Obiectivele realizate in totalitate

Implementarea proiectului. Infiintarea coloniilor de soareci. Sinteza Clusterinei.
Genotiparea animalelor transgenice pentru studiu.

Studii pilot de injectii intracerebrale.

Injectarea de clusterina si AB intrahipocampal pentru a testa IPAD-ul.
Imunocitochimie pentru collagen 1V, actina de celule musculare netede.
Microscopie confocala si obtinerea de imagini pentru analiza.

Tratamentul soarecilor tineri si batrani cu clusterina.

Imunohistochimie pentru amiloid a soarecilor transgenici tratati si lotului control.
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Microscopie si obtinerea de imagini pentru analiza severitatii amiloidozei n soarecii

transgenici tratati/netratati.

Obiectiv realizat partial: analiza statistica IPAD si amiloidoza



Activitati specifice pentru fiecare obiectiv

1. Rezumatul executiv pentru Implementarea proiectului
1.1. O analiza amanuntita a aspectelor clinice, a patogenezei BA si AAC, IPAD si Clusterinei.
1.2. Cercetarea celor mai bune metode de studiu

Rezultat: 1 studiu care analizeaza IPAD-ul folosind metode in vitro, care a dus la un
manuscris trimis la Scientific Reports: The pattern of basement membrane proteins in
cerebrovascular smooth muscle cells changes after exposure to amyloid betain an
ageing model. Implications for Cerebral Amyloid Angiopathy Fig 2- (Modelul
proteinelor membranei bazale in celulele musculare netede cerebrovasculare se
modifica dupa expunerea la beta amiloid intr-un model de imbatranire. Implicatii
pentru angiopatia amiloida cerebrald)
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Figure 2 Basement membrane immunostaining of cerebrovascular cells in culture

HA(a b,c,d), h\CMEC/D3 (e f.g,h), HP (1,j k,I)and HYSMC (m,n,o,p) were grown in culture for 72
hours and immunostained for the basement membrane proteins collagen IV (a,e.l,m), laminin
(b,f,j,n), fibronectin (c,g,k,0) and perlecan (d,h,l.p) shown in green and counterstained with the
nuclear stain DAPI shown in blue. Scalebar=100 ym

1.3. Protocoale de lucru si evaluari ale riscurilor pentru studiul experimental

Rezultat: 1 protocol de lucru cu IPAD, 1 protocol de reproducere a soarecilor transgenici,
evaluarea riscurilor pentru lucrul cu soarecii, prelucrarea si sectionarea pieselor de creier, precum

si evaluarea imunohistochimica a acestora.

2. Studii pilot: Stabilirea modelului experimental:



2.1. Crearea, cresterea, inmultirea si imbatranirea modelelor experimentale de soareci

Rezultat: Soareci transgenici Clusterin knock-out si modelul APP/PS1 de boala Alzheimer
de 6 luni si 12 luni. Soarecii au fost crescuti si transportati de la clinica Mayo la UMFST Targu

Mures in noiembrie 2022 si au fost inmultiti si genotipati pentru experimentele efectuate in 2023.

Genotipare APP/PS1

Izolarea ADN-ului s-a realizat din fragment de tesut provenit din codita sau urechiusa soarecelui,
utilizandu-se kitul PureLink Genomic DNA Mini Kit (ThermoFisher Scientific, USA).

Pentru genotipare s-a utilzat o reactie de polimerizare in lant (PCR) de tip multiplex pentru gena
APP respectiv pentru gena PSEN1, primerii utilizati fiind:

Primer sens PSEN1_Fw_AAT AGA GAA CGG CAG GAG CA

Primer antisens PSEN1 Rev_GCC ATG AGG GCA CTA ATC AT

Primer sens control PSEN1_Fw_CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGATCT
Primer antisens control_Rev_GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C
Primer sens APP_Fw_AGG ACT GAC CAC TCG ACC AG

Primer antisens APP_Rev_CGG GGG TCT AGT TCT GCA T

Primer sens control APP_Fw_CAAATG TTG CTT GTC TGG TG

Primer antisens control APP_Rev_GTC AGT CGA GTG CACAGT TT

Pentru vizualizarea produsilor de amplificare s-a realizat o electroforeza in gel de agaroza 2%,

folosind agaroza TopVision (Thermo Scientific, USA).

Figura 3. Genotipare APP respectiv PSENL1.



Pentru animalele de tip “wild-type” (sanatoase) se evidentieaza o singura banda (probele cu
cifrele 92, 98, 104), soarecii transgenici prezintd 2 benzi (probele cu cifrele 91, 113, 133).

GR100=marker de greutate moleculara 100pb (Figura 3).

Genotipare clusterina

Extractia AND-ului necesar pentru analiza de genotipare s-a efectuat cu ajutorul kitului PureLink
Genomic DNA Mini Kit (ThermoFisher Scientific, USA) din tesut provenit din urechea soarecelui

(dimensiune de aprox 1x2 mm?).

Pentru genotipare s-a utilizat o reactie de tip PCR si 3 primeri - primer comun (c), primer sens
corespunzator alelei de tip wild-type (w) si primer sens corespunzator alelei cu mutatie (m).

Secventele nucleotidice ale primerilor utilizati au fost:
Clu_Fw_c_CGC TAT AAATAG GGC GCT TC
Clu_Rev_w_TGA TGG GGC TCT AGT CACCT
Clu_Rev_m_ GCC AGA GGC CACTTG TGT AG

Pentru mixul de reactie PCR s-a utilizat ADN de la soricelul analizat, DreamTaq MasterMix

(ThermoFischer Scientific), primeri (comun, primer corespunzéator alelei wild-type si alelei

mutante), apa libera de nucleaze.

Figura 4. Electroforegrama pentru genotiparea pentru Clusterina (alela normald “wildtype”=
600pb, alela mutanta =540 pb, heterozigot alela de 540 pb si 600pDb).

Probele 1, 2, 3 sunt probe control de la soricei homozigoti pentru mutatie pentru Clusterina

comandati de la Laboratorul Jackson, proba 4 control negativ (utilizare apa), probele 5-8 puii



soriceilor mutanti comandati de la Jackson Laboratory, toti cu genotip homozigot mutant (Figura
4).

2.2. Sinteza Clusterinei

Rezultat: Clusterina recombinanta a fost sintetizata, trimisa la UMFST Téargu Mures de la

Universitatea din Wollongong si pregatita pentru tratamentul soarecilor.

3. Injectii intrahipocampale de AR la soareci Clusterin knock-out (Clu-/-). Cercetare
experimentala in vivo:

3.1. Intelegerea modului de utilizare a cadrului stereotactic

Rezultat: Tn urma studiilor pilot, doctorandul a devenit competent in utilizarea cadrului

stereotactic (Figura 5).



Figura 5. Soarecele fixat in cadrul stereotactic.

3.2. Injectii intrahipocampale de AB la soareci Clu-/-.

Rezultat: Soareci Clu-/- in varsta de 6 saptamani injectati cu AB40 marcat fluorescent in
hipocampus si creiere postfixate pentru analiza. Aceste experimente au fost efectuate in
perioada Feb-August 2023.

3.3. Studiul IPAD in prezenta/absenta Clusterinei

Rezultat: Studii imunohistochimice cu anticorpi anti-colagen IV si anti-actina
muschiului neted (SMA) pe sectiunile de creier obtinute de la soareci carora li s-a injectat
AB fluorescent. Microscopie confocala si analiza de imagini a fost efectuata utilizand un

microscop confocal TCS Leica SP8.

Experimentele pilot pentru imunomarcajul colagenului IV si al SMA au fost efectuate pe

sectiuni experimentale de creier de soarece si in vitro, ceea ce a dus la o publicatie mentionata



mai sus. S-a efectuat apoi imunohistochimia pe n=5 creiere pentru fiecare lot experimental

dupa cum este expus n tabelul de mai jos:

Fluir&sgent Clusterin Clusterin:AB
Group A WT O 5 2:3
Group B Clusterin K/O O 0:5
Group C Clusterin K/O O O 1:10 5 4:1

Figura 6. Exemplu de caz imunomarcat cu 1. Colagen IV (membrana bazala colorata in
albastru); 2. SMA (fibrele musculare netede de la nivelul arterelor colorate in verde); 3. AB
depus la nivelul vaselor sanguine (colorat cu rosu); 4. Co-localizarea AB si colagen IV la

nivelul vaselor sanguine.

S-a pregatit un macro in programul Image J pentru a analiza procentajul de capilare, artere,

venule cu amiloid fluorescent in pereti si rezultatele preliminare sunt urmatoarele:



Area (c)

Procentaj acoperit de amiloid {c}

Tratati

Netratati

Nr. particule amiloid {c])
Dimensiune particule amiloid {c)

Area (a)

Procentaj acoperit de amiloid {a)

Nr. particule amiloid (a)
Dimensiune particule amiloid {a)

655.52 160.73
0.01 0.88]
0.04 0.12]
A 13.37

970.85 1764.88
0.70 11.79
0.68 4.13]

15.63 77.40]

c= capilare a=arteriole

3.4. Tratamentul soarecilor APP/PSL tineri (2-4 luni) si batrani (7 luni — 2 ani) cu Clusterina

Rezultat: Soareci APP/PS1 in varsta de 2-4 luni, respectiv 7 luni — 2 ani (n= 5 per grup)

au fost tratati cu Clusterina. Creierele au fost postfixate si pregatite pentru analiza

imunohistochimica a incarcaturii AAC. Imunohistochimia pentru amiloid a fost efectuata pe

sectiuni de 4 micrometri grosime. in functie de distributia amiloidului la nivelul vaselor sanguine

s-au constituit trei grupuri (1-3, Figura 7). Rezultatele preliminare ale distributiei AR la cele

doua loturi de soareci tratati cu Clusterina/PBS pot fi observate in tabelul de mai jos:

Soareci batrani

Soareci tineri

Injectare Injectare
IHC % de Beta- | intraperitoneala IHC % de Beta- | intraperitoneala
Nr. Crt. | Amiloid de CLU/PBS Grup | Amiloid de CLU/PBS Grup
1 70 CLU 1 5 CLU 3
2 80-90 PBS 1 CLU 3
3 80-90 CLU 1 0 CLU 3
4 70-80 CLU 1 10 CLU 3
5 40 PBS 2 5 CLU 3
6 30-40 PBS 2 5 PBS 3
7 40 CLU 2 0 PBS 3
8 30 CLU 3 0 PBS 3
9 20 PBS 3 5 PBS 3
10 5 PBS 3
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Procentul de beta-Amilod (imunohistochimie cu anticorpi anti-BetaAmiloid ab230297 (Abcam))

Grup 1 >2/3 (>66,6%)
Grup 2 1/3 -2/3 (33,3-66,6%)
Grup 3 <1/3 (<33,3%)
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Figura 7. Incadrarea cazurilor in cele trei grupe de imunohistochimie: 1. Grupul 1 (1a. obiectiv
10x, 1b. obiectiv 20x); 2. Grupul 2 (2a. obiectiv 10x, 2b. obiectiv 20x); 3. Grupul 3 (3a. obiectiv
10x, 3b. obiectiv 20x).
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Concluzii:

1)

2)

3)

4)

5)

Procentajul capilarelor cu amiloid+CLU injectat intracerebral este crescut comparativ cu
procentajul capilarelor cu amiloid simplu injectat intracerebral;

Procentajul arteriolelor cu amiloid+CLU injectat intracerebral este scazut comparativ cu
procentajul arteriolelor cu amiloid simplu injectat intracerebral;

Aceste rezultate vor fi validate cu teste statistice ANOVA one way, dar sugereaza ca
tratamentul cu CLU rezulta intr-o capacitate redusa a capilarelor de a drena amiloidul care
nu ajunge in peretii arteriolari;

Grupul soarecilor batrani care are procentaj redus de amiloidoza este mixt, format atat din
soareci tratati cat si netratati, iar in cadrul grupului soarecilor tineri, nu exista nici o
diferenta a efectului tratamentului

Aceste rezultate care vor trebui validate cu teste statistice t- test, sugereaza ca efectul
tratamentului este mixt si doar in cadrul amiloidozei. Un potential efect preventiv ar putea

fi observat la soareci tineri transgenici care ar trebui lasati sa imbatraneasca 3 luni.

Rezumat al livrabilelor

n aceasta etapa finala a proiectului am realizat urmatoarele:

1.

Analiza in vitro a cailor IPAD-ului pentru a intelege mai bine relatia dintre Clusterina si
IPAD. Acest lucru a avut ca rezultat un manuscris trimis spre publicare la Scientific
Reports, Impact Factor 4.6 (Q1).

Atat soarecii APP/PS1, cat si soarecii Clusterin knock-out au fost genotipati si coloniile
sunt in prezent la UMFST.

Experimentele pentru analiza IPAD in prezenta/absenta Clusterinei au fost finalizate.
Experimentele pentru analiza efectului Clusterinei in severitatea amiloidozei in APP/PS1
au fost finalizate.

Progresele proiectului in contextul progreselor in cercetarea BA au fost prezentate in
cadrul conferintelor internationale AAIC Amsterdam, Olanda, iulie 2023, VasCog
Gothenburg, Suedia, Septembrie 2023, zilelor de cercetare ale UMFST Téargu Mures 5-
10 dec 2022 si urmeaza a fi prezentate si in cadrul zilelor de cercetare UMFST Targu
Mures 12-15 Dec 2023.
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Obiective in desfasurare;

1. Analiza statistica IPAD si amiloidoza (se va finaliza in 3 saptamani)

2. Manuscris cu rezultatele finale (in 3-5 saptamani).

Prof. dr. Roxana Carare
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