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CUVINTE CHEIE

6-hidroxi-L-nicotind

beta-amiloid (engl. amyloid beta, Ap);

acetilcolinesteraza (engl. Acetylcholinesterase, AChE);

boala Alzheimer (engl. Alzheimer’s Disease, AD);

apolipoproteina E (engl. apolipoprotein E, APOE);

proteina precursoare a amiloidului (engl. amyloid precursor protein, APP);
proteina asociatd citoscheletului cu activitate reglata (engl. activity-regulated
cytoskeleton-associated protein, ARC);

factorul neurotrofic derivat din creier (engl. brain-derived neurotrophic factor,
BDNF);

cotinind (engl. cotinine, COT);

interleukina 1f (engl. interleukin 1, IL-1p);

intracerebroventricular (i.c.v.);

intraperitoneal (i.p.);

receptorii muscarinici ai acetilcolinei (engl. muscarinic acetylcholine receptors.
mAChRs);

protein kinaza mitogen activatd (engl. mitogen-activated protein kinase,
MAPK);

malondialdehida (engl. malondialdehyde, MDA);

receptorii nicotinici ai acetilcolinei (engl. nicotinic acetylcholine receptors,
nAChRs);

ghemuri neurofibrilare de proteind tau (engl. neurofibrilary tangles of protein
tau, NFTs);

nicotina (engl. nicotine, NIC);

testul de recunoastere a obiectului nou (engl. novel object recognition test,
NOR);

neuropeptidul Y (engl. neuropeptide Y, NPY);

testul de scufundare in bazinul nou (engl. novel tank diving test, NTT);
labirintul cu brate radiale (engl. radial arm maze, RAM);

reactia de polimerizare in lant cantitativd in timp real (engl. Real Time —
quantitative Polymerase Chain Reaction, RT-qPCR)

scopolamina (engl. scopolamine, SCOP);

superoxid dismutaza (engl. superoxide dismutase, SOD);






PARTEA TEORETICA

INTRODUCERE

Boala Alzheimer (AD) este o tulburare neurodegenerativa progresiva care
afecteaza peste 50 de milioane de oameni din intreaga lume, fiind cea mai raspandita
forma de dementa si a cincea cauza de deces (1). Asociatia Alzheimer (2) a raportat ca,
doar in SUA, una din 10 persoane cu varsta de peste 65 de ani suferd de dementa
Alzheimer. Pe masura ce populatia creste si imbatraneste, numarul persoanelor afectate
de dementa, si a apartinatorilor lor va creste (1).

AD este asociata cu deficite de memorie si declin cognitiv, desi mai multe
simptome neuropsihiatrice, respectiv anxietate, depresie si apatie, au fost observate in
stadiile incipiente ale bolii (3,4). Neuropatologia AD este caracterizata prin acumularea
intra- si extracelulard a peptidei beta-amiloidice (AB), formarea intracelulara de ghemuri
neurofibrilare din proteind tau (engl. neurofibrilary tangles of protein tau, NFTs)
hiperfosforilatd si degenerarea neuronilor colinergici acompaniatd de o reducere a
nivelurilor de acetilcolind (ACh) (5-7). Chiar daca agentul etiologic este necunoscut, in
ultimele decenii au aparut mai multe ipoteze cu privire la patogeneza AD. Ipoteza
cascadei amiloidice (8) postuleaza ca neurodegenerarea din AD este provocatd de o
acumulare anormala de placi senile din A in diferite zone ale creierului, care actioneaza
ca un declansator patologic al unei cascade care include insuficienta sinaptica, disfunctie
neuronala si moarte celulard (9). In prezent, se considerd in general ci un dezechilibru
intre productia si eliminarea de AP este un factor initiator al AD (10). Ipoteza colinergica
a AD se concentreaza pe degenerarea neuronilor colinergici din nucleul bazal a lui
Meynert, care sunt implicati in functia cognitiva, contribuind astfel la pierderea de
memorie prezentatd de pacientii cu AD (5,11).

Transmisia colinergica se realizeaza prin intermediul receptorilor nicotinici ai
acetilcolinei (nAChRs) si receptorilor muscarinici ai acetilcolinei (mAChRs), doud
familii de receptori de care se atageazd ACh si care sunt implicati In procesele cognitive,
fiind afectati iIn AD (12). Prezenta lor in neuronii colinergici indica implicarea in functii
cognitive superioare, inclusiv memorie si invatare (12,13). Avand in vedere ca receptorii
nAChRs sunt implicati in patogeneza AD (14), utilizarea modulatorilor pentru a creste
disponibilitatea ACh si pentru a evita moartea neuronilor colinergici din prozencefal
reprezintd o noua strategie terapeuticé pentru AD (15).

Nicotina (NIC), alcaloidul izolat din frunzele plantei de tutun (Nicotiana
tabacum), promoveaza functia ACh prin legarea la receptorii nAChRs din creier,
imbunatatind performantele In mai multe domenii ale functiilor cognitive, inclusiv
atentia, memoria de lucru si invétarea (16,17). In plus, NIC reduce stresul oxidativ (18),
diminueaza neuroinflamatia (19) si previne agregarea A in creier (20). Cu toate acestea,
utilizarea terapeutica a NIC a fost limitata din cauza efectelor secundare cardiovasculare
(21), dependentei create (22), precum si a publicitatii negative asociate fumatului (23).



Avand in vedere efectele sale pozitive asupra sistemului nervos central (SNC), NIC
reprezintd o baza puternica pentru dezvoltarea de noi agenti terapeutici ai AD sub forma
derivatilor nicotinici care nu provoaca efectele secundare ale NIC.

La mamifere, aproximativ 80-85% din NIC este metabolizata in cotinina
(COT) de catre enzimele hepatice, cum ar fi citocromul P450 2A6 (CYP2A6) (24).
Comparativ cu NIC, COT este mai putin eficientd 1n traversarea barierei
hematoencefalice (BBB), insd prezintd un profil de sigurantd bun, nu creeaza
dependenta, nu determind efecte cardiovasculare sau comportamentale la om, are un
timp de injumatatire mai lung (19-20 vs. 2 ore) si toxicitate mult mai mica (24,25).

6-Hidroxi-L-nicotina (6HLN) este primul intermediar metabolic identificat in
calea de degradare a NIC codificatd de megaplasmidul pAO1 din bacteria Gram
pozitiva, Paenarthrobacter nicotinovorans (26,27). Degradarea NIC 1incepe cu
hidroxilarea inelului piridinic al NIC de catre enzima nicotin-dehidrogenaza (NDH),
rezultind 6HLN. In timpul consumului de NIC, 6HLN se acumuleazi in mediu pentru
o scurtd perioada (28), dupa care inelul piridinic este oxidat in continuare de 6-hidroxi-
L-nicotin oxidaza (6HLNO), rezultand 6-hidroximetilmiosmina (27,29).

Scopul prezentei lucrari de doctorat a fost acela de a evalua impactul NIC, COT
si 6HLN asupra aspectelor cognitive, biochimice si moleculare utilizind doud modele
animale diferite ale AD: modelul de sobolan al AD indus prin infuzia cerebrala a
peptidei AP»s3s si modelul de peste zebra al AD indus prin imersie in scopolamina
(SCOP). Astfel, obiectivul general al lucrarii a fost Indeplinit prin realizarea
principalelor obiective specifice:

1. Evaluarea efectelor NIC si a derivatilor nicotinici asupra performantelor cognitive si
asupra starilor de anxietate si depresie ale modelului amiloidic de dements;

2. Evaluarea potentialului de legare al NIC si al derivatilor nicotinici de subtipul a7 si
04p2 al receptorilor nAChRs;

3. Evaluarea potentialului antiacetilcolinesterazic al NIC si al derivatilor nicotinici in
creierul modelului amiloidic al AD;

4. Evaluarea efectelor NIC si a derivatilor nicotinici asupra statusului oxidativ in
creierul modelului amiloidic de dementa;

5. Evaluarea expresiei genice a unor markeri moleculari in creierul modelului amiloidic
de dementa tratat cu NIC si derivati nicotinici;

6. Evaluarea potentialului pro-cognitiv al NIC si a derivatilor nicotinici la modelul de
peste zebra al AD indus de SCOP;

7. Evaluarea potentialului antiacetilcolinesterazic al NIC si al derivatilor nicotinici in
creierul modelului de peste zebra al AD indus de SCOP;

8. Evaluarea potentialului antioxidant al NIC si al derivatilor nicotinici in creierul
modelului de peste zebra al AD indus de SCOP;

9. Evaluarea efectelor NIC si a derivatilor nicotinici asupra expresiei genice a unor
markeri moleculari in creierul pestilor zebra tratati cu SCOP.



CAPITOL 1. BOALA ALZHEIMER

Dementa este un sindrom, de obicei de naturd cronicd sau progresiva,
caracterizat prin deteriorarea mai multor functii corticale superioare, inclusiv memoria,
gandirea, orientarea, intelegerea, calculul, capacitatea de invatare, limbajul si judecata.
Constiinta nu este afectatd. Deteriorarea functiei cognitive este acompaniata, si
ocazional precedatd, de afectarea controlului emotional, a comportamentului social sau
a motivatiei (30).

AD este o boald degenerativa a creierului, care a fost descrisd pentru prima data
in 1906, dar abia dupa 70 de ani a fost recunoscuta ca fiind cea mai comuna forma de
dementa si o cauza majora de deces. Doar atunci, AD a devenit o directie importanta de
cercetare. Cercetarea care a urmat a dezviluit multe lucruri, inclusiv faptul ca AD
debuteazi cu cativa ani inaintea aparitiei simptomelor tipice dementei Alzheimer. in
AD, neuronii din zone specifice ale creierului sunt deteriorati si distrusi, inclusiv acei
neuroni care permit unei persoane sa efectueze functii de baza precum mersul pe jos si
inghitirea. Numeroase studii experimentale sunt in desfasurare cu privire la modificarile
biologice precise din AD care duc la aparitia simptomelor acestui tip de dementa, de ce
boala si simptomele ei progreseaza mai repede la unele persoane comparativ cu altele si
modul in care boala poate fi prevenita, Incetinitd sau opritd. Persoancle aflate in stadiile
finale ale bolii sunt imobilizate la pat si necesita ingrijire permanenta. in cele din urma,
AD este fatala (2).

1.1. Etiopatologie

1.1.1. Ipoteza colinergica

Ipoteza colinergica a fost prima teorie propusa pentru a explica AD si de atunci,
a dus la dezvoltarea singurelor medicamente aprobate in prezent pentru tratamentul AD,
in forma usoara pana la cea moderatd. Aceasta teorie s-a bazat pe faptul ca in creierul
pacientilor cu AD se observa frecvent o pierdere a activitatii colinergice, iar studiile
efectuate pe oameni si primate au sugerat un rol al acetilcolinei (ACh) in invatare si
memorie (31).

Investigatia biochimica sistematica a creierului afectat de AD a aratat o scadere
a activitatii colin acetiltransferazei (ChAT) si acetilcolinesterazei (AChE) in cortexul
cerebral si In toate celelalte zone, sub valorile normale in comparatie cu creierul normal
(9,32). In 1976, Bowen et al. (33) au raportat o activitate redusi a enzimei ChAT in
cortexul cerebral. Studiile in vitro au demonstrat cd AP inhibd neurotransmisia
colinergica (34,35). Alte studii au aratat ca reducerea numarului de nAChRs si mAChRs
ai ACh localizati in terminatiile colinergice presinaptice scade functia cognitiva (36).

1.1.2. Ipoteza proteinei tau
Din punct de vedere neuropatologic, AD este definitd prin prezenta leziunilor
intraneuronale provocate de NFTs (37). Proteinele tau se gasesc in special in neuroni si



apartin familiei de proteine asociate microtubulilor (38). Proteinele tau joaca un rol
important in asamblarea microtubulilor si stabilizarea retelei de microtubuli din neuron.
Cea mai importantd caracteristica a proteinei tau este reprezentatd de prezenta unui
domeniu de legare a microtubulilor (MBD) care este inalt conservat si localizat la
capatul C-terminal. Acest domeniu este format din 18 aminoacizi dispusi intr-o
succesiune de 3 sau 4 repetitii. Domeniul este implicat in polimerizarea si stabilizarea
microtubului (9). Capatul N-terminal al proteinei tau constd in aminoacizi cu caracter
puternic acid urmatd de o regiune cu caracter bazic, bogatd in prolind denumita si
domeniu de proiectie. Domeniul de proiectie poate interactiona cu elemente de
citoschelet si cu membrana plasmatica (39).

Capacitatea de legare a proteinei tau la microtubuli poate fi reglatd eficient
dupa traducere prin modularea fosforilarii serinei sau a treoninei. Domeniul de legare la
microtubuli al proteinei tau consta din patru secvente repetitive (R1-R4) de serina (S) si
treonind (T) urmate de prolina (P). Acesti aminoacizi sunt hiperfosforilati de kinaza
glicogen sintazei 3p (GSK3p), kinaza dependentd de ciclind 5 (CDKS5) si de activatorul
acesteia subunitatea p25 sau protein kinaza mitogen activata (MAPK). in mod similar,
protein kinazele care nu sunt directionate asupra prolinei, cum ar fi protein kinaza B
(Akt), Fyn, protein kinaza A (PKA), protein kinaza Ca2+-calmodulind 2 (CaMKII) si
kinazele de reglare a afinitatii microtubulilor (MARK) sunt de asemenea implicate in
hiperfosforilarea proteinei tau. Hiperfosforilarea proteinei tau reduce afinitatea acesteia
fata de microtubuli (40).

in conditii patologice a fost observatid o crestere anormald a nivelului de
proteine tau hiperfosforilate in citosol (41). Proteinele tau hiperfosforilate polimerizeaza
in filamente elicoidale si filamente drepte denumite ghemuri neurofibrilare. Pierderea
functiei normale a proteinei tau duce la o perturbare patologica a functiilor structurale
si de reglare ale citoscheletului. Acest lucru afecteaza functiile normale celulare ale
neuronilor, cum ar fi mentinerea morfologiei adecvate, transportul axonal, disfunctia
sinaptica si neurodegenerarea (42).

1.1.3. Ipoteza cascadei amiloidice

Ipoteza cascadei amiloidice postuleazd ca neurodegenerarea din AD este
cauzatd de acumularea anormala a placilor de AP in diferite zone ale creierului. Conform
acestei ipoteze, acumularea placilor de AP actioneaza ca un declansator patologic al unei
cascade care include leziuni neuritice, formarea de NFTs care duce la disfunctii
neuronale si moarte celulard in AD (9,43). Dovezile genetice, biochimice si patologice
sustin ipoteza cascadei amiloidice care postuleaza ca agregarea placilor de A este cauza
primard a AD.

Peptidele AP sunt componentele principale de naturd proteica care intrd in
alcatuirea placilor de AP. Aceste peptide sunt fragmente alcatuite din 39-43 de
aminoacizi care deriva proteolitic din actiunea enzimatica secventiala a -secretazei
(BACE1) si y-secretazei asupra proteinei precursoare a amiloidului (APP) care este



distribuitd frecvent transmembranar (9). Lungimea peptidului AP variaza la capatul C-
terminal conform modului de clivare al APP. Izoforma A4 este cea mai raspandita,
urmatd de AP1-42 care are o naturd hidrofoba si agrega cu o viteza mai mare decat Ap.
10 (44,45). In plici, peptidele AP aflate in conformatie B-pliati se asambleazi si
polimerizeaza in structuri distincte, inclusiv fibrile, protofibrile si oligomeri polimorfici.
Depozitarea AP si formarea placilor difuze duc la activarea locald a microgliilor si
astrocitelor, eliberarea de citokine si un raspuns inflamator. De asemenea, modificarile
biochimice si structurale multiple in axonii, dendritele si corpurile celulare neuronale
sunt caracterizate prin pierderea sinapselor si a neuronilor si atrofie cerebrald in AD (9).

1.2. Neuropatologie

1.2.1. Ghemurile neurofibrilare

In articolul de pionierat a lui Alois Alzheimer (1907), care a descris un singur
caz al bolii care in cele din urma va purta numele séu, a remarcat prezenta incluziunilor
fibroase anormale in citoplasma pericariald a neuronilor piramidali. Aceste incluziuni
au fost numite ghemurile neurofibrilare (NFTs) ale lui Alzheimer si pana in prezent sunt
considerate leziuni cardinale microscopice asociate bolii si reprezinta o cerintd pentru
efectuarea diagnosticului patologic. NFTs sunt foarte greu de observat cu coloranti
morfologici traditionali utilizati de patologi, cum ar fi hematoxilina si eozina. In general,
una dintre cele mai variate tehnici de colorare prin impregnare cu argint, cum ar fi
tehnica modificata Bielschowski sau Gallyas, sau colorantul pe baza fluorocromului
tioflavina S este utilizatd in mod frecvent pentru a vizualiza NFTs. In plus, existd un
numar de abordari imunohistochimice utilizate pentru a vizualiza NFTs. Aceste abordari
utilizeaza in cea mai mare parte anticorpi directionati Impotriva proteinei tau care este
fosforilata anormal (45,47).

Natura NFTs a fost studiatd extensiv in ultimele decenii, si s-au descoperit
multe informatii despre componentele sale structurale. Din punct de vedere
ultrastructural, NFTs sunt compuse din fibrile anormale cu diametrul de 10 nm care apar
in perechi si sunt infasurate in mod elicoidal cu o periodicitate de 80 nm (45). Pe baza
acestor observatii, astfel de structuri sunt denumite, in general, perechi de filamente
elicoidale. Componenta principald a NFTs este proteina tau asociatd microtubulilor.
Proteina tau din NFTs este fosforilatd anormal cu grupari fosfat atasate la situsuri foarte
specifice pe molecula (48). Existd o serie de alti constituenti de natura proteica asociati
cu NFTs, cum ar fi ubiquitina, colinesteraze, si A, insa proteina tau este considerata a
fi constituentul esential din majoritatea structurilor NFTs (45).

1.2.2. Plicile senile

Cealalta leziune patologica cardinala intdlnita la pacientii care sufera de AD
este reprezentata de placa senild sau neuritica. Placile senile sunt acumulari
extracelulare, compuse in principal din peptida AP pliatd anormal cu 40 sau 42 de
aminoacizi (AP0 si APi-42), doi subprodusi ai metabolismului APP. Configuratia 3-
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pliatd predominantd a acestei peptide i confera capacitatea de a se lega de colorantul
rosu de Congo si sa produca birefringenta in lumina polarizata (45).

Creierele persoanelor in varsta sau care sufera de AD pot contine, de asemenea,
mai multe forme de placi cu AP si uneori, nomenclatura utilizata pentru aceste leziuni
in literatura poate fi confuza. Placa senild sau neuritica are un nucleu central din AP
dispus radial si inconjurat de o coroand de neurite formate anormal (sau procese
neuronale, fie dendrite sau axoni). Aceste neurite anormale si distrofice sunt colorate
puternic cu aceiasi coloranti (impregnare cu argint) utilizati pentru identificarea NFTs
si, din punct de vedere ultrastructural, aceste structuri contin corpuri dense, profiluri
membranoase si pachete de filamente elicoidale imperecheate. La periferia placii
neuritice, se intalnesc frecvent de la una pana la mai multe celule microgliale si, mai
putin frecvent, astrocite reactive. Indiferent daca aceste celule microgliale sunt implicate
activ intr-o cascadd patogenicd neuroinflamatoare sau reactioneaza la prezenta
constituentilor acestor leziuni, aceasta rimane o problema intens dezbatuta (45).

Peptida AP este derivata din APP, o glicoproteind transmembranara foarte
conservata (49). Portiunea AP a APP este formata prin actiunea a doua secretaze, care
scindeaza peptida de 4 kDa la capetele terminale amino si carboxil, si este apoi eliberata
si acumulata 1n tesuturile cerebrale (8). Scindarea capatului carboxil este neregulata,
obtinandu-se forme mai lungi (avand un total de 42 sau 43 de aminoacizi) si tendinta de
a se depune 1n placile senile, si o forma mai scurta (care contine 40 de aminoacizi) care
tinde sa se acumuleze in leptomeninge, cortexul cerebral si In vasele de sdnge cerebrale
(angiopatie congofilicd). S-a demonstrat ca nucleele placilor senile contin multe alte
proteine, cum ar fi glicoproteine cu heparan sulfat, apolipoproteina E (APOE),
proteinele complementului si a-1-antichimotripsina (45).

1.2.3. Degenerarea sinaptica

AD poate fi in primul rand o tulburare de insuficienta sinaptica (50). Sinapsele
din hipocamp incep sa scada la pacientii cu deficit cognitiv minor (MCI), la care profilul
sinaptic rimas, prezinta cresteri compensatorii in marime (51). In cazurile moderate de
AD, existd o reducere de aproximativ 25% a veziculelor presinaptice cu proteina
sinaptofizina (52). Odata cu avansarea bolii, sinapsele se pierd disproportional in raport
cu neuronii, si aceastd pierdere este bine corelatd cu dementa (53). Imbatranirea, in sine,
provoaca pierderi sinaptice (54), care afecteazd in special regiunea dentatd a
hipocampului (55). Transmisia bazala a impulsurilor unice si potentarea de lunga durata
(LTP), un indicator experimental al formarii memoriei la nivel sinaptic, sunt deteriorate
la modelele de soareci ai AD care prezinta placi si dupa ce A a fost aplicata pe sectiuni
de creier (56). In urma acestei deterioriri, moleculele de semnalizare importante pentru
memorie sunt inhibate. Intreruperile eliberdrii neurotransmitatorilor presinaptici si a
curentilor ionici ai receptorilor de glutamat (57) apar partial ca urmare a endocitozei
receptorilor N-metil-D-aspartat (NMDAr) (58) si receptorilor acidului a-amino-3-(5-
metil-3-0x0-1,2-0xazol-4-il) propanoic (AMPAr) (59) de suprafati. Aceasta din urma,



slabeste in continuare activitatea sinapticd prin inducerea unei scaderi de durata a
curentilor dupa un antrenament cu stimuli de Tnalta frecventa. O schimbare similara a
echilibrului dintre potentare si depresie in sinapse apare odatd cu imbatranirea normala.
AP intraneuronal poate declansa aceste deficite sinaptice chiar mai devreme (60).

1.2.4. Epuizarea neurotrofinelor si neurotransmititorilor

Neurotrofinele promoveaza proliferarea, diferentierea si supravietuirea
neuronilor si a celulelor gliale si mediaza invatarea, memoria si comportamentul.
Nivelurile ridicate de receptori pentru neurotrofine din neuronii colinergici din creierul
bazal sunt reduse drastic intr-un stadiu avansat al AD. Injectarea NGF poate salva
neuronii bazali la modelele animale (61), si un studiu aflat in prima faza a tratamentului
cu gena NGF in AD a aratat o imbunatatire a cognitiei si a metabolismului cerebral (62).
In AD si MCI, nivelurile BDNF, un membru al familiei neurotrofinelor, sunt reduse
(63), aceastd descoperire fiind repetatd experimental cu oligomeri de A4 (64).
Tratamentul cu BDNF la rozatoare si primate non-umane sustine supravietuirea
neuronald, functia sinaptica si memoria (65), sugerandu-se astfel cd inlocuirea BDNF ar
putea reprezenta o alta optiune pentru tratamentul AD (66).

Deficitul de proiectii colinergice din AD a fost asociat cu acumularea de A si
proteind tau. Receptorii nAChRs presinaptici care apartin subtipului a7 sunt esentiali
pentru procesarea cognitiva, si nivelurile acestora cresc in AD timpuriu (67) si scad mai
tarziu (68). Studiile experimentale au aratat cad AP se leagd de receptorii a7 nAChRs,
afectdnd eliberarea ACh si mentinerea LTP (69). Nivelul receptorilor mAChRs sau
cuplarea receptorilor sunt reduse in creierul pacientilor cu AD. Stimularea
farmacologicd a receptorilor mAChRs postsinaptici de tip 1 (M1) activeaza protein
kinaza C (PKC), favorizand procesarea APP pe calea non-amiloidogenica (70). Mai
mult decat atat, activarea nAChRs sau M1 limiteaza fosforilarea proteinei tau (71,72).
Desi inhibitorii de colinesteraza imbunatatesc neurotransmisia si oferd o usoard
ameliorare paliativd In AD, acestia isi pierd eficienta in timp. Utilizarea agonistilor si a
modulatorilor receptorilor a7 nAChRs este In curs de investigare. Studiile clinice cu
agonisti selectivi pentru M1 au aratat imbunatatiri ale cognitiei (73) si niveluri scazute
de AP in lichidul cefalorahidian (LCR) (74), dar acesti agenti sunt toxici.

1.3. Aspecte neuropsihiatrice

1.3.1. Depresia

Depresia se gaseste in 16% din studiile AD bazate pe populatie si la 44,3% in
studiile realizate in spitale (75). Depresia este un predictor al progresiei de la cognitie
normald la MCI si de la MCI la dementa. Cu toate acestea, nu este clar dacé simptomele
depresive reprezinta un factor de risc sau manifestarea timpurie a AD sau ambele. S-a
demonstrat ca prezenta MCI in depresie prezice dezvoltarea ulterioard a AD (76). S-a
observat o neuropatologie mai severa la pacientii cu AD si depresie, comparativ cu



martorii sanatosi. De asemenea, acesti pacienti au prezentat pierderi severe de receptori
pentru serotonind care pot avea implicatii pentru tratament (77).

1.3.2. Anxietatea

Anxietatea este o complicatie semnificativa a dementei, dar nu a primit prea
multd atentie fatd de alte caracteristici psihiatrice, cum ar fi depresia si simptomele
psihotice (78,79). Anxietatea poate fi asociata in special cu AD (80,81). Exista niveluri
mai mari de anxietate in AD decét la persoanele cu deficiente non-cognitive (82).
Anxietatea din AD este asociatd cu depresie, melancolie, iritabilitate, agresivitate
evidenta si manie (83).

1.4. Factori de risc

1.4.1. Factori de risc genetici

AD este de obicei clasificata in functie de varsta de debut. Majoritatea (>95%)
pacientilor care dezvolta aceastd boald au o varstd de peste 65 de ani (asa numitul AD
cu debut tardiv, LOAD), iar intre 1 si 5% din cazurile de AD prezinta un debut prematur,
de obicei in jurul varstei de 50 de ani (asa numitul AD cu debut timpuriu, EOAD).
LOAD si EOAD nu pot fi deosebite din punct de vedere clinic. Cu toate acestea, EOAD
este in general mai severa decat LOAD si este asociatd cu o rata de progresie mai rapida.
Mai mult decat atat, cele doud forme de AD sunt asociate cu tipare diferite de
epidemiologie genetica (84).

1.4.1.1. Boala Alzheimer cu debut timpuriu (EOAD)

Trei gene au fost ferm implicate in patofiziologia EOAD, si anume gena APP
si genele presenilinelor (PSENI si PSEN2), care codifica proteine implicate in clivarea
APP si generarea de AP. Mutatiile legate de AD pentru aceste trei gene pot fi considerate
biomarkeri de diagnostic ai acestei boli: aceste mutatii prezintd o penetranta ridicata
(>85%), majoritatea prezentand mostenire autozomald dominanta si duc cu siguranta la
agregarea AP si la un debut timpuriu al bolii (84).

Mutatiile din gena APP reprezintd mai putin de 0,1% din cazurile de AD. Cele
mai mostenite mutatii dominante cu sens gresit din APP afecteaza procesarea proteinei
codificate, intrucat mutatiile sunt pozitionate in apropierea sau in exonii care codifica
AP (exonii 16 si 17 ai APP) (84). In plus fata de aceste mutatii dominante, spectrul de
mutatii al 4PP se extinde la doud mutatii recesive (care doar provoaca boala in stare de
homozigot), precum si duplicari ale locusului APP, subliniind importanta dozarii genei
APP in AD (84).

in prezent, in PSENI au fost identificate 182 de mutatii diferite asociate AD
din 401 de familii, in timp ce doar 14 mutatii asociate AD din 23 de familii au fost
detectate in PSEN2 (84). Majoritatea mutatiilor legate de AD din PSEN/ si PSEN2 sunt
substitutii ale unei singure nucleotide, dar au fost descrise si mici insertii si deletii.
Presenilinele sunt implicate functional in clivajul proteolitic al APP mediat de y-
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secretaza (85). Mutatiile din PSEN! si PSEN2 afecteaza acest clivaj si determind o
crestere a raportului ABi42/APi40. Aceasta crestere poate aparea fie printr-o crestere a
nivelurilor de ABi.4; asa cum este demonstrat in plasma sau in mediul cu fibroblasti de
la purtatorii mutatiei PSEN (86), sau o scadere a nivelurilor de ABi.40, ceea ce sugereaza
un mecanism de pierdere a functiei si nu unul de castig de functie.

Pe scurt, toate cele trei gene cauzale a AD contribuie la sustinerea unei céi
patogene comune a AD, cu un rol crucial pentru AB. Conform acestei ipoteze amiloidice,
procesele neurodegenerative din AD sunt consecinta unui dezechilibru intre productia
si eliminarea AP, ceea ce sugereaza cad alte gene implicate in aceste cai pot fi, de
asemenea, factori de risc pentru aceastd boala (84).

1.4.1.2. Boala Alzheimer cu debut tardiv (LOAD)

Genele implicate In LOAD cresc riscul de aparitie a bolii $i nu sunt mostenite
pe cale mendeliand. Rudele de gradul I ale pacientilor cu LOAD prezinta un risc dublu
de aparitie al acestei boli pe durata vietii decat persoanele care nu au rude de gardul I
afectate de AD (87). In plus, AD apare mai frecvent in gemenii monozigoti decét in cei
dizigoti (88), ceea ce sugereaza o contributie genetica substantiala la aceasta tulburare.
in cel mai mare studiu despre dementa realizat pe gemeni, care a implicat 11884
participanti din Suedia cu varste de peste 65 de ani, au fost identificate 395 de perechi
de gemeni in care fie unul sau ambii gemeni aveau AD (88). Acest studiu a demonstrat
o ereditate de 58-79% pentru LOAD, in functie de modelul care a fost utilizat in analiza
datelor.

in 1993, doua grupuri independente de cercetitori au raportat o asociere intre
alela ¢4 a apolipoproteinei E (APOE) si AD (89,90). APOE-¢4 are cel mai puternic
impact asupra riscului de a dezvolta LOAD. Gena APOE este situatd pe cromozomul
19, este formata din 4 exoni si codifici APOE (299 de aminoacizi) care actioneaza ca
un transportor de colesterol in sdnge si creier (2,91). Fiecare persoand mosteneste de la
fiecare parinte una dintre cele trei izoforme ale genei (APOE-¢2, €3 sau ¢4). Forma &3
este cea mai comuna urmatd de &4 si ¢2, ultima fiind rar intalnitd. Purtatorii alelei ¢4
prezintd un risc mai mare de a dezvolta AD comparativ cu cei care au alela €3, in timp
ce purtatorii alelei €2 ar putea reduce riscul de aparitie al bolii (2). Homozigotii cu alela
€4 a genei APOE dezvolta AD la o varstd mai mica fatd de heterozigoti. Genotiparea
APOE nu este specifica si sensibild, insa poate avea un rol adjuvant in realizarea unui
diagnostic al AD in cazul persoanelor care prezinta simptome clinice (92). Spre
deosebire de mostenirea unei mutatii genetice care provoacad AD, mostenirea genei
APOE-¢4 nu garanteazd faptul cd o persoand va dezvolta aceastd boala (2,92).
Mecanismele care guverneaza toxicitatea APOE in tesutul cerebral nu sunt pe deplin
elucidate. Unele mecanisme propuse includ: toxicitatea specificd izoformei, agregarea
AP mediata de APOE-¢4 si hiperfosforilarea proteinei tau mediatd de APOE-¢4 (91).
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1.4.2. Factori de risc non-genetici

1.4.2.1. Virsta

Varsta este unul din cei mai importanti factori de risc, intrucat marea majoritate
a persoanelor cu AD au peste 65 de ani. Procentul persoanelor cu dementd Alzheimer
creste dramatic odatd cu varsta: 3% din persoanele cu varsta cuprinsa intre 65 si 74 de
ani, 17% din persoanele cu varsta cuprinsd intre 75 si 84 de ani si 32% din persoanele
cu varsta de peste 85 de ani prezintd dementd Alzheimer (93). Este important de
remarcat faptul cd AD nu este o parte normald a procesului de imbatranire (94), iar varsta
inaintata nu este suficientd pentru a provoca dementa Alzheimer (2).

1.4.2.2. Istoricul familial

Un istoric familial al AD nu este necesar pentru ca un individ sa dezvolte boala.
Cu toate acestea, persoancle care au un pdrinte, frate sau sord cu AD sunt mai
susceptibili de a dezvolta boala fatd de cei care nu au nici o ruda de gradul intdi cu AD
(95). Cei care au mai mult de o ruda de gradul intdi cu AD prezintd un risc si mai mare
(2). Un studiu amplu, bazat pe populatie, a constatat ca a avea un parinte cu dementa
creste riscul independent de factorii de risc genetici cunoscuti, cum ar fi APOE-¢4 (96).

1.4.2.3. Diabetul de tip 2

in studiile observationale, s-a constatat ci diabetul de tip 2 (T2D) aproape
dubleaza riscul de AD. Mecanismele care asociaza T2D si LOAD nu sunt cunoscute,
dar ar putea include mecanisme cerebrovasculare si non-cerebrovasculare (97). Diabetul
de tip 2 este un factor de risc pentru accidentul vascular cerebral si este insotit de alti
factori de risc vasculari, inclusiv hipertensiune si dislipidemie. Observatiile din studiile
de patologie conform carora T2D este asociat cu infarcte, dar nu patologia AD la
persoanele cu LOAD, sugereaza cd prezenta infarctelor poate reprezenta mecanismul
principal care leaga T2D de LOAD (84).

1.5. Tratament

Niciunul dintre tratamentele farmacologice (medicamente) disponibile astazi
pentru AD nu poate incetini sau opri deteriorarea si distrugerea neuronilor care cauzeaza
simptomele AD si care face ca aceastd boald s fie letald. Agentia Americand pentru
Alimente si Medicamente (US FDA) a aprobat cinci agenti terapeutici pentru
tratamentul AD printre care se enumara galantamina, donepezilul si tacrina (in prezent
tratamentul este intrerupt in SUA). Aceste medicamente imbunatitesc temporar
simptomele prin cresterea cantitatii de neurotransmitatori din creier, dar nu modifica
evolutia bolii. Eficacitatea acestor medicamente variaza de la o persoana la alta si are o
durata limitata (98,99).
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1.5.1. Inhibitori ai colinesterazei

Inhibitorii colinesterazei sporesc functia colinergici in AD la nivelul
neuronului colinergic postsinaptic. Aceastd clasa farmaceutica reduce degradarea ACh
indusa de acetilcolinesteraza (AChE) in spatiul sinaptic, creste timpul de persistenta a
ACh 1in spatiul intrasinaptic si faciliteazd interactiunea dintre ACh si receptorii
colinergici postsinaptici. Inhibitorii de colinesteraza sunt utilizati in primul rand ca
tratament simptomatic pe termen lung pentru AD. Dovezile obtinute in urma studiilor
stiintifice fundamentale, studiilor clinice (100) si de imagistica (101) au sugerat ca
inhibitorii de colinesteraza ar putea reduce prelucrarea APP si s asigure un anumit grad
de neuroprotectie (102,103).

1.5.1.1. Tacrina (tetrahidroaminoacridin)

Tacrina (9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacridin, THA) a fost descrisd in 1961 ca un
inhibitor reversibil al AChE si butirilcolinesterazei (BuChE). Acesta a fost primul
medicament aprobat de Agentia Americand pentru Alimente si Medicamente (in 1993)
ca tratament pentru forma usoara si moderata a AD. Cu toate acestea, efectele secundare
grave, cum ar fi hepatotoxicitatea, au dus la retragerea sa de pe piata (98,99). THA
inhiba AChE si determina o crestere a nivelului de ACh prin prevenirea hidrolizei dupa
eliberarea acesteia in sinapse. THA Imbunatiteste functiile cognitive si deficitele
comportamentale la pacientii cu AD la o doza de 80 pana la 160 mg/zi. Similar cu
fizostigmina, THA este un puternic inhibitor al AChE si BuChE cu o concentratie
inhibitorie maxima 50% (ICso) de 10”7 M, dar provoaci hepatotoxicitate. In plus, timpul
de Injumatatire scurt (3-5 ore) al acestui medicament necesita administrarea unei doze
zilnice de 4 ori mai mare care poate fi intoleranta pentru unii pacienti (104). Totusi, un
numar mare de pacienti (aproximativ 50% dintre pacientii tratati cu THA) au fost retrasi
din studiile clinice, din cauza cresterilor nivelurilor de transaminaze asociate cu
administrarea de THA (98,105).

1.5.1.2. Donepezil

Donepezilul (DNP) este un medicament anticolinesterazic reversibil, selectiv
aprobat de US FDA. Este un medicament mai eficient decat THA, cu o selectivitate de
1000 de ori mai mare pentru AChE decat pentru BuChE (98,106). Se ataseaza in mod
reversibil, inactiveazd colinesterazele, previne hidroliza ACh si creste concentratia
acestui neurotransmitator in sinapsele colinergice. Rata de eliminare este scazuta, iar
timpul de injumatatire plasmatic este ridicat (70 ore). Acest medicament necesitd o
administrare zilnica si s-a dovedit a fi mai bun decat THA si fizostigmina (98,104). DNP
este un medicament bine tolerat, nsd exista cateva efecte secundare minore, cum ar fi
greatd, varsaturi, constipatie, diaree, ameteli si insomnii (98).
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1.5.1.3. Galantamina

Galantamina (GAL) este un alcaloid tertiar izolat din Galanthus nivalis L.
(Amaryllidaceae). Acest compus prezintd un mecanism dual unic asupra sistemului
colinergic deoarece actioneaza ca un inhibitor competitiv, selectiv si reversibil al AChE
si este un modulator pozitiv alosteric (PAM) al receptorilor nAChRs, Tmbunatatind
functia colinergica si memoria la pacientii cu AD (98,99). GAL prezinta efecte mai slabe
dar mai putin toxice decat THA si fizostigmina (99). Studiile clinice randomizate
multicentrice au aratat ca acest medicament este bine tolerat si imbunatateste
semnificativ functia cognitiva la pacientii cu AD (98,107). Este bine absorbita atunci
cand este administratd pe cale orald si prezintd o selectivitate de 50 de ori mai mare
pentru AChE fata de BuChE (98). Functia cognitiva a fost imbunatatita la pacientii cu
AD cérora li s-au administrat pe cale orald 5 mg de GAL, de 3 ori pe zi timp de 2-3 luni.

1.6. Factori cognitivi, antioxidanti si inflamatori in boala Alzheimer

1.6.1. Neuropeptidul Y

Neuropeptidul Y (NPY), o peptida de 36 de aminoacizi cu mai multe resturi de
tirozind izolata pentru prima datd de Tatemoto et al. (1982) din creierul de porc, este
exprimata in intregul corp, inclusiv in creier. NPY a fost implicat in reglarea functiilor
biologice si patofiziologice importante, cum ar fi tensiunea arteriald, secretiile
neuroendocrine, comportamentul de  hranire, excitabilitatea  neuronala,
neuroplasticitatea si memorie (109). Dovezile indica o pierdere a NPY in hipocampul si
cortexul cerebral al pacientilor cu AD (110,111), care rezultd probabil dintr-o
neurodegenerare raspanditd care apare in aceste regiuni cerebrale, odata cu evolutia
bolii. Reducerile nivelurilor de NPY in plasmé, LCR si creierul pacientilor cu AD au
starnit interesul pentru relatia acestui neuropeptid cu AD (112,113). Curand dupa aceea,
a fost descrisd o corelatie negativa intre nivelurile NPY din LCR si durata bolii (114).
In paralel, s-a constatat ¢ neuronii corticali care exprima NPY sunt grav deteriorati in
timpul AD (110).

1.6.2. Factorul neurotrofic derivat din creier

Factorul neurotrofic derivat din creier (BDNF) este un membru important din
familia neurotrofinelor de factori de crestere, impreuna cu NGF si neurotrofinele 3, 4/5
si 6. Acesta regleaza supravietuirea, diferentierea si plasticitatea neuronald prin
activarea receptorului tirozin kinazei B (TrkB) si a receptorului cu afinitate mica pentru
neurotrofine p75NTr (115). Semnalizarea redusa a BDNF prin TrkB duce la deteriorarea
memoriei spatiale (115,116), in timp ce supra-expresia TrkB imbunatiteste memoria
(117). S-a constatat cd nivelurile de ARNm si proteina BDNF sunt reduse in probele de
creier prelevate post-mortem de la pacientii cu AD (115,118). in studiul elaborat de
Peng et al. (2005), s-a ardtat ca nivelurile reduse de BDNF au fost raportate deja in
stadiul de MCI al bolii si ca sunt corelate cu functia cognitiva. De asemenea, pe langa
nivelurile scazute de ligand, in unele rapoarte s-au constatat niveluri scazute de ARNm
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si proteina TrkB in creierele afectate de AD, dar neschimbate in altele (120). In schimb,
s-a constatat ca nivelurile receptorului truncat TrkB.T1 sunt crescute (120).

1.6.3. Proteina timpurie de raspuns la crestere 1

Proteina timpurie de raspuns la crestere 1 (EGR1) mediazd efectele
experientelor timpurii ale vietii asupra vulnerabilitatii sau rezistentei AD. EGR1 este un
factor de transcriere care este implicat puternic in procesele care stau la baza activitatii
neuronale, de la neurotransmisie si plasticitate sinapticd la procese de ordin superior,
cum ar fi invatarea si memoria, si la raspunsul la stres emotional si recompensa (121).
Expresia EGR1 este indusd in neuroni de plasticitatea sinaptica dependentd de
activitatea de invatare. Expresia EGRI prezintd un interes deosebit in modelarea
rezervei cerebrale in AD, deoarece este supra-exprimat in timpul stadiilor non-
simptomatice ale AD, dar nu si In cele simptomatice (122,123), si are o expresie scazuta
in soarecii batrani cu deficite cognitive (124,125). Efectele EGR1 pot contracara
toxicitatea sinapticd mediatd de AP. La pacientii cu patologie AD, dar care nu prezinta
declin cognitiv, EGR1 poate fi supra-exprimat pentru a creste plasticitatea sinaptica ca
o tentativa de a compensa neuropatologia indusd de AP. Dupa ce a fost atins un anumit
prag, EGR1 nu mai este capabil sa compenseze suficient, avand 1n vedere consecintele
sinaptotoxice ale AP. Prin urmare, se presupune ca deteriorarea cognitivd asociatd
stadiului simptomatic al AD incepe (121).

1.6.4. Proteina asociata citoscheletului reglat prin activitate

Mai multe potentiale gene tinta ale EGR1 au fost implicate in vulnerabilitatea
AD, printre care se enumera si gena de raspuns imediat ARC (ARG3.1) care codifica
proteina asociatd citoscheletului reglat prin activitate (ARC) si care este activatd de
expresia EGR1 (126). ARC este esentiald pentru consolidarea memoriei (127) si este
exprimata abundent In dendrite, densitatea postsinaptica (128) si nucleu (129). ARC este
o proteind post-sinaptica specificd neuronului, care este exprimata selectiv in neuronii
pozitivi pentru CaMKII (130). O serie de descoperiri sugereaza ca Arc poate contribui
la deficitele cognitive si la modificarile plasticitatii sinaptice dependente de AP prezente
in AD. De fapt, s-a demonstrat ca formele oligomerice ale AP induc expresia Arc (131).
Legarea sinaptica a AP a fost capabila sa inducd o expresie continud a Arc in cateva
minute, ducand la difuzia ectopica a proteinei de-a lungul dendritei (131). Intrigant este
faptul ca unele modele de soareci ale AD prezintd o scadere a numarului de celule care
exprima Arc din cortex (132), o expresie redusd a ARNm care codifica Arc In urma unui
comportament explorator (132,133) si niveluri scazute de ARNm al proteinei Arc in
regiunile creierului care contin AP (134). Luand in considerare toate aceste date, se
sugereaza ca expresia raspandita a proteinei Arc din cauza expunerii acute la Af ar putea
fi paraleld cu reducerea semnalizarii Arc la animalele transgenice care supra-produc
continuu A. Deteriorarea sinaptica in stadiu timpuriu poate fi explicatd prin scaderea
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dependenta de varsta a expresieit ARNm al proteinei Arc si, prin urmare, modificarea
transportului dendritic la unii soareci transgenici (125).

1.6.5. Factorul nuclear 2 legat de factorul eritroid 2

Factorul nuclear 2 legat de factorul eritroid 2 (NRF2) este un factor de
transcriere care regleaza expresia genelor implicate In protectia celulard impotriva
deteriorarilor cauzate de agentii oxidanti, electrofili si inflamatori si In mentinerea
homeostaziei functiei mitocondriale, a statusului redox celular si a proteinelor (135). S-
a raportat ca expresia nucleara a NRF2 este scazutd in AD si o meta-analiza recentd a
seturilor de date cu cipuri ADN (eng/. microarray) a identificat 31 de gene ale
elementelor de raspuns antioxidant (engl. antioxidant response elements, ARE) cu
expresie redusi la pacientii cu AD (136). in mod similar, la modelele transgenice de
soarece ale AD, s-a demonstrat cd pierderea NRF2 creste nivelurile de AP si proteind
tau fosforilata (137,138), creste activarea gliald, markerii stresului oxidativ si
neurodegenerarea si exacerbeaza declinul cognitiv (137). In schimb, s-a dovedit ci
activarea NRF2 este beneficd in modelele de AD. Un studiu recent a constatat ca
activarea NRF2 de catre sulforafan reduce secretia de amiloid si normalizeaza eliberarea
de citokine de catre astrocitele afectate de AD derivate din celule stem pluripotente
umane (139).

1.6.6. Interleukina-1

Existd dovezi clinice si preclinice care aratd ca citokina inflamatorie
interleukina-1B (IL-1B) joaca un rol central in inducerea neuroinflamatiei patogene a
AD (140,141). Exista o expresie crescutd a IL-1f in microgliile care se grupeaza in jurul
placilor amiloidice la modelul de soarece APPSwe/PS1AE9 (APP/PS1) al AD (141), si
soarecii la care lipseste antagonistul endogen al receptorului IL-1 prezintd o activare
microgliald crescutd si deteriorare neuronald dupd injectia intracerebroventriculara
(i.c.v.)a AP (142). De asemenea, dovezile sugereaza ca IL-1p poate afecta in mod direct
atat amiloidogeneza cat si tautopatia, evenimente importante in patogeneza AD. S-a
demonstrat ca IL-1p poate creste expresia de APP si productia de AP in astrocite (143)
si poate induce fosforilarea proteinei tau prin calea MAPK-p38 pentru a forma NFTs
(144). Mai mult decat atat, utilizind un model animal al AD (soarece cu gena pentru
amid-hidrolaza acidului gras inactivati — SXFAD/FAAH™), Aparicio et al. (2018) au
demonstrat o crestere a nivelurilor de ARNm a mai multor citokine importante, inclusiv
IL-1P, care a fost asociatd cu o scadere semnificativdi a APP, a placilor neuritice
imbogitite cu amiloid, precum si a nivelurilor de AP0 si ABi42. In cele din urma, acest
mediu inflamator intensificat a fost acompaniat, in mod paradoxal, de o scadere a
astrocitozei si microgliozei si de o performanta comportamentald imbunatatita asociata
memoriei (145).
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CAPITOL 2. NICOTINA SI DERIVATII NICOTINICI

2.1. Nicotina

Nicotina (NIC, (S5)-3-(1-metil-2-pirolidinil)-piridina) este un alcaloid prezent
in frunzele plantei de tutun (Nicotiana tabaccum L.), unde reprezintd pana la 2-8% din
masa uscata a frunzelor si Intr-un grad mai scazut la alte plante din familia Solanaceae
precum vinete, tomate si cartofi unde actioneaza ca insecticid natural (146).

2.1.1. Proprietitile chimice si farmacologice ale nicotinei

Din punct de vedere chimic, NIC este un compus heterociclic alcatuit dintr-un
inel piridinic si unul pirolidinic (fiecare inel fiind o aminad tertiard), are un centru activ
(apare ca stereoizomeri R si S) si este relativ solubila in apa. Cu toate acestea, se separa
preferential in solventi organici, putind fi astfel usor de extras din solutii apoase. Doar
0,1-0,6% din continutul total de NIC din tutun apare sub forma izomerului (R), in mare
parte fiind prezent izomerul (S). in stare pura, compusul este un lichid de culoare galben-
pal sau maro-inchis si atunci cand este incdlzit capata un miros de peste. Alcaloidul este
o0 baza slaba, cu punctul de topire de -79°C si cel de fierbere de 247°C (147). Valoarea
constantei de aciditate (pKa) a atomului de azot din nucleul piridinic este de 3,04, in
timp ce valoarea pKa a azotului pirolidinic este de 7,84 la 25°C. Cu aceste caracteristici,
aproximativ 23% din NIC este neionizata la pH fiziologic si astfel, este capabild sa
traverseze rapid membranele biologice (146,148). Absorbtia NIC poate avea loc prin
cavitatea bucala, piele, plamani, vezica urinara si tractul gastrointestinal. Un factor cheie
care regleaza traficul NIC prin membranele biologice este reprezentat de pH-ul mediului
(146). In mediu acid, NIC este in stare ionizati si nu traverseaza rapid membranele. De
exemplu, din cauza pH-ului acid al sucului gastric, NIC este absorbitd in cantitati mici
atunci cand este inghitita si ajunge in stomac. Fumul de tutun care rezulta din pipe si
trabucuri este mai alcalin (pH>6,5) si ca rezultat, NIC este In mare parte neionizata, fiind
bine absorbita in cavitatea bucald (146,149). Fumul de tutun din tigéri este mai acid
(pH=5,5-6) si reduce dramatic absorbtia NIC din cavitatea bucald (deoarece NIC este
ionizata la acest pH) astfel incat, fumatorii trebuie sd inhaleze fumul de tigard in
plamani. Principala cale de absorbtie a NIC este prin intermediul alveolelor pulmonare.
Fluidul alcalin (pH=7,4) de pe suprafata interioara a plamanilor poate tampona fumul
acid la un pH neutru pe suprafata mare a alveolelor, permitand NIC sa fie absorbita in
circulatia pulmonara (plamanii pot de asemenea sa actioneze ca un depozit pentru NIC)
(146,149).

2.1.2. Efectele cognitive ale nicotinei

Sistemul nicotinic colinergic din creier este implicat in mai multe aspecte ale
unor boli mintale importante, cum ar fi AD, boala Parkinson (PD), tulburarca
hiperactiva cu deficit de atentie (ADHD) si schizofrenie. Atat studiile clinice ct si cele
efectuate pe animale sustin rolul receptorilor nAChRs in invatare, memorie si cognitie.

17



NIC este agonistul prototipic al receptorilor nAChRs, care ar putea imbunatati cognitia
prin efecte directe asupra atentiei si prin interactiunea cu receptorii nAChRs presinaptici
pentru facilitarea eliberarii neurotransmitdtorilor care sunt implicati in memorie si
invatare: ACh, glutamat, dopamind, norepinefrina, serotonind si GABA. Mai multe
studii au demonstrat ca NIC sporeste atentia si imbunatateste procesul de invéatare. De
asemenea, s-a demonstrat cd NIC si derivatii nicotinici prezinta efecte neuroprotective,
care sunt probabil mediate de stimularea receptorilor a7 nAChRs. Pentru evaluarea
performantelor cognitive, acest alcaloid a fost administrat prin plasturi si injectie
pacientilor cu tulburari cognitive. Aceasta strategie a fost folosita pentru demonstrarea
eficacitatii tratamentului cu NIC in mai multe populatii diferite, inclusiv adulti normali
nefumatori, pacienti cu AD, pacienti schizofrenici, si adulti cu ADHD. De asemenea,
modelele animale au fost utilizate pentru a determina eficacitatea tratamentului cu NIC
in vederea Tmbunatatirii functiilor cognitive si pentru a determina mecanismului de
actiune al acestui alcaloid. In cele din urma, studiile clinice si cele pe animale au furnizat
informatii pentru dezvoltarea tratamentelor bazate pe NIC pentru disfunctia cognitiva
(150).

2.1.3. Efectele nicotinei in neuroinflamatie

Studiile preclinice au ardtat ca administrarea de NIC reduce neuroinflamatia in
creier (151). Aceasta actiune poate fi mediata de efectele administrarii sistemice de NIC
in prevenirea proliferarii celulelor T in tesutul periferic si infiltrarea acestora in creier.
in plus, NIC modifica productia de TNF-a, IL-18, IL-6, MIP-2/CXCL2, MIP 10/CCL3
si eotaxind/CCL11 in celulele T helper (celule Th). Toti acesti factori pot defavoriza
inflamatia (151-153). Microgliile sunt macrofagele rezidente ale creierului si servesc la
medierea imunitatii inndscute a sistemului nervos. Studiile au demonstrat cd
administrarea de NIC scade activarea microgliilor intr-un mod semnificativ. Avand in
vedere cd degenerarea neuronilor colinergici odata cu inaintarea in varsta este insotita
de o activare sporitd a microgliilor, acest lucru sugereaza un mecanism de neuroprotectie
(154). In plus, NIC reduce producerea anumitor citokine inflamatorii (cum ar fi IL-6 si
TNF-a) in astrocite, defavorizand astfel neuroinflamatia din creier (155).

2.1.4. Efectele nicotinei asupra p-amiloidului

Dovezile acumulate au aratat ca atat tratamentul cu NIC pe termen scurt cat si
cel pe termen lung reduce semnificativ depunerile de AP si acumularile de placi in
creierul soarecelui transgenic (156). Aceasta reducere a densitétii placilor de AP include
atat depunerile parenchimale cat si cele vasculare. Au fost raportate mai multe
mecanisme responsabile de acest fenomen. in special, administrarea de NIC creste
cantitatea totala de APP in LCR care probabil defavorizeaza amiloidogeneza datorita
intensificarii procesului de eliminare. Cu toate acestea, nu este clar daca efectele NIC
asupra elimindrii AP sunt directe (157) sau asociate cu cresterea fluxului LCR. De
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asemenea, NIC poate favoriza descompunerea fibrilelor amiloidice, interferand astfel in
acumularea placilor de AP (20,158). Functiile colinergice imbunatatite de catre
agonismul NIC fatd de receptorii nAChRs ar putea, de asemenea, sa contribuie la
reducerea depunerilor de AP cu implicarea particulara a receptorilor din subtipul a7. S-
a sugerat ca o interactiune directd intre A si receptorii a7 nAChRs are ca rezultat
cresterea activarii MAPK indusd de AP si ulterior, fosforilarea proteinei receptoare
pentru legarea AMPc (CREB) cu efect de atenuare, in aval, a depunerilor de AP
(20,159).

2.1.5. Efectele nicotinei asupra stresului oxidativ

Desi proprietatile NIC 1n ceea ce priveste stresul oxidativ i neuroprotectie sunt
controversate si ar putea fi complicate de curbele doza-raspuns sub forma de U inversat
(18,160), mai multe studii au raportat efectele antioxidante ale NIC asupra tulburarilor
neurodegenerative cum ar fi AD si PD (161,162). S-a demonstrat ca administrarea de
NIC, in anumite circumstante, poate reduce peroxidarea lipidica indusa de ROS in vivo
si in vitro (18,163). Acest lucru poate rezulta din capacitatea NIC de a chelata Fe** prin
atomul de azot din nucleul piridinic si astfel, sa inhibe reactia Fenton care este implicata
in formarea radicalilor liberi de hidroxil (163). Alte studii au confirmat capacitatea NIC
de a chelata fierul si de a preveni reactia Fenton si, de asemenea, s-a sugerat ca NIC se
poate lega de Fe?* din enzima pro-inflamatorie tromboxan-sintaza impiedicand astfel
functionarea acesteia (161,164). Aceste studii contradictorii pot reflecta o multitudine
de factori implicati, cum ar fi doza de NIC (ridicatda sau scazutd), alegerea
enantiomerului si efectele specifice regiunii cerebrale (18,165). S-a constatat ca efectele
NIC asupra stresului oxidativ sunt dependente de doza, intrucat se pot observa efecte
antioxidante la doze mici (10 uM) si o exacerbarea a stresului oxidativ la o doza mare
(1 — 10 mM) (18). Cu toate acestea, se pare ca o concentratie de NIC de 0,8 uM a fost
suficientd pentru a induce stresul oxidativ (166). Mai mult decat atat, s-a raportat ca
modificarile induse de NIC in expresia unor gene asociate sistemului antioxidant difera
intre regiunile creierului (165).

2.2. Cotinina
Cotinina (COT, (S)-1-metil-5-(3-piridinil)-2-pirolidinond) este un alcaloid
identificat in frunzele plantei de tutun si principalul metabolit al NIC. Aproximativ 80%
din NIC este metabolizata in ficat si transformata in COT prin enzimele citocromului
P450 2A6 (CYP2A6) si citocromului P450 2A5 (CYP2AS) la om si respectiv la soarece
(167,168).

2.2.1. Proprietitile farmacologice ale cotininei

Forma fiziologic activa a COT, izomerul S-(-), se acumuleaza in organism ca
urmare a expunerii la tutun. Rata metabolica a sintezei COT este determinata genetic.
De exemplu, s-a demonstrat cé indivizii care exprima o forma trunchiatd de CYP2A6
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(adica, CYP2A6*4) produc niveluri mai scidzute de COT comparativ cu indivizii care
exprima alela normald (169). Alelele care exprimad formele polimorfe ale genei care
codifica CYP2A®, cu activitate enzimaticad scdzutd sau Tnaltd, sunt distinct reprezentate
in diferite grupuri etnice. Expresia distincta a diferitelor forme ale CYP2A6 poate
explica metabolismul variabil al COT observat la persoane de diferite origini etnice
(170). Pe langa factorii genetici, consumul de alimente poate influenta, de asemenea,
productia de COT (170), deoarece s-a demonstrat ca sucul de grepfrut inhibd activitatea
CYP2AG6 (146).

Desi este mai putin eficientd decat NIC in traversarea BBB (171,172), COT
este aproape complet absorbitd cand este administratd oral. Profilul farmacocinetic al
COT administratd oral sau intravenos a fost investigat la om. in ciuda similaritatii
structurale cu NIC, COT are proprietati farmacologice diferite. COT este de 100 de ori
mai putin toxica decat NIC, are un ti» mai indelungat (20-24 de ore comparativ cu 2 ore,
ti2 al NIC) si nu provoaca dependenta la om (173). Aceasta discrepanta intre prezenta
scurtd si prelungitd a NIC si respectiv a COT in sange, sprijind argumentul conform
caruia COT ar putea sta la baza efectelor prelungite ale NIC in SNC.

2.2.2. Efectele cognitive ale cotininei

Intr-un studiu amplu realizat de Echeverria et al. (2011), impactul COT asupra
tulburarilor cognitive a fost evaluat la soarecii transgenici (Tg6799 5xFAD) care
dezvolta AD foarte rapid prin exprimarea a cinci mutatii care apar in AD familiala,
dintre care trei sunt in gena A PP (mutatia suedezd K670N si M671L, mutatia londoneza
V7171 si mutatia Florida 1716V) si doud in gena PSENI (M146L, L286V). Acesti
soareci prezintd multe caracteristici ale patologiei AD, inclusiv acumularea
intraneuronald de A, dezvoltarea de placi senile, reducerea nivelurilor de proteina de
densitate postsinaptica 95 (PSD95), proteina tau hiperfosforilata, deficite de memorie si
simptome non-cognitive, cum ar fi comportamentul asemandtor depresiei (175).
Tratamentul cronic cu COT (2,5 mg/kg, prin gavaj) administrat inainte si dupa
dezvoltarea AD a Tmbunatatit memoria de lucru si referintd. De asemenea, COT a
diminuat depunerea placilor de AP in cortex si hipocamp prin reducerea numarului si a
marimii acestora si prin scdderea nivelurilor de A insolubil (174,176). Mai mult decat
atat, tratamentul a stimulat activarea caii Akt si a inhibat GSK3p prin fosforilare,
sustinand astfel supravietuirea neuronala si plasticitatea sinapticd, procese care stau la
baza memoriei si Invatarii in hipocampul si cortexul soarecilor transgenici (174).
Ulterior, efectele COT au fost investigate si atunci cand tratamentul a fost administrat
la acelasi model de soarece, dar in stadii mai avansate ale dezvoltarii patologiei AD si
intr-o doza dubla. Astfel, Patel et al. (2014) au demonstrat ca COT amelioreaza efectele
patologiei asemanatoare AD prin Imbunatatirea performantelor memoriei spatiale si de
lucru in testul labirintului de apd cu brate radiale (RAWM) si prin reducerea
comportamentului asemandtor depresiei in testul inotului fortat a lui Porsolt. in
hipocampul si cortexul entorinal al soarecilor testati, s-a observat si un nivel scazut al
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incarcaturii cu AB. In plus, s-a constatat ca COT creste expresia PSD95 si astfel, poate
sustine plasticitatea sinaptica (177).

2.2.3. Efectul cotininei asupra neuroinflamatiei

Un studiu anterior efectuat pe culturi primare de monocite izolate din sdnge
uman, a demonstrat ca pre-tratamentul cu COT timp de doua ore a blocat rdspunsul
inflamator provocat de bacteriile Gram negative si a suprimat dramatic productia de
citokine precum TNF-o. COT a blocat mai mult de 80% din eliberarea citokinei TNF-a
indusa de Porphyromonas gingivalis. Acest efect a fost blocat de 0o—BTX (2 mg/ml)
sugerandu-se astfel cd acest efect anti-inflamator al COT este mediat de receptorii a7
nAChRs. Mai mult decat atat, s-a constatat ca efectul este dependent de activitatea PI3K
si este Insotit de activarea Akt si inhibarea GSK3p prin fosforilarea serinei din pozitia 9
(situs de fosforilare a Akt) (178). De asemenea, o activare similard a Akt si o inhibare a
GSK3p a fost identificatd in omogenatele de creier ale unor soareci transgenici tratati
cu COT (174). Efectul anti-inflamator al COT a fost independent de NF-kB dar a fost
insotit de stimularea eliberarii IL-10 (178). Efectele anti-inflamatorii ale COT au
implicat activarea receptorilor Toll-like (TLR).

2.2.4. Efectul cotininei asupra agregarii p-amiloidului

S-a demonstrat anterior ca COT poate inhiba atat oligomerizarea cat si
fibrilizarea A (174). Doua studii influente realizate in vitro, au aratat cad COT se leaga
de AP cu o afinitate ridicata (179) si inhiba agregarea acestuia in fibrile (180). Recent,
o analizd de microscopie de fortd atomicad efectuatd asupra procesului de formare a
fibrilelor de APi.42, in conditii care favorizeaza acest proces, cum ar fi temperatura
(37°C) si concentratia ridicata (interval milimolar), a confirmat ca COT inhiba agregarea
APBi42 in vitro. O analizd ulterioard a efectului COT asupra oligomerizarii ABio,
utilizand tehnici imunochimice, a aratat cd COT inhiba oligomerizarea APi.42 in vitro
(181).

2.3. 6-Hidroxi-L-nicotina

Mai multe specii bacteriene, inclusiv Paenarthrobacter nicotinovorans, sunt
adaptate sa utilizeze NIC drept unica sursa de carbon si azot. Abilitatea bacteriei Gram
pozitive, Paenarthrobacter nicotinovorans, de a degrada NIC se datoreaza unei cai
catabolice codificatd de magaplasmidul pAO1, descris anterior de Igloi si Brandsch in
2003. Prima reactie din calea de degradare a NIC este mediata de o enzima trimera
numitd nicotin-dehidrogenaza (NDH, EC 1.5.99.4) care hidroxileaza inelul piridinic al
D/L-nicotinei ducéand astfel la formarea 6-hidroxi-L-nicotinei (6HLN, (S)-5-(1-metil-2-
pirolidinil)-1H-2-piridinond) si respectiv a 6-hidroxi-D-nicotinei (6 HDN). Pe parcursul
metabolizarii NIC, 6HD/LN se acumuleaza temporar in mediul de culturd (28). Izomerul
L este in continuare dehidrogenat de 6-hidroxi-L-nicotin oxidaza (6HLNO, EC 1.5.3.5),
formandu-se astfel 6-hidroxi-metilmiosmina.
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2.3.1. Efectele cognitive ale 6-hidroxi-L-nicotinei

Doua studii anterioare au aratat cd 6HLN ar putea interactiona cu receptorii
nAChRs. Prin utilizarea unor experimente de andocare in silico, Hritcu et al., (2013) si
Mihasan et al. (2013) au evaluat potentialul 6HLN de a se atasa de proteina de legare a
acetilcolinei (AChBP, engl. Acetylcholine Binding Protein). Aceastd proteind este
produsa de celulele gliale ale melcului Lymnaea stagnalis si are proprietati
farmacologice similare cu subtipul homomeric a7 al receptorilor nAChRs. La momentul
publicarii celor 2 studii, AChBP era structura 3D model utilizata pentru a furniza detalii
cu privire la posibilul mecanism de actiune a diversilor liganzi ai receptorilor nAChRs.
Constatarile lor au sugerat ca 6HLN s-ar putea lega de receptorii nAChRs cu o afinitate
mai mare comparativ cu NIC, datorita unei legaturi suplimentare de hidrogen formata
intre gruparea hidroxil a 6HLN si reziduul Y185 din componenta receptorului. Acelasi
grup de cercetatori a evaluat efectele administrarii cronice de 6HLN asupra memoriei
spatiale la sobolani normali din rasa Wistar utilizand teste specifice dependente de
hipocamp, cum ar fi testul labirintului Y sau testul labirintului cu brate radiale. Memoria
spatiala, in special memoria pe termen scurt si cea de lucru, a fost imbunatatitd de
tratamentul cu 6HLN, fara a afecta memoria de lunga durata (182). Mai mult decat atat,
aceeasi parametri comportamentali au fost evaluati cand 6HLN a fost administrata la
sobolani cu deficite de memorie induse de scopolamind (SCOP) (184), un antagonist al
receptorilor muscarinici ai acetilcolinei, sau clorisondamina (CHL) (185), un antagonist
al receptorilor nAChRs. Tratamentul cu SCOP sau CHL la animalele de laborator este
frecvent utilizat pentru a induce un model experimental al AD. Administrarea de 6HLN
la sobolanii tratati cu SCOP sau CHL a imbundtatit memoria de lucru in testul
labirintului Y si ambele tipuri de memorie (memoria de lucru si de referintd) in testul
labirintului cu brate radiale. Acest lucru sugereaza cd 6HLN ar putea reprezenta o
alternativa terapeutica viabila pentru imbunatatirea memoriei (184,185).

2.3.2. Efectele 6-hidroxi-L-nicotinei asupra stresului oxidativ

Prima dovada a efectului antioxidant al 6HLN a fost demonstrata in vivo de
Hritcu et al. (2013). Acestia au masurat nivelul unor produsi rezultati in urma
peroxidarii lipidice, cum ar fi MDA, si au evaluat activitatea enzimelor de aparare, cum
ar fi SOD si GPX la sobolani masculi normali din rasa Wistar. Administrarea cronica
de 6HLN a crescut semnificativ activitatea specifica a enzimelor SOD si GPX si, de
asemenea, a scizut nivelul de MDA 1in cortexul temporal. in plus, proprietitile
antioxidante ale 6HLN si NIC au fost comparate prin metode computationale, modelarea
QSAR utilizata aratand ca 6HLN ar putea fi un antioxidant mai bun decat NIC (183).
Recent, s-a demonstrat cd 6HLN creste activitatea specificd a SOD, GPX si catalazei
(CAT) si diminueaza nivelul de MDA si glutation redus (GSH) din omogenatele de
hipocamp ai sobolanilor tratati cu SCOP sau CHL, sugerand astfel ca 6HLN ar putea fi
un compus puternic cu posibile aplicatii in terapia AD (184,185).
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CAPITOL 3. MODELE ANIMALE ALE BOLII ALZHEIMER

3.1. Modele de rozatoare ale bolii Alzheimer

Modelele animale joaca un rol important in cercetarea efectuata asupra AD.
Aceste modele animale ar putea sd nu reproducd cu precizie conditiile anatomice ale
bolii in creierul uman, dar din punct de vedere biochimic acestea sunt foarte
asemanitoare (186). In comparatie, modelele de soarece sunt considerate a fi mult mai
bune fata de cele nevertebrate din punct de vedere al functiilor motorii si de memorie,
neuroanatomiei si sistemului endocrin. Nu exista un model animal disponibil care sa
imite toate anomaliile cognitive, comportamentale, biochimice si histopatologice
observate la pacientii cu AD (187). Totusi, reproducerea partiala a neuropatologiei AD
si a deficitelor cognitive a fost realizata prin abordari farmacologice si genetice (188).
Un model eficient si acceptabil este acela care imita patologia bolii, care poate reproduce
complexitatea comportamentului uman la rozatoare si care poate duce la dezvoltarea
unei terapii mai sigure si mai eficientd (189). Semnele distinctive neuropatologice ale
AD sunt reprezentate de depozitarea extracelulara a placilor senile, formarea raspandita
a NFTs, neuroinflamatia cronicd si pierderea neuronilor colinergici. Astfel, aceste
situatii patogene trebuie sd fie imitate de diferite modele animale ale AD (187).
Modelele de rozatoare ale AD pot fi clasificate in modele spontane, induse chimic,
transgenice si alte tipuri diferite (190).

3.1.1. Modele spontane

Pierderea memoriei este o caracteristica principald a varstei Inaintate, prin
urmare, animalele in varstd pot servi ca un model natural al dementei si al deficitelor de
memorie. Modelele spontane au fost clasificate in doua tipuri: model de dementa indus
de Imbatranire (AID) si model de soarece cu senescenta accelerata (SAM) (190).

3.1.2. Modele induse chimic
Manipularea cailor neuronale centrale sau a neurotransmitatorilor prin mijloace
chimice formeaza baza acestor modele.

3.1.2.1. Deficite de memorie induse de scopolamina

Este bine documentat faptul ca sistemul colinergic joacd un rol central in
functia de memorie (191). Scaderea functiei sistemului colinergic central poate induce
aspecte ale dementei, cum ar fi pierderea memoriei si dezorientarea, asa cum este
observatd in AD (Chen et al., 2014). S-a sugerat ca pierderea neuronilor colinergici
apare de obicei in zonele creierului care sunt asociate cu memoria si invéatarea, cum ar
fi hipocampul, nucleul bazal a lui Meynert si cortex (193) si, prin urmare, estimarea
numarului si a vitalitatii neuronilor colinergici prin tehnica de colorare cu violet de crezil
(Nissl) la diverse modele animale sugestive pentru dementa poate avea o importanta
imensd pentru cercetarea in curs in acest domeniu. Se considerd cd o reducere a
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activitatii colinergice este asociatd cu deficite cognitive. Pacientii cu AD prezinta
pierderi semnificative de neuroni colinergici corticali si o deteriorare a functiilor
colinergice centrale (194). S-a demonstrat ca blocarea functiei colinergice centrale
induce pierderea memoriei (195). SCOP, un medicament anticolinergic bine-cunoscut,
este utilizata frecvent ca un medicament standard pentru deficite cognitive in scop
experimental. S-a raportat cd SCOP blocheaza situsurile de legare pentru ACh ale
receptorilor mAChRs in cortexul cerebral si are ca rezultat eliberarea excesiva a ACh
care dauneaza nervilor hipocampici si care cauzeaza deteriorari ale memoriei la soareci
intr-o maniera dependenta de doza (196).

3.1.2.2. Deficite de memorie induse de peptidul f-amiloid (Af)

Placile de AP reprezinta o caracteristicd a AD si s-a observat cd administrarea
peptidei AP induce pierderea memoriei (197). S-a demonstrat ca injectarea acuta sau
infuzia continud de AP 1n creier cauzeaza disfunctie cerebrala urmatd de
neurodegenerare si de deteriorarea memoriei si a Invatarii, semne similare cu cele din
AD (198). Infuzia de AP in cel de-al treilea ventricul al creierului de sobolan, timp de
14 zile, determina o acumulare a acestei proteine in diverse zone precum hipocamp si
cortex cerebral (188,199). Acest model este extrem de specific pentru examinarea
medicamentele utilizate in AD.

3.1.3. Modele animale transgenice

Asa cum s-a mentionat anterior, citeva mutatii genetice au fost asociate cu
modificarile patologice care au loc in creier pe parcursul AD familiald. Dar, pentru a
intelege progresia AD, cercetatorii au dezvoltat animale transgenice (soareci) care pot
exprima aceste proteine mutante (187). Cu ajutorul modelelor transgenice si naturale,
va fi utila extrapolarea informatiilor privind dezvoltarea si progresia bolii asemanatoare
cu AD la animale la ceea ce se intampla de fapt la om (200). Modelele transgenice pentru
AD utilizeaza animale modificate genetic pentru a obtine trasaturi care imita simptomele
AD. Acestea sunt generate fie prin modificarea compozitiei genetice, fie prin
modificarea genei pe pozitia specificd pe cromozom (187,200). AD poate fi modelata
usor la soarece. Modelul de sobolan transgenic nu este dezvoltat si acceptat pe scara
larga.

3.2. Modele de peste zebra ale bolii Alzheimer

Pestii zebra (Danio rerio) sunt mici, rezistenti la apa dulce, originari din India
si pastrati de obicei in acvariile de casa. Initial, ei au fost utilizati ca organism model
pentru studierea dezvoltarii vertebratelor. Cu toate acestea, in ultimul deceniu, modelul
de peste zebra a devenit din ce in ce mai folosit pentru investigarea unei mari varietati
de boli umane (201,202). Pestele zebra este un model de vertebrat remarcabil pentru
analiza completa a functiilor unice ale genelor, impreuna cu cdile de semnalizare ale
acestora in timpul dezvoltarii si neurodegenerarii (201,203). Astfel de studii au fost
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posibile deoarece, pestele zebra prezinta mai multe avantaje distincte care il fac un
model animal versatil fatd de alte modele de vertebrate. Datoritd simplitatii habitatului
lor natural, este mult mai usor ca pestii zebra sa fie mentinuti intr-un laborator decat sa
fie simulate conditiile esentiale pentru mamifere. Astfel, pestele zebra poate fi crescut
intr-un mod rentabil. Timpul scurt de reproducere al acestora (3-5 luni) sporesc ritmul
progresului experimental . Pestii zebra prezintd fertilizare externa, iar modul lor de
dezvoltare faciliteaza observarea si manipularea experimentald a embrionilor. in plus,
acestia depun un numar mare de oua, variind intre 200 si 300, asigurdndu-se astfel o
aprovizionare cu animale pentru lucrarile de cercetare (203). Unul dintre avantajele
unice ale pestelui zebra este reprezentat de claritatea optica inegalabild a embrionilor,
care permite vizualizarea genelor individuale (marcate fluorescent) pe tot parcursul
procesului de dezvoltare, prin tehnici imagistice non-invazive (203,204). Accasta
transparentd a embrionului ajutd la manipularile genice. Datorita dimensiunilor mici ale
larvelor, se poate efectua cu usurintd o selectie cu randament ridicat a compusilor
neuroactivi.

3.2.1. Similaritatea neuroanatomica

Cercetarile au aratat un nivel ridicat de conservare intre organizarea creierului
la pestele zebra si om (205). S-a raportat un grad mare de similaritate intre caile
neuroanatomice (203,206) si neurochimice (207) ale acestora. Paliumul medial, dorsal
si lateral al pestilor zebra este similar cu amigdala, izocortexul si respectiv hipocampul
de la alte vertebrate (203). Encefalul pestelui zebra cuprinde prozencefalul,
mezencefalul si rombencefalul (diencefal, telencefal si cerebel). Similar cu creierul
mamiferelor, creierul pestelui zebra adaposteste principalele circuite de
neurotransmitatori excitatori glutamatergici si inhibitori GABAergici (208) impreund
cu receptorii colinergici muscarinici (209). In plus, acestia au neurotransmititorii
GABA, glutamat, serotonind, dopamina, histamind, ACh (210) si enzimele necesare
pentru sinteza si metabolismul acestora (211,212). Similaritatea exista chiar si la nivel
celular, deoarece tipurile celulare precum astrocitele (213), microglia (214),
oligodendrocitele, celulele Purkinje din cerebel (215), neuronii motori (216) si cu
mielind (217), sunt similare cu celulele umane. Studiile suplimentare privind tiparele
neuronale din maduva spindrii la pestele zebra adult, diferentierea neuronald si
dezvoltarea retelei coloanei vertebrale stabilesc similaritatea lor cu vertebratele de ordin
superior (218).

3.2.2. Pestele ca model neurofarmacologic

Cercetatorii au investigat invatarea non-asociativa in cazul larvelor pestilor
zebra pe baza raspunsurilor cognitive si comportamentale ale AD. Larvele de sapte zile
dupa fertilizare au fost expuse la o serie de stimuli acustici, fatd de care larvele au
prezentat o reducere semnificativa a raspunsului de tresarire (219). Un alt grup a injectat
ApPi42 in ventriculul rombencefalului la embrionii pestilor zebrd la 24 de ore dupad
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fertilizare. Acestia au observat deficite cognitive semnificative la embrioni, cu o crestere
a nivelului de proteina tau fosforilata la reziduurile tinta ale GSK3p la larvele de 5 zile
dupa fertilizare (220). Embrionii de pesti zebra expusi la clorura de trimetiltin (TMT)
au prezentat toxicitate neurocomportamentald, in special apoptoza la nivelul cozii,
modulari ale raspunsului fotomotor si frecventei flexiunilor cozii (221). Foarte recent, a
fost dezvoltat un alt model farmacologic al AD prin adaugarea acidului okadaic (222).
S-a constatat ca atat placile de AP cat si fosforilarea proteinei tau cresc odata cu cresterea
concentratiilor de acid okadaic. De asemenea, au fost observate deficite de memorie si
invatare la acesti pesti (222). Pestii zebra tratati cu aluminiu in mediu acid au prezentat
un comportament asemanator conditiei AD in care, activitatea locomotorie a acestora si
capacitatea de invatare au fost abrogate (223). Mai mult decat atat, s-a raportat ca
injectia intraventriculara de APi.4> in creierul embrionului duce la pierderi de memorie
si deficite cognitive Tmpreuna cu o fosforilare crescutd a proteinei tau (220,224). Prin
urmare, pestele zebrda este un model puternic pentru cercetare in domeniul
neurofarmacologiei.

3.2.3. Pestele zebra ca model neurogenetic

3.2.3.1. Presenilinele

Genele implicate In FAD au fost studiate pe larg n ultimii 25 de ani insa,
intelegerea noastrd asupra functiilor normale ale acestora este incd departe de a fi
completd. Genele PSEN joaca roluri importante in dezvoltare. Pestii zebra (ca model
bine caracterizat pentru studiile de biologie a dezvoltarii) au fost utilizati pentru a
investiga functiile normale ale acestor gene. Genele psen! si psen2 sunt exprimate
ubicuitar la embrionii pestilor zebra (225,226) sugerand o functie importantd a acestor
gene in timpul dezvoltarii. Injectia de MOs pentru a reducere expresia genei presenilin,
a evidentiat fenotipuri similare si diferite in comparatie cu soarecii care au avut gena
pentru presenilind inactivatd (Psenl”). Soarecii Psenl”” mor in timpul dezvoltirii.
Pentru a depasi acest aspect, s-au dezvoltat modele de soareci cu gena Psen/ inactivata
conditional (227). Embrionii pestilor zebra injectati cu MOs care blocheaza traducerea
psenl, sunt viabili si prezintd fenotipuri similare (228,229) cu soarecii Psenl”, cum ar
fi formarea aberanta de somite si defecte ale cdii de semnalizare Notch (201,230). Este
interesant faptul ca un peste zebra mutant (descoperit prin TILLING) la care lipseste
activitatea Psenl este viabil. Acest peste mutant a fost utilizat pentru a studia sistemul
histaminergic al creierului (231). Acest sistem este esential in medierea functiilor
cognitive afectate in AD. Analiza numarului de neuroni histaminergici din creierul
pestilor zebra psenl” a aritat cd psenl din pestii zebrd este un reglator al dezvoltarii
neuronilor histaminergici (231). Acest peste mutant va fi un instrument valoros pentru
analiza suplimentard a functiei psen/ la pestele zebra (201).
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3.2.3.2. Proteina precursoare a p-amiloidului

Genele de la pestii zebra co-ortologe cu gena umana APP, appa si appb, au o
expresie raspanditad si suprapusd incepand cu jumadtatea perioadei de gastrulatie a
embrionului in curs de dezvoltare. La 24 de ore dupa fertilizare, ambele gene sunt
exprimate 1n prozencefalul in curs de dezvoltare si alte tesuturi, insa doar appb este
exprimat in maduva spinarii (232). Intr-un studiu realizat pe pesti zebra de Lee si Cole
(2007), o sectiune din secventa reglatoare a appb a fost fuzionatd cu GFP (gena pentru
proteina cu fluorescenta verde). Spre deosebire de alte studii de expresie, acestia au
observat expresia appb in vascularizatia in curs de dezvoltare a embrionilor. Recent,
Liao et al. (2012) au izolat integrari transpozonice de “prindere in capcand” a genei
(engl. gene trapping) care contineau secventa genei RFP (gena care codifica proteina cu
fluorescenta rosie) in genele appa si aplp2 (engl. amyloid beta precursor-like protein 2).
Capcanele genice au provocat fuziunea dintre RFP si domeniile extracelulare ale
ambelor proteine codificate (Appa si respectiv Aplp2). Proteinele fuzionate ale acestor
gene au fost acumulate in vascularizatie. Cu toate acestea, nu s-au detectat moleculele
de ARN matur ale acestor gene in celulele endoteliale ale vascularizatiei. in schimb, s-
au detectat molecule de ARN matur in celulele neuronale. Acest lucru sugereaza faptul
ca aceste proteine sunt sintetizate in celulele neuronale si apoi se acumuleazd in
vascularizatie (201).

3.2.4. Descoperirea de medicamente neurospecifice folosind modelul de peste
zebra

Au fost realizate mai multe abordari pentru descoperirea potentialilor compusi
terapeutici care exploateaza claritatea opticd a embrionilor si larvelor de peste zebra.
Datorita dimensiunii reduse a embrionilor si a larvelor, descoperirea de medicamente cu
un randament ridicat poate fi realizata folosind acest model (235). Pana in prezent, foarte
putine studii care au implicat descoperirea de medicamente neurologice au fost efectuate
la pestii zebra, majoritatea studiilor fiind efectuate in afara sistemului nervos. De
asemenea, evaluarea mai multor compusi psihoactivi a fost efectuata folosind pestele
zebrd (236,237). In ciuda faptului ci nicotina (238) si etanolul (239) afecteazi
dezvoltarea sistemului nervos, s-a observat ca amfetamina, cocaina, morfina, etanolul si
nicotina provoacd un comportament asociat anxietatii sau recompensei la pestii zebra
(203). S-a raportat ca nicotina prezintd efecte de imbunatatire a cognitiei intr-o
paradigma de invatare la pestele zebra (Levin et al., 2006).
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PARTEA EXPERIMENTALA
CAPITOL 4. MATERIALE SI METODE

4.1. Evaluarea performantelor cognitive ale sobolanilor

4.1.1. Cazarea si intretinerea sobolanilor

In acest studiu au fost utilizati aproximativ 70 de sobolani (Rattus norvegicus)
masculi adulti din rasa Wistar, ce au avut la inceputul experimentului, o varstd de 4 luni
si o greutate de 350 = 10 g. Sobolanii au fost achizitionati de la Unitatea de crestere a
animalelor de laborator, Institutul Cantacuzino din Bucuresti. Rozatoarele au fost
acomodate in laboratorul B108 din cadrul Unitatii utilizatoare de animale In scopuri
stiintifice ce apartine Facultatii de Biologie a Universitatii ”Alexandru loan Cuza” din
lasi. Laboratorul este controlat termic (temperatura este mentinuta constant la 220C),
are ciclu lumina/intuneric de 12 ore (incepand cu ora 8:00 dimineata), o umiditate de
50% si ventilatie artificiala.

Animalele au fost tratate in conformitate cu normele institutionale de bioetica
care sunt mentionate in Legea nr.43/2014 privind protectia animalelor utilizate in
scopuri stiintifice din Romania si toate procedurile au fost realizate in conformitate cu
Directiva 2010/63/UE a Parlamentului European si a Consiliului din 22 septembrie 2010
privind protectia animalelor utilizate in scopuri stiintifice.

4.1.2. Inducerea modelului amiloidic de dementa prin infuzia stereotaxicid a
fibrilelor de Ap2s3s in hipocampul de sobolan

Sobolanii au fost anesteziati prin administrarea i.p. a solutiei de pentobarbital
de sodiu (50 mg/kg, greutate corporald). Scalpul animalelor a fost tuns cu o masina
electrica si dezinfectat cu alcool iodat. Animalele au fost fixate in aparatul stereotaxic
cu nasul orientat la 11° sub planul zero si scalpul a fost ulterior sectionat pe linia mediana
cu un bisturiu pe o distantd de 2-2,5 cm. Tesutul conjunctiv care adera la periost a fost
indepartat identificindu-se astfel bregma si lambda. Craniul animalului a fost perforat
pana la duramater cu o freza dentara conform coordonatelor din atlasul stereotaxic a lui
Paxinos si Watson (2007): 1,5 mm lateral fata de linia mediana, 0 mm anterior-posterior
si 7,4 mm dorsoventral pe suprafata cortexului. Dupa perforarea craniului, a fost
introdus acul microseringii Hamilton si s-a administrat drept-unilateral si gradual (1
pL/min) un volum de 4 pL de solutie de AP»s35 0,5 mg/mL. La animalele din lotul de
control, s-a injectat solutie salind 1n locul celei de Af2s.35. Dupa administrarea solutiei
de AP, acul seringii a fost extras lent si s-a suturat tegumentul. Post-operator, s-a
administrat antibiotic pentru a evita posibile infectii. In urma operatiei chirurgicale,
sobolanilor li s-a acordat o perioada de repaus de doud saptamani si o atentie deosebita,
acestia fiind manipulati zilnic. Procentul de supravietuire a fost de aproximativ 95%.
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4.1.3. Repartizarea animalelor in loturi experimentale si administrarea
tratamentelor

Un numar total de 66 de sobolani a fost repartizat aleatoriu in 11 loturi
experimentale (6 animale/lot) conform tabelului 1. De asemenea, programul InVivoStat
v4.1.0 (242) si pachetul statistic bazat pe R au fost folosite pentru a confirma ca numarul
de 6 animale pe lot este adecvat pentru analiza statisticd. Pe baza unui prag de
semnificatie de 0,05, puterea de a detecta o modificare relevantd din punct de vedere
biologic de 20% fata de control este de 100%.

Dupa perioada de recuperare postoperatorie de doud saptimani, animalele au
fost pre-tratate timp de 7 zile prin injectie i.p. cu doze de 0,3 si 0,7 mg/kg (greutate
corporald, g.c.) de NIC, COT si 6HLN. Mai mult decat atat, acest tratament a fost aplicat
si in perioada efectudrii testelor comportamentale, cu 30 de minute nainte de
antrenament sau testare, pand in ziua eutanasierii (30 zile). Solutia de DNP a fost
administratd acut in doza unica de 5 mg/kg, g.c., i.p., cu 30 de minute Inainte de
efectuarea testului labirintului Y, testului de recunoastere a obiectului nou si testului
labirintului cu brate radiale. Solutia de BSP a fost administrata acut in doza unica de 1
mg/kg, g.c., i.p. cu 30 de minute inainte de efectuarea testului in cdmp deschis si testului
in labirintul 1n cruce suspendat. Solutia de IMP a fost administratd acut in doza unica de
10 mg/kg, g.c. cu 30 de minute Inainte de efectuarea testului inotului fortat.

4.1.4. Testele comportamentale utilizate pentru analiza performantelor cognitive
a sobolanilor tratati cu nicotina si derivati nicotinici

Comportamentul animalelor in testele cognitive a fost inregistrat cu o camera
video-digitala Logitech C922 Pro HD Stream, iar filmele au fost analizate utilizand
programul ANY-maze v6.3 (Stoelting Co., IL, SUA). Dupa efectuarea testelor
comportamentale, sobolanii au fost eutanasiati iar creierele intregi au fost indepartate.
Hipocampul a fost precis excizate si folosit mai departe pentru testele biochimice si
moleculare.

4.1.4.1. Testul labirintului Y

Memoria de recunoastere spatiald pe termen scurt si activitatea locomotorie au
fost evaluate utilizand testul labirintului Y dezvoltat de Jackson (1943) si modificat de
Boiangiu et al. (2020). Aparatul folosit este confectionat din Plexiglas si consta in trei
brate (35 cm lungime, 25 cm inéltime si 10 cm latime) notate A, B si C si o zona centrala
sub forma unui triunghi echilateral. La 30 de minute dupa injectia i.p. a nicotinei si a
derivatilor nicotinici, sobolanii au fost plasati la capatul unui brat si lasati sa se miste
liber prin labirint timp de 8 minute. Intrarea in brat a fost luatd In considerare atunci
cand toate membrele animalului erau situate in brat. Comportamentul de alternare
spontana reprezintd intrarea succesiva in toate cele trei brate (notata in seturi de triplete:
ABC, BCA, ACB, CAB, CBA si BAC). Comportamentul de alternare spontana reflecta
memoria spatiald de lucru, care este o formd de memorie pe termen scurt.
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Tabel 4.1. Repartizarea sobolanilor in grupurile experimentale, tratamentele si testele comportamentale aplicate

Lot N*  Administrare i.c.v. Administrare i.p. Testare comportamentali
Control (fals operat) 6 Solutie salind NaCl Solutie salina NaCl 0,9% Toate testele
P 0,9% ’ 770 comportamentale
APaszs 6 Suspensie AB2s-3s Solutie salind NaCl 0,9% Toate testele
comportamentale
Testul labirintului Y
Testul labirintului cu brate
DNP + APo2s.3s 6 Suspensie APas-3s Solutie DNP 5 mg/kg, g.c. radiale
Testul de recunoastere a
obiectului nou
IMP + AB2s.35 6 Suspensie AP2s.3s Solutie IMP 10 mg/kg, g.c. Testul inotului fortat
. . Testul in cadmp deschis
BSP + ABs.3s 6 Suspensie APas.zs Solutie BSP 1 mg/kg, g.c. Testul in cruce suspendat
. . Toate testele
NIC 0,3 mg/kg + ABos-35 6 Suspensie APas.3s Solutie NIC 0,3 mg/kg, g.c. comportamentale
. . Toate testele
NIC 0,7 mg/kg + AB2s-35 6 Suspensie APa2s.3s Solutie NIC 0,7 mg/kg, g.c. comportamentale
. . Toate testele
COT 0,3 mg/kg + APo2s-3s 6 Suspensie AB»s-3s Solutie COT 0,3 mg/kg, g.c. comportamentale
. . Toate testele
COT 0,7 mg/kg + APoszs 6 Suspensie AB2s-3s Solutie COT 0,7 mg/kg, g.c. comportamentale
6HLN 0,3 mg/kg + ABrsss 6 Suspensic ABas.ss Solutie 6HLN 0,3 mg/kg, Toate testele
g.c. comportamentale
6HLN 0,7 mg/kg + ABrsss 6 Suspensic ABas.ss Solutie 6HLN 0,7 mg/kg, Toate testele
g.c. comportamentale

N* — numar de animale



4.1.4.2. Testul in cdmp deschis

Pentru a controla posibilele efecte senzorimotorii induse de NIC si derivatii
nicotinici, a fost evaluat comportamentul sobolanilor in cadrul testului de explorare a
unui cdmp deschis (OFT). Campul deschis este reprezentat de o arend cu dimensiunile
de 72 cm x 72 cm, inconjurata de pereti 1nalti de 36 cm, aparatul fiind fabricat integral
din placaj de lemn. Podeaua arenei a fost impartitd in 16 patrate egale cu linii negre.
Animalele au fost plasate individual in centrul arenei si lasate sa exploreze arena timp
de 5 minute (245,246). O camera video digitala a fost pozitionatd deasupra arenei si a
fost utilizatd pentru a inregistra comportamentul in timpul testdrii pentru analiza
ulterioara. S-au nregistrat o serie de parametri, inclusiv: numarul de linii traversate,
numarul de intréri in patratul central, timpul petrecut in patratul central etc.

4.1.4.3. Testul de recunoastere a obiectului nou

Testul de recunoastere a obiectului nou (NOR) utilizeaza preferinta naturald a
sobolanilor sau a soarecilor pentru obiectele noi si este utilizat pentru a evalua
modificarile cognitive la modelele animale ale unor tulburéri de dezvoltare a sistemului
nervos si neurodegenerative sau cele induse de anumite medicamente (246). La 24 de
ore de la explorarea In OFT, sobolanii au fost antrenati si evaluati in testul NOR.
Evaluarea comportamentului in testul NOR a avut loc in aceeasi arena utilizata pentru
OFT. Astfel, explorarea arenei in OFT a fost considerata ca fiind sesiunea de habituare
(To) in testul NOR. Testul NOR a fost impartit in doua sesiuni, a cate 5 minute fiecare:
sesiunea de familiarizare (T:) si sesiunea de testare sau de alegere (T2). Pe parcursul
sesiunii T;, animalul a fost lasat liber sa exploreze doud obiecte identice care au fost
plasate n doua colturi opuse ale aparatului, iar in timpul sesiunii T, unul dintre obiecte
a fost inlocuit cu un obiect nou, necunoscut. La sfarsitul sesiunii Ti, sobolanii au fost
plasati Tnapoi in cusca de cazare, iar dupd 4 ore s-a efectuat sesiunea T». Acest test se
bazeaza exclusiv pe dorinta Inndscuta a rozatoarelor de a explora obiectul nou fatd de
cel familiar. Astfel, o rozéatoare care isi aminteste obiectul familiar (F) va petrece mai
mult timp explorand obiectul nou (N).

4.1.4.4. Testul labirintului in cruce suspendat

Labirintul in cruce suspendat (EPM) este utilizat frecvent pentru studierea
nivelului de anxietate la rozatoare (247). EPM a fost utilizat pentru a evalua efectele
anxiolitice sau anxiogene ale NIC si a derivatilor nicotinici. Aparatul constd in 4 brate
din Plexiglas dispuse in forma de "+ si o zona centrala cu dimensiunile de 10 cm x 10
cm. Doua brate sunt deschise si au dimensiunile de 50 cm x 10 cm (lungime x latime),
iar celelalte doud sunt inchise de pereti cu indltimea de 40 cm. Labirintul este ridicat la
50 cm de podea si aranjat astfel incat bratele deschise s fie opuse una fatd de cealalta.
O crestere a activitatii sobolanului in bratele deschise (durata si/sau intrarile) reflectd un
comportament anxiolitic. Timpul petrecut in zona centrald nu a fost contorizat. Avand
in vedere ca acest test este utilizat pentru a investiga starile de anxietate ca si
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componenti a proceselor cognitive, el a fost efectuat o singura data (248). In acest test
s-au inregistrat urmatorii parametri: numarul de intrari in bratele deschise si inchise si
timpul petrecut in bratele deschise si inchise (secunde).

4.1.4.5. Testul inotului fortat

Testul inotului fortat (FST) sau testul de inot a lui Porsolt este un test
comportamental al rozatoarelor utilizat pentru evaluarea medicamentelor antidepresive
si eficacitatea antidepresiva a unor compusi noi si pentru manipulari experimentale care
vizeazi interpretarea sau prevenirea starilor depresive (249). in prima zi de desfasurare
a testului (antrenamentul), sobolanii au fost plasati intr-un bazin cilindric cu diametrul
de 30 cm si inaltimea 59 cm care a continut apa la temperatura de 26°C. Iniltimea
coloanei de apd in cilindru a fost de 25 cm. Animalele au fost lasate sa inoate timp de
15 minute dupa care au fost scoase din apa, uscate si transferate in custile de depozitare
(248). Dupa 24 de ore, sobolanul a fost supus testului propriu-zis timp de 6 minute unde
s-a inregistrat timpul de imobilitate si cel de mobilitate.

4.1.4.6. Testul labirintului cu brate radiale

Memoria si invatarea spatiald a sobolanilor au fost evaluate folosind un
protocol al testului labirintului cu brate radiale (RAM) descris pentru prima datd de
Olton si Samuelson (1976) si modificat ulterior de Hritcu et al. (2020). Labirintul cu
brate radiale care a fost utilizat in acest studiu este construit din Plexiglas gri-translucid
si format din 8 brate (40 cm lungime, 10 cm latime si 20 cm naltime), numerotate de la
1 la 8, care se extind radial dintr-o arend centrald (20 cm in diametru). Aparatul este
amplasat la 50 cm deasupra podelei si este inconjurat de diferite indicii vizuale in
exterior care raman in aceeasi pozitie pe toatd durata experimentului (Fig. 4.8.). La
capatul fiecdrui brat s-a plasat o cupa care, in anumite brate (bratele 1, 2,4, 51 7) a
continut o dozd de 50 mg hrand. Bratele cu hranad au fost marcate cu hartie alba cu
dimensiunea de 10 x 5 cm. In extremititile bratelor 3, 6 si 8 s-au plasat cate o cupa
lipsita de hrana.

Inainte de inceperea testului, animalele au fost supuse unui regim alimentar
astfel incAt masa acestora si ajungi la 85% din greutatea corporala initiala. in aceasta
perioada, animalele au primit mai putina hrana si au avut acces la apa ad libitum.

Dupa ce greutatea corporala a ajuns la 85% din cea initiald, a urmat o perioada
de 4 zile de antrenament pentru a invata animalele sa intre in bratele labirintului si sa
consume hrana. Grupuri de cate 4 animale au fost lasate 5 minute pe zi sd exploreze
liber aparatul si si se obisnuiascd cu acesta. In prima zi de antrenament, s-a plasat hrana
in centrul arenei si in brate. In urmatoarele 3 zile, hrana a fost redusa treptat si plasati
doar 1n cupa din extremitatile bratelor.

Dupa perioada de antrenament s-a Inceput testul propriu-zis care a durat 7 zile.
in timpul testului doar bratele care au fost marcate (1, 2, 4, 5 si 7) au continut 50 mg de
hrana in cupd, in timp ce celelalte brate care nu au fost marcate (3, 6 si 8) au prezentat
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o cupa lipsita de hrana. De aceasta data, fiecare sobolan a fost plasat individual in centrul
labirintului si i-a fost permis sa consume hrana din cele 5 brate. Sesiunea de testare s-a
incheiat atunci cand a expirat perioada de 5 minute sau cand sobolanul a terminat de
consumat hrana din brate. O intrare 1n brat a fost luata in considerare doar atunci cand
toate cele patru membre ale animalului au fost situate in brat.

4.1.5. Experimente de andocare moleculari in silico

Majoritatea proteinelor isi indeplinesc functiile prin interactiunea fie cu
molecule mici (substrate sau efectori), fie cu molecule mari (alte proteine, ADN sau
ARN). Intelegerea modului in care se formeazi aceste complexe intermoleculare este
esentiald pentru diferite aplicatii, cum ar fi selectia unor noi tinte terapeutice, conceperea
rationald de medicamente noi sau ingineria enzimatica (252). In prezent, informatiile
disponibile privind activitatea biologica si structura proteinelor permit predictia
computerizatd a conformatiei a unui complex de tip proteind-ligand pornind de la
structura celor doud componente (proteina si ligand), procesul fiind numit andocare
moleculara (252). Andocarea este un termen folosit pentru schemele computationale
care incearca sa prezica structura complexului intermolecular format intre doua sau mai
multe molecule constituente: un receptor si un ligand (252,253). in studiul de fatd, am
evaluat potentialul de legare al NIC si a derivatilor nicotinici in situsurile alosterice ale
receptorilor AChBP si a4p2 nAChRs.

4.1.5.1. Structuri tridimensionale

In acest experiment s-au folosit doi receptori: proteina de legare a ACh
(AChBP, 2,2 A, PDB ID 1UW6) si receptorul nicotinic al ACh a4p2 (a4p2 nAChR, 3,9
A, 6CNK) uman avand stoechiometria 3a:2B. AChBP este o proteind homopentameri
(cinci subunitati identice), solubild in apa, produsa in celulele gliale ale melcului
Lymnaea stagnalis si are proprietati farmacologice similare cu cele ale receptorilor
homopentamerici din subtipului a7 nAChRs, inclusiv afinitate relativ slaba pentru ACh
si afinitate ridicata pentru NIC (183,254). Subtipul a4p2 al receptorului nAChR este cea
mai abundentd izoforma din creierul uman si reprezinta principala tintd in dependenta
de NIC (255). Este cunoscut faptul ca receptorul a4p2 nAChR se asambleaza in doua
subunitati stoechiometrice a si B: 30:2 si respectiv 2a:3p (256). Conform comparatiilor
realizate de Walsh et al. (2018), doar aceste doua stoechiometrii pot fi observate
deoarece doar o interfatd a-a sau -3 poate fi acomodata in pentamer, mentinandu-se in
acelasi timp interactiuni favorabile la toate interfetele din jurul inelului pentameric.
Receptorul uman 042 nAChR a fost co-purificata cu doud molecule de nicotina atasate
la doud interfete a-f si 0 moleculd de nicotina atasata la o interfata o-a.

Toate structurile 3D ale liganzilor au fost descarcate in format .sdf de pe
PubChem (257) si transformate intr-un format potrivit (.pdbqt) pentru andocare
utilizand Frog v2.14 — free on-line drug conformation generation (258). Liganzii utilizati
in studiile de andocare sunt: (S)-nicotina (89594), (R)-nicotina (157672), (S)-cotinina
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(854019), (R)-cotinina (21907), (S)-6-hidroxinicotinad (439383), (R)-6-hidroxinicotina
(439886). Interactiunile dintre ligand si receptor au fost reprezentate sub forma unor
diagrame bidimensionale (2D) generate cu programul Ligplot" v2.2 (259) si au fost
ulterior vizualizate 3D cu ajutorul programului PyMOL v2.2.3. (260).

4.1.5.2. Program de andocare

Andocarea in silico a fost efectuata utilizand algoritmul genetic din programul
AutoDock 4 (261). Toti pasii necesari andocdrii (generarea suprafetei moleculare,
generarea retelei energetice si a cubului de cautare) precum si evaluarea rezultatelor
obtinute dupa andocare au fost realizate cu programul AutoDockTools v1.5.6 (ADT)
(262) folosind parametrii prestabiliti.

4.1.5.3. Parametri de andocare

Receptorii au fost mentinuti rigizi si toti liganzii au fost flexibili. Toate
legaturile covalente simple din moleculele liganzilor au fost considerate ca fiind
rotabile. Andocarea a fost directionatd (locald), spatiul de cautare fiind inclus intr-un
cub cu volumul de 180 A, centrat pe un atom al moleculei de nicotina din fisierul PDB
care a fost ulterior indepartatd. Conformatiile obtinute in urma andocarii au fost
suprapuse peste structura receptorului din fisierul PDB si s-a calculat deviatia radacinii
medie la patrat (RMSD) cu DeepView-Swiss-PdbViewer v4.1.0 (263).

4.2. Evaluarea performantelor cognitive ale pestilor zebrd

4.2.1. Cazarea si intretinerea pestilor zebra

Un numar total de 150 de pesti zebra (Danio rerio), femele si masculi in raport
50:50, au fost achizitionati de la compania autorizatd Animax (Pet Product S.R.L.,
Bucuresti, Romania) si acomodati in laboratorul B115 din cadrul Unitatii utilizatoare de
animale 1n scopuri stiintifice ce apartine Facultatii de Biologie a Universitatii
”Alexandru Ioan Cuza” din lasi. Pestii au fost mentinuti, timp de doud séptamani, in 3
acvarii (70 L fiecare) aerate constant si luminate timp de 14 ore: o perioada de intuneric
de 10 ore (acvariile au fost luminate incepand cu ora 8:00). Temperatura apei a fost
mentinutd la 27 £ 0,5°C, pH 7,0 + 0,15, oxigen dizolvat 6,0 + 0,1 mg/L, amoniac total
<0,01 mg/L, duritate totald 6 mg/L si alcalinitate la concentratia de 22 mg/L CaCOs.
Pestii au fost hraniti de doua ori pe zi cu hrana din comert NovoMalawi (JBL, Neuhofen,
Germania). Parametrii apei nu au fost schimbati intre tratamente.

Animalele au fost tratate in conformitate cu normele institutionale de bioetica
care sunt mentionate in Legea nr. 43/2014 privind protectia animalelor utilizate in
scopuri stiintifice din Romania si toate procedurile au fost realizate in conformitate cu
Directiva 2010/63/UE a Parlamentului European si a Consiliului din 22 septembrie 2010
privind protectia animalelor utilizate in scopuri stiintifice.
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Tabel 4.2. Repartizarea pestilor zebra in grupurile experimentale, tratamentele si testele comportamentale aplicate

Inducerea modelului

Tratament acut

*
Lot animal al AD (30 minute) (3 minute) Teste comportamentale
5 5 Toate testele
Control 1 Apd Apa comportamentale
Scor 10 Solutie SCOP 100 uM Api Toate testele
comportamentale
Testul labirintului Y
GAL + SCOP 10 Solutie SCOP 100 uM Solutie GAL 1 mg/L Testul de recunoastere a
obiectului nou
IMP + SCOP 10 SoluicSCOP 100 M Solutic IMP 20 mg/r, el de scufundarein
’ ’ acvariul nou
NIC I mg/L+SCOP 10 Solutie SCOP 100 uM  Solutie NIC 1 mg/L Toate testele
comportamentale
NIC2mg/L+SCOP 10  Solutie SCOP 100 uM  Solutie NIC 2 mg/L Toate testele
comportamentale
COT I mg/L+SCOP 10 Solutie SCOP 100 uM  Solutie COT 1 mg/L Toate testele
comportamentale
COT2mg/L+SCOP 10 Solutie SCOP 100 uM  Solutie COT 2 mg/L Toate testele
i i comportamentale
6HLN 1 mg/L + SCOP 10 Solutie SCOP 100 uM Solutie 6HLN 1 mg/L Toate testele
comportamentale
6HLN 2 mg/L + SCOP 10 Solutie SCOP 100 uM Solutie 6HLN 2 mg/L Toate testele
comportamentale

N* - numar de animale



4.2.2. Inducerea modelului de peste zebra al bolii Alzheimer prin imersie in
scopolamini. Repartizarea animalelor si administrarea tratamentelor

Dupa doua saptamani de acomodare, animalele au fost impartite aleatoriu in 10
loturi experimentale (Tabel 4.2.) a cate 10 pesti fiecare si pastrati in acvarii de 30 L
prevazute cu pompe de aer si incalzitoare. Cu ajutorul programului InVivoStat v4.1.0
(242) si a pachetului statistic bazat pe R, s-a constatat cd numarul de 10 animale pe lot
este adecvat pentru analiza statistica. Pe baza unui prag de semnificatie de 0,05, puterea
de a detecta o modificare relevanta din punct de vedere biologic de 20% fata de control
este de 100%. Inainte de efectuarea unui test comportamental, pestii au fost plasati
individual, timp de 30 minute, intr-un volum de 2 L de solutie de SCOP 100 uM pentru
inducerea experimentald a modelului animal al AD. Pentru a minimiza variabilele care
ar putea afecta comportamentul, solutia de SCOP a fost preparata inainte de utilizare si
schimbatd dupa fiecare expunere. Ulterior, pestii zebra au fost supusi 3 minute unui
tratament acut cu doud doze (1 si 2 mg/L) de NIC, COT si 6HLN. Lotul tratat cu 1 mg/L
de GAL a reprezentat controlul pozitiv in testele de memorie: testul labirintului Y si
testul de recunoastere a obiectului nou. Lotul tratat cu 20 mg/L de IMP a reprezentat
controlul pozitiv in testul de evaluare a anxietatii. Tratamentul a fost administrat intr-un
pahar Berzelius de 0,5 L. Inainte de a fi plasati in acvariul de testare comportamentali,
pestilor li s-au acordat 5 minute de repaus in apa din acvariul de cazare.

4.2.3. Testele comportamentale utilizate pentru analiza performantelor cognitive
ale pestilor zebri tratati cu nicotina si derivati nicotinici
Comportamentul animalelor in testele cognitive a fost inregistrat de o camera
video-digitala (Logitech C922 Pro HD Stream), iar inregistrarile au fost analizate
utilizdnd programul ANY-maze v6.3 (Stoelting Co., IL, SUA).

4.2.3.1. Testul de scufundare in acvariul nou

In testul de scufundare in acvariul nou (NTT), pestii zebra prezinta raspunsuri
comportamentale puternice la anxietatea provocatd de noutate (264,265). Acest test se
bazeaza pe instinctul natural al animalului de a cauta protectie intr-un mediu necunoscut
prin scufundare, imobilitate si reducerea explorarii. Pe masura ce pestele se adapteaza
treptat la noul mediu, apare de obicei o crestere a explorarii (de exemplu, activitate
locomotorie crescutd, scaderea perioadei de imobilitate si mai multe intréri in jumatatea
superioard a bazinului (266). In acest studiu am utilizat o varianta modificata a testului
(267) in care acvariul nou a fost compartimentat virtual in zona superioara si respectiv
cea inferioara. Pozitia pestilor 1n acvariu (in partea superioara sau cea inferioard) a fost
considerata un indice al anxietatii. Pestii vor fi transferati individual intr-un acvariu de
testare si filmati timp de 6 minute (268). Aparatul experimental utilizat a fost cel descris
de mai multe grupuri de cercetdtori (267,269) si a constat intr-un acvariu din sticla
trapezoidal cu urmétoarele dimensiuni: 23,9 cm latura inferioara x 28,9 cm latura
superioard x 15,1 cm indltime si 15,9 cm in diagonala. Latimea superioara a fost de 7,4
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cm, iar cea inferioara a fost de 6,1 cm, acvariul fiind umplut cu 1,5 L de apa din acvariul
de cazare.

4.2.3.2. Testul labirintului Y

Pestii au fost testati Intr-un acvariu de sticla sub forma literei Y, avand trei
brate cu dimensiunea de 25 cm x 8§ cm x 15 cm (lungime x latime x 1ndltime). Diverse
forme geometrice (patrate, triunghiuri si cercuri) realizate din hartie alba au fost folosite
ca indici (stimuli) vizuali si au fost plasati pe peretii exteriori ai fiecarui brat, facandu-i
vizibili din interiorul labirintului, iar zona ramasa a fost acoperitd cu folie autoadeziva
neagra. Acesti indici vizuali au fost stabiliti anterior de Cognato ef al. (2012) care au
aratat ca fatd de aceste forme geometrice, pestele nu prezintd semne de evitare sau
preferinta. In acvariu, s-au folosit 3 L din aceeasi apa utilizata in acvariul de cazare,
astfel Incat indicii vizuali s fie acoperiti in totalitate.

Bratele labirintului au fost stabilite aleatoriu: bratul start (A) din care pestele a
inceput testul, bratul deschis permanent (B) si bratul nou care a fost blocat in timpul
testului initial (antrenament) dar care a fost deschis in timpul celui de-al doilea test (C).
Testul labirintului Y a fost desfasurat in doua etape separate de un interval de o ora intre
acestea pentru a evalua raspunsul la noutate (pestele plasat in aparat atunci cand bratul
nou a fost deblocat) si memoria de recunoastere spatiald. Pe parcursul primei etape
(sesiunea de antrenament), pestele a fost lasat sa exploreze bratul start si cel deschis
timp de 5 minute, insd bratul nou a fost mentinut inchis. in a doua etapi (sesiunea de
testare), pestii au fost plasati In bratul start si li s-a permis sd acceseze toate cele trei
brate timp de 5 minute. A fost determinat timpul petrecut in bratul nou, impreuna cu
parametrii corespunzatori activitatii locomotorii, cum ar fi distanta totald parcursa (m),
viteza medie (m/s), unghiul de rotire (°) si numarul de linii traversate.

4.2.3.3. Testul de recunoastere a obiectului nou

Testul de discriminare a obiectului, cunoscut si sub denumirea de testul de
recunoagtere spontand a obiectelor sau testul de recunoastere a obiectului nou (NOR),
este utilizat pentru a evalua capacitatea de a recunoaste un obiect nou in mediu, acesta
fiind unul dintre cele mai populare paradigme utilizate pentru evaluarea memoriei (271).
Acest test comportamental a fost efectuat intr-un acvariu de sticla de ~20 L cu
dimensiunile de 30 cm x 30 cm x 30 cm (lungime x latime x indltime).

Toate loturile experimentale au fost supuse urmatoarelor etape: (1) sesiunea de
habituare (To) in acvariul de testare (3 zile); (2) sesiunea de antrenament (T;) in care
animalele au fost expuse la doud obiecte identice; (3) inducerea modelului si expunerea
la tratament; si (4) sesiunea de testare (T2) in care, dupa un interval de retentie de o ora,
animalele au fost plasate Tnapoi in acvariul de testare si expuse la un obiect familiar (F)
si unul nou (N) (272). In T, animalele au fost plasate individual in acvariul de testare
in absenta obiectelor timp de 5 minute, de doua ori pe zi (interval de 5 ore intre sesiunile
de habituare) si timp de 3 zile consecutive. In a patra zi, in Ty, animalele au fost expuse
la doud obiecte identice (de aceeasi culoare) timp de 10 minute. Dupa antrenament,
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animalele au fost supuse unui interval de retentie de o ora, timp in care s-a indus modelul
animal al AD si s-a administrat tratamentul. In T», unul dintre obiectele identice a fost
inlocuit cu un obiect de culoare diferita si timpul de explorare a fost evaluat timp de 10
minute. in T», a fost evaluat timpul de explorare al fiecirui obiect (%). Procentele de
preferinta au fost calculate dupd urmatoarea formula: [timpul de explorare N/(timpul de
explorare F + timpul de explorare N)] x 100 (272,273). Scorurile mai mari de 50% indica
o preferinta relativa pentru N, sub 50% indica o aversiune relativa pentru N si un scor
de 50% nu indicd nicio preferintd pentru N comparativ cu F.

4.3. Evaluarea parametrilor biochimici din probele de creier prelevate de la
animalele de laborator tratate cu nicotind si derivati nicotinici

4.3.1. Eutanasierea animalelor si prelevarea probelor de tesut cerebral

Dupa efectuarea testelor comportamentale, toti sobolanii au fost profund
anesteziati cu o supradoza de pentobarbital de sodiu (150 mg/kg, g.c., i.p.) si decapitati,
creierele intregi fiind indepartate. Hipocampul a fost precis excizat. Probele de
hipocamp au fost cantérite (~0,3 mg) si omogenizate individual timp de 2 minute la 200
rpm, pe gheata in solutie tampon de extractie (solutie tampon fosfat de potasiu 0,1 M,
pH 7,4 cu KCI 1,15% preparata conform indicatiilor din subcapitolul 4.4.2.) in raport
1:10, w/v utilizand un omogenizator Potter (Heidolph Instruments, Schwabach,
Germania) cuplat cu un mixer Cole-Parmer Servodyne (Cole-Parmer Instrument Co.,
Chicago, IL, SUA). Omogenatul a fost centrifugat (15 minute la 14000 rpm), iar
supernatantul a fost utilizat ulterior pentru determinarea continutul total de proteine,
evaluarea activitatii specifice a superoxid-dismutazei (SOD), catalazei (CAT), glutation
peroxidazei (GPX) si acetilcolinesterazei (AChE) si estimarea continutului total de
glutation redus (GSH), malondialdehida (MDA) si proteine carbonilate.

In ceea ce priveste pestii zebrd, la scurt timp dupd efectuarea testelor
comportamentale, acestia au fost eutanasiati prin racire rapida. Metoda a necesitat
scaderea temperaturii apei pana la 2-4°C prin adaugarea de gheata (5 parti gheata si 1
parte apd) si prin impiedicarea pestilor de a atinge gheata inainte de a deveni inconstienti
(274,275). Dupa eutanasiere, pestii zebra au fost disecati conform procedurii descrise
de Gupta si Mullins (2010). Pestii au fost preluati din apa rece si transferati pe un suport
de disectie unde au fost uscati prin tamponare cu un prosop de hartie. Pestii au fost
decapitati, capetele fiind mai departe supuse unei disectii precise in solutie tampon
fosfat salin (PBS) 1X, pH 7,4 (solutia a fost preparatd conform indicatiilor din
subcapitolul 4.4.2.). Creierele intregi au fost prelevate in microeprubete de 0,5 ml. in
testele biochimice, trei creiere de peste zebra au fost considerate ca fiind o singura proba.
Tesutul cerebral (3 creiere) a fost cantarit (~15 mg) si omogenizat (1:10, w/v) timp de 1
minut la 1000 rpm, pe gheata, in solutie tampon de extractie (solutie tampon fosfat de
potasiu 0,1 M, pH 7,4 cu 1,15% KCI, preparata conform indicatiilor din subcapitolul
4.4.2.) cu ajutorul morii Mikro-Dismembrator U (Sartorius, New York, SUA) dotata cu
bile magnetice cu diametrul de 3 mm (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goettingen,
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Germania). Omogenatul a fost centrifugat (15 minute, 14000 rpm, 4°C) pentru
clarificare, iar supernatantul a fost utilizat ulterior pentru determinarea continutul total
de proteine, evaluarea activitatii specifice a enzimelor SOD, CAT, GPX si AChE si
estimarea continutului total de GSH, MDA si proteine carbonilate.

4.3.2. Determinarea concentratiei de proteine solubile

Determinarea proteinelor este una dintre cele mai frecvente operatii efectuate
in cercetarea biochimica. Principiul testului acidului bicinconinic (BCA) a fost descris
pentru prima data de Smith ez al. (1985) si este similar cu cel al procedurii lui Lowry,
deoarece ambele metode se bazeaza pe formarea complexului Cu?*-proteind in conditii
alcaline urmata de reducerea Cu?* la Cu!*. Cantitatea de Cu?" redus este proportionald
cu cantitatea de proteina prezenta.

4.3.3. Determinarea activitatii superoxid-dismutazei

Activitatea superoxid-dismutazei (SOD, EC 1.15.1.1) a fost determinata pe
baza protocolului descris de Winterbourn et al. in 1975 si adaptat de Artenie et al. in
2008. Pe scurt, s-a monitorizat capacitatea enzimei de a inhiba reducerea Nitro Blue
Tetrazoliului (NBT) de catre radicalii liberi de superoxid care au fost generati in mediul
de reactie prin fotoreducerea riboflavinei.

4.3.4. Determinarea activititii catalazei

Pentru determinarea activitatii catalazei (CAT, EC 1.11.1.6) am utilizat o
metoda colorimetrica simpla descrisa de Sinha in anul 1972. Aceastd metoda se bazeaza
pe faptul ca bicromatul de potasiu este redus in mediu acid (acid acetic) la acetat cromic
in prezenta caldurii si a apei oxigenate (H>O,). Acetatul cromic produs astfel, va fi
determinat spectrofotometric la 570 nm. Extractul catalazic va fi lasat sd actioneze
asupra apei oxigenate o perioada fixa de timp, reactia fiind ulterior oprité prin adaugarea
solutiei de bicromat de potasiu in acid acetic glacial. Cantitatea de apa oxigenata care
va ramane nedescompusd dupd oprirea reactiei enzimatice va reduce bicromatul de
potasiu la acetat cromic care va fi masurat spectrofotometric la 570 nm (279).

4.3.5. Determinarea activititii glutation peroxidazei

Glutation peroxidaza (GPX, E.C. 1.11.1.9) este o peroxidaza descoperita in
plasma sanguina, eritrocite si alte tesuturi (creier, muschi, ficat, etc.). Activitatea acestei
enzime a fost evaluata prin utilizarea protocolului descris de Fukuzawa si Tokumura in
1976. Glutation peroxidaza catalizeaza descompunerea peroxidului de hidrogen (H>O»)
cu participarea glutationului redus in calitate de reducator, rezultand astfel glutation
oxidat (GSSG) si apa. Glutationul redus ramas 1n exces reactioneaza cu DTNB formand
un complex galben. Intensitatea culorii va fi masuratd spectrofotometric, intrucat
diferenta dintre cantitatea initiald si cea finala este direct proportionald cu activitatea
enzimatica (279). Activitatea enzimatica a fost exprimata ca unitati/mg proteina.
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4.3.6. Determinarea activitatii acetilcolinesterazei

Pentru determinarea activitatii acetilcolinesterazei (AChE, E.C. 3.1.1.7) din
omogenate, s-a utilizat metoda fotometrica descrisa de Ellman et al. in 1961. Activitatea
enzimaticd a fost masuratd prin monitorizarea formarii culorii galbene produsa din
reactia dintre tiocolind si acid 5-5’-ditiobis-(2-nitrobenzoic) (DTNB). Enzima
actioneaza asupra acetiltiocolinei, formandu-se In mediu tiocolina si acetat. Tiocolina
rezultatd reactioneaza rapid cu DTNB din mediul de reactie si duce la formarea
anionului 5-tio-2-nitrobenzoat de culoare galbena. Metoda este des utilizata pentru a
determina activitatea enzimei din eritrocite si omogenate din tesuturi cerebrale, rinichi,
plamani, ficat si tesut muscular.

4.3.7. Determinarea continutului de glutation redus

In general, glutationul este un tripeptid si este considerat a fi cea mai
importantd forma de depozitare si transport de sulf redus. Glutationul este un component
esential al sistemului celular antioxidant de aparare si este implicat direct in mentinerea
homeostaziei redox-ului celular si a concentratiilor scdzute de ROS. Pentru
determinarea continutului de glutation redus, s-a aplicat metoda folosita de Salbitani et
al. (2015).

4.3.8. Determinarea nivelului de malondialdehida

Malondialdehida (MDA), compus organic considerat a fi unul din cei mai
importanti indicatori ai peroxidarii lipidice a acizilor grasi polinesaturati, este
principalul produs al conversiei acidului arahidonic in prostaglandind E2 de catre
ciclooxigenaza | sau 2 (284). MDA reactioneaza cu doi echivalenti ai TBA si formeaza
un complex rosu fluorescent (MDA-TBA2) care poate fi usor de cuantificat
spectrofotometric (285). In acest studiu, nivelul de MDA a fost cuantificat din tesutul
animal folosind un protocol pe bazd de HPLC-RP care a fost adaptat anterior de Vaides-
Negustor si Mihasan (2020).

4.3.9. Determinarea continutului de proteine carbonilate

Continutul de proteine carbonilate este frecvent utilizat ca un marker pentru
stresul oxidativ si pentru a masura deteriorarea oxidativa. Metodele utilizate pe scara
largd pentru determinarea proteinelor carbonilate se bazeaza pe reactia gruparilor
carbonil cu 2.4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) 1n vederea formdrii de 24-
dinitrofenilhidrazone legate de proteine. Hidrazonele pot fi cuantificate
spectrofotometric sau, pentru o sensibilitate mai mare, pot fi detectate imunochimic cu
anticorpi anti-dinitrofenil (286). Metoda care a fost utilizata in acest studiu pentru a
cuantifica proteinele carbonilate a fost descrisa de Oliver et al. in 1987 si modificata de
Luo si Wehr, (2009).
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4.4. Evaluarea expresiei genice a unor markeri moleculari prin RT-qPCR

In cadrul acestui studiu, a fost evaluat impactul NIC si a derivatilor nicotinici
asupra expresiei genelor Arc, Bdnf si 1I-1f la sobolani si a genelor npy, bdnf, egrl si
nrf2a la pestii zebra, prin RT-qPCR.

4.4.1. Extractia ARN-ului total din probele de creier prelevate de la animalele de
laborator

4.4.1.1. Extractia ARN-ului total din probele de creier prelevate de la sobolani

Dupa eutanasierea sobolanilor, creierele intregi au fost preluate si supuse unei
excizii precise, pastrandu-se doar hipocampul. Cele doud regiuni cerebrale au fost
introduse in solutie de stocare a tesutului pentru stabilizarea ARN-ului RNA Save
(Biological Industries, CT, SUA) si pastrate la - 80°C. Din aceste probe de tesut, a fost
purificat ARN-ul total necesar pentru evaluarea expresiei genelor arc, bdnf si illp.
ARN-ul a fost extras utilizand kitul ARN SV Total RNA Isolation System (Promega,
Madison, SUA) urmand indicatiile producatorului.

4.4.1.2. Extractia ARN-ului total din probele de creier prelevate de la pesti zebra
Dupa eutanasierea pestilor zebra si In urma disectiei, creierele intregi au fost
introduse in solutia de stocare a tesutului pentru stabilizarea ARN-ului RNA Save
(Biological Industries, CT, SUA) si pastrate la - 80°C. Din aceste probe de tesut, a fost
purificat ARN-ul total necesar pentru evaluarea expresiei genelor npy, bdnf, egrl si
nrf2a. ARN-ul a fost extras utilizand kitul ARN Maxwell® 16 Tissue LEV Total RNA
Purification Kit (Promega, Madison, SUA) urmand indicatiile producatorului.

4.4.2. Tehnica RT-qPCR si cuantificarea nivelurilor de expresie

Revers transcriptia si amplificarea au fost efectuate intr-o singurd etapa de
reactii de amplificare utilizdnd kit-ul GoTaq® 1-Step RT-qPCR conform indicatiilor
producétorului.

4.5. Analiza statistica a datelor experimentale

Analizele statistice au fost realizate folosind programul GraphPad Prism v8.3
(La Jolla, CA, SUA). Toate datele au fost exprimate ca medii + eroarea standard a
mediei (S.E.M.). Diferentele semnificative statistic dintre grupuri au fost identificate
folosind analiza variantei (ANOVA) uni- sau bidirectionald, urmata de testul Tukey pos?
hoc pentru comparatii multiple. O diferenta statistic semnificativd a fost considerata
pentru un prag de semnificatie statistic (p) mai mic de 0,05 (p < 0,05). Coeficientul de
corelatie a lui Pearson (r) a fost utilizat pentru a corela parametrii comportamentali,
biochimici si genetici.
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CAPITOL 5. REZULTATE SI DISCUTII

5.1. Efectele cognitive ale nicotinei si derivatilor nicotinici asupra modelului
amiloidic al bolii Alzheimer indus de peptida Ap;s.3s

5.1.1. Efectele nicotinei, cotininei si 6-hidroxi-L-nicotinei asupra memoriei de
scurta durata si activitatii locomotorii in testul labirintului Y

Comportamentul de alternare spontana reflecta memoria spatiala de lucru, care
este o forma a memoriei de scurtd duratd. Memoria de recunoastere spatiald a fost
reprezentatd grafic prin procentul de alternare spontana. La finalul testului labirintului
Y, s-a constatat ca animalele tratate doar cu Ays.35 prezintd o diminuare semnificativa
(p<0,0001) a procentului de alternare spontand in comparatie cu sobolanii din lotul de
control si din cel tratat cu 5 mg/kg de DNP, sugerandu-se astfel o scadere a performantei
memoriei de recunoastere spatiald (Fig. 5.6). Inhibitorul de AChE, DNP, este un agent
terapeutic prescris in mod obisnuit pacientilor care suferd de AD pentru a imbunatati
cognitia (288) si a fost utilizat in studiul de fatd ca si control pozitiv. Conform figurii
5.6., putem observa cd ambele doze de NIC, in special cea de 0,3 mg/kg, au ameliorat
deficitul cognitiv indus de peptida APs.3s, crescand procentul de alternare spontana
(289). In ceea ce priveste 6GHLN, doar doza de 0,3 mg/kg a crescut procentul de alternare
spontana la gobolanii tratati cu AB»s-3s (p<0,001) (289). De asemenea, s-a inregistrat o
crestere usoara a acestui parametru si in cazul dozei de 0,7 mg/kg, insa comparativ cu
lotul tratat doar cu Af»s.35, diferenta nu a fost semnificativa din punct de vedere statistic.
Administrarea COT a Imbunatitit semnificativ memoria spatiala a sobolanilor tratati cu
APos.35 intr-o maniera dependenta de doza (p<0,001 si p<<0,0001 pentru doza de 0,3 si
respectiv 0,7 mg/kg) (289). Comparand cele trei tratamente intre ele, memoria a fost
priveste doza de 0,7 mg/kg, COT s-a dovedit a fi mai eficienta decat 6HLN in a ameliora
memoria de recunoastere spatiala la sobolani (p<0,001).
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Figura 5.1. Efectele administrarii NIC, COT si 6HLN (0,3 si 0,7 mg/kg, i.p., g.c.) la
sobolanii tratati cu Af»s.35 asupra procentului de alternare spontana in testul labirintului
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Y. Valorile sunt exprimate ca medii + S.E.M. (n=6 animale pe lot). Analiza ANOVA
unidirectionald a identificat diferente semnificative generale intre loturi F(8,45)=9,897,
p<0,0001.

5.1.2. Efectele nicotinei, cotininei si 6-hidroxi-L-nicotinei asupra memoriei de
recunoastere in testul de recunoastere a obiectului nou

Deficitul memoriei de recunoastere la sobolanii tratati i.c.v. cu peptida APas.3s
a fost demonstrat prin reducerea semnificativa a DI comparativ cu animalele din lotul
de control (p<0,0001, Fig. 5.7.A). Acest lucru sugereaza ca sobolanii tratati doar cu
APos.35 au petrecut mai putin timp explorand obiectul nou comparativ cu cei din lotul de
control. Administrarea acuta de DNP 5 mg/kg sobolanilor tratati cu A»s.3s a normalizat
valoarea DI. In ceea ce priveste tratamentul cronic cu NIC, 6HLN si COT, s-a observat
ca pentru fiecare compus, doza de 0,3 mg/kg a fost mai eficienta decat cea de 0,7 mg/kg
in determinarea unei cresteri semnificative puternice (p<0,0001 vs. APos3s) a DI,
indicandu-se astfel o ameliorare a deficitului cognitiv cauzat de AP»s.3s pana la obtinerea
unor valori similare cu cele ale grupului de control (Fig. 5.7.A) (289).

Un procent din timpul petrecut pentru explorarea obiectului nou in raport cu
timpul total petrecut explorand ambele obiecte poate fi 0 masurd de recunoastere a
obiectului nou. Acest concept este reprezentat de RI si este indicele principal al retentiei.
in urma masurarii RI, nu s-au obtinut diferente semnificative generale intre loturile
experimentale (Fig. 5.7.B). Cu toate acestea, o crestere usoara a acestui parametru a fost
identificata la utilizarea dozei de 0,3 mg/kg de NIC, COT si 6HLN la sobolanii tratati
cu APs.3s, insd datele nu au fost semnificative din punct de vedere statistic (Fig. 5.8.B)
(289).

A) B)

& 10 £ 10
g z
£ s el 1 %08 s I
E a,g,c I ad 8 ks =
S 06 el 2 06
s a ab i a 2
o 04 I o 04
o ]
Loz Loz
L= g
2
= Z 00

S5 b o ot N

S| N N N

_oo'é ?&\"7‘ o‘ﬂ‘: 4@‘3 Q\@‘ & &039' &ﬂge <§:E )
v DIPTSR W s
_\-_ﬂ \C“ \c% ,‘.“ é“ '6“0 W
N R
= FF e
AB2sas

Figura 5.2. Efectele administrarii NIC, COT si 6HLN (0,3 si 0,7 mg/kg, i.p., g.c.) la
sobolanii tratati cu AP»s.3s asupra (A) DI si (B) RI in testul NOR. Valorile sunt exprimate
ca medii £ S.E.M. (n=6 animale pe lot). Analiza ANOVA unidirectionala a identificat
diferente semnificative generale intre loturi doar pentru (A) F(8,45)=26,17, p<0,0001.
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Figura 5.3. Efectele administrarii dozelor de 0,3 si 0,7 mg/kg de NIC, 6HLN si COT la sobolanii tratati cu A2s.35 asupra
erorilor memoriei de lucru (A) si de referinta (B) in testul RAM. Valorile au fost exprimate ca medii = SEM (n=6).
ANOVA bidirectionald a identificat diferente semnificative generale pentru (A) F(8,54)=5,570, p<0,0001 si (B)
F(8,54)=5,431, p<0,0001.




5.1.3. Efectele nicotinei, cotininei si 6-hidroxi-L-nicotinei asupra memoriei spatiale
in testul labirintului cu brate radiale

Dupa cum se poate observa in Fig. 5.8.A, infuzia i.c.v. a peptidei APas3s a
determinat o crestere semnificativa (p<<0,001) a numarului de erori ale memoriei de
lucru comparativ cu lotul de control, sugerand astfel o deteriorare a memoriei de scurta
duratd a sobolanilor. Similar, dar intr-o masurd mai mica, peptida Af»s.3s5 a cauzat, de
asemenea, o deteriorare a memoriei de lungd duratd prin cresterea semnificativa
(p<0,01) a numarului de erori ale memoriei de referinta (Fig. 5.8.B). Cu toate acestea,
administrarea acutd a DNP (5 mg/kg, g.c., i.p.) a imbunatatit semnificativ (p<0,01) atat
memoria pe termen scurt, cat si cea pe termen lung, la sobolanii tratati cu suspensie de
AP2s.35 (289).

Conform figurii 5.8.A, doza de 0,3 mg/kg s-a dovedit a fi mult mai eficienta
decét cea de 0,7 mg/kg in a reduce numarul de erori ale memoriei de lucru atunci cand
NIC a fost administrata cronic sobolanilor tratati in prealabil cu Aps.3s. Mai mult decat
atat, doza de 0,3 mg/kg de NIC, dar nu si cea de 0,7 mg/kg, a redus semnificativ
(p<0,0001) numarul erorilor memoriei de referintd la sobolanii tratati cu ABps.ss,
sugerandu-se astfel o Tmbunatatire a memoriei pe termen lung (Fig. 5.8.B) (289).

In ceea ce priveste 6HLN, s-a observat o relatie doza-raspuns a tratamentului
asupra memoriei pe termen scurt atunci cand a fost administrata in combinatie cu Aas.
35, ambele doze reducand semnificativ numarul de erori ale memoriei de lucru fata de
controlul negativ (p<0,05 pentru doza de 0,3 mg/kg si p<0,01 pentru cea de 0,7 mg/kg,
Fig. 5.8.A). In cazul memoriei de lunga durati, doza de 0,7 mg/kg de 6HLN s-a dovedit
a fi mai eficientd decat cea de 0,3 mg/kg in a reduce numarul erorilor memoriei de
referinta la sobolanii tratati cu suspensie de APs.3s (Fig. 5.8.B) (289).

In cazul administrarii cronice a COT la sobolanii injectati i.c.v. cu APas.ss,
comparatia post hoc a indicat ca ambele doze au micsorat semnificativ atit numarul de
erori ale memoriei de lucru (p<0,0001 pentru doza 0,3 mg/kg si p<0,001 pentru cea de
0,7 mg/kg, Fig. 5.8.A) cat si numarul erorilor memoriei de referinta (p<0,01 pentru
ambele doze, Fig. 5.8.B), ameliorand astfel efectul amnezic al peptidei AP2s.35 (289).

5.1.4. Efectele nicotinei, cotininei si 6-hidroxi-L-nicotinei asupra anxietatii in testul
labirintului in cruce suspendat

Tendinta naturald a sobolanilor din lotul de control este aceea de a petrece mai
mult timp si de a patrunde de mai multe ori 1n bratele inchise ale labirintului comparativ
cu cele deschise. Conform figurii 5.9.B, sobolanii tratati cu AP»s.3s au accesat de putine
ori bratele deschise ale labirintului in cruce suspendat comparativ cu animalele din lotul
de control (p<0,05), sugerandu-se astfel ca o stare similara anxietatii indusa de Afs.ss.
Controlul pozitiv, reprezentat de sobolani la care s-a co-administrat Afys.3s si BSP 1
mg/kg, au prezentat o crestere semnificativa (p<0,05) a numarului de intrari in bratele
deschise comparativ cu controlul negativ.
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Figura 5.4. Efectul administrarii cronice a dozelor de 0,3 si 0,7 mg/kg de NIC, 6HLN
si COT la sobolanii tratati cu Af»s.35 asupra numarului total de intréri (A) si a intrarilor
in bratele deschise (B) in cadrul testului EPM. Valorile sunt exprimate ca medii + S.E.M.
(n=6 animale pe lot). ANOVA unidirectionald a identificat diferente semnificative
generale intre conditiile experimentale pentru (A) F(8,36)=18,95, p<0,0001 si (B)
F(8,45)=5,317, p<0,001.

Administrarea dozei de 0,3 mg/kg de NIC la sobolanii tratati cu Aosss a
determinat un efect anxiolitic, intrucat NIC a crescut numarul de intrari in bratele
deschise. Cu toate acestea, in cazul dozei mai mari de NIC, nu a fost Inregistrata o
diferenta semnificativa fatd de controlul negativ (Fig. 5.9.B). De asemenea, rezultatele
noastre au indicat ca administrarea ambelor doze de 6HLN, 1n special cea de 0,7 mg/kg,
la sobolanii tratati cu APs.3s determind o activitate mai intensd a animalelor in bratele
deschise ale labirintului comparativ cu sobolanii tratati doar cu APas.3s (p<0,05 si
p<0,0001 pentru doza de 0,3 si respectiv 0,7 mg/kg, Fig. 5.9.B). In ceea ce priveste
COT, doza de 0,3 mg/kg administratd la sobolanii tratati cu ABs.3s a determinat o
crestere semnificativa (p<0,001) a numarului de intréri in bratele deschise ale EPM. Pe
de alta parte, doza superioard de COT a crescut acelasi parametru dar intr-o masura mai
mica (p<0,05, Fig. 5.9.B).

5.1.5. Efectele nicotinei, cotininei si 6-hidroxi-L-nicotinei asupra anxietitii in testul
in cAmp deschis

OFT a fost aplicat si pentru a evalua impactul tratamentului asupra starii
similare anxietatii indusd de ABys.3s. In acest sens, s-a inregistrat timpul de stationare al
animalelor in arend precum si numarul de elongatii efectuate de acestea. Infuzia
cerebrald a peptidei APas.3s a declansat o stare de anxietate similara cu cea intalnita in
AD, aceasta determinénd o crestere semnificativa a timpului de imobilitate (Fig. 5.10.A)
a animalelor precum si un numar scazut de elongatii (Fig. 5.10.B) fatd de control.
Conform figurii 5.10.A, administrarea cronica a NIC, in special a dozei de 0,3 mg/kg, a
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indus un efect anxiolitic la sobolanii tratati i.c.v. cu APysss, reducand timpul de
stationare al animalelor in arena centrald (p<0,01 si p<0,05 pentru doza de 0,3 si
respectiv 0,7 mg/kg). In plus, ambele doze de NIC au crescut si numarul elongatii
efectuate de animale (Fig. 5.10.B). De asemenea, tratamentul cu 6HLN a determinat un
efect anxiolitic mai pronuntat decat cel al NIC, diminuand semnificativ timpul de
stationare (Fig. 5.10.A) al animalelor In cAmpul deschis si a marind numarul de elongatii
al acestora (Fig. 5.10.B).

In ceea ce priveste tratamentul cu COT, doza de 0,3 mg/kg s-a dovedit a fi mai
eficienta decat cea de 0,7 mg/kg in a reduce timpul de stationare al animalelor (Fig.
5.10.A). in plus, sobolanii tratati cu COT au prezentat si un numar mai mare de elongatii
efectuate comparativ cu animalele din controlul negativ (p<0,0001 si p<0,05 pentru
doza de 0,3 si respectiv 0,7 mg/kg, Fig. 5.10.B). Rezultatele obtinute indica faptul ca
NIC si derivatii nicotinici actioneaza ca agenti anxiolitici la modelul de sobolan al AD
indus de peptida Afos.3s reducand anxietatea in OFT.
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Figura 5.5. Efectele administrarii i.p. a dozelor de 0,3 si 0,7 mg/kg de NIC, 6HLN si
COT asupra (A) timpului de stationare si a (B) numarului de elongatii, evaluate in OFT.
Valorile sunt exprimate ca medii £ S.E.M. (n=6 animale pe lot). ANOVA a identificat
diferente semnificative generale 1intre conditiile experimentale pentru (A)
F(8,45)=15,55, p<0,0001 si (B) F(8,45)=27,29, p<0,0001.

5.1.6. Efectele nicotinei, cotininei si 6-hidroxi-L-nicotinei asupra stirii similare
depresiei in testul inotului fortat

In cadrul acestui experiment, FST a fost utilizat pentru a evalua efectele
administrarii cronice de NIC, 6HLN si COT in doze de 0,3 si 0,7 mg/kg asupra starii
asemanatoare depresiei la modelul de sobolan al AD indus prin infuzia i.c.v. a peptidei
Ap2s.35. Dupa cum se poate observa in figura 5.11., infuzia i.c.v. a peptidei AP2s.35 la
sobolanii normali din rasa Wistar a indus comportamentul tipic depresiei prin scaderea
semnificativa a timpului de inot si implicit prin cresterea timpului de imobilitate n
comparatie cu animalele din lotul de control (p<0,0001) si din lotul tratat cu o
combinatie intre APss.3s si imipramind (IMP) 1 mg/kg (p<0,0001). Lotul tratat cu Apas.

48



35 si IMP a fost utilizat ca un control pozitiv intrucat IMP este un antidepresiv triciclic
si este considerat ca tratament farmacologic pentru depresie (290). Administrarea
tratamentului cronic cu doze de 0,3 si 0,7 mg/kg de NIC, 6HLN si COT sobolanilor
tratati cu Afos3s au determinat o crestere semnificativa puternica a timpului de inot si
simultan o scadere a timpului de imobilitate in cadrul FST, comparativ cu animalele din
lotul tratat doar cu APzss3s (p<0,0001, Fig. 5.11.), sugerandu-se astfel un efect
antidepresiv al tratamentului utilizat. Mai mult decat atat, comparand tratamentele intre
ele, s-a observat ca 6HLN si COT prezinta un efect antidepresiv similar si mai accentuat
decat al NIC in cazul ambelor doze.
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Figura 5.6. Efectele administrarii cronice de NIC, 6HLN si COT, in doze de 0,3 si 0,7
mg/kg, asupra timpului de Tnot si de imobilitate in testul FST. Valorile sunt exprimate
ca medii = S.E.M. (n=6 animale pe lot). ANOVA bidirectionald a identificat diferente

semnificative generale intre conditiile experimentale F(8,90)=117,8, p<0,0001.
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5.2. Andocarea moleculard a nicotinei si a derivatilor nicotinici la receptorii
nicotinici ai acetilcolinei

5.2.1. Andocarea moleculari la receptorul AChBP

Subtipul a7 al receptorilor nAChRs este exprimat intens in hipocamp si este
implicat in functiile cognitive ale SNC, cum ar fi formarea memoriei, iar modularea
acestora devine o abordare terapeutica pentru tulburarile cognitive, inclusiv AD (291).
In creierul afectat de AD, nivelul de ACh este limitat, iar pierderea receptorilor a7
nAChRs din hipocamp a fost corelatd cu pierderea progresiva a functiilor cognitive
(291,292). S-a demonstrat ca multe caracteristici ale efectelor pro-cognitive ale NIC si
potentialul sdu de imbunatatire a memoriei sunt mediate prin intermediul receptorilor
a7 nAChRs (291).

In acest studiu, am evaluat potentialul de legare al NIC si a celor doi derivati
nicotinici similari din punct de vedere structural, COT si 6HLN, 1n situsul de legare al
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receptorului AChBP. Ca si in cazul receptorilor nAChRs, situsurile de atasare a
ligandului se gasesc la interfata dintre doud subunitati si sunt complet cufundate in
proteind. Pentru a simplifica procesul de andocare, au fost pastrare doar acele subunitati
care formeaza situsul de legare al NIC (denumit situs AChBP). Cubul de cautare a fost
centrat pe un atom al moleculei de NIC native si a cuprins toti aminoacizii implicati in
atasarea ligandului.
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RMSD 0,27A, Energie de legare: 6,6 RMSD 0,254, Energie de legare: -7,17
Figura 5.7. Pozitia nativda a moleculei de NIC la interfata dintre doud subunitati identice
ale receptorului AChBP (1UW6) (A) si cele mai bune pozitii teoretice de atasare a (5)-
nicotinei (B), (S)-cotininei (C) si (S)-6-hidroxinicotinei (D). Liganzii sunt reprezentati
sub forma de bile si bastonase, reziduurile care formeaza situsul de legare al NIC sunt
reprezentate ca bastonase (reziduurile cu catena laterald coloratd cu magenta apartin
subunitatii principale in timp ce reziduurile cu catena laterala colorata cu albastru inchis
apartin subunititii complementare), legaturile de hidrogen sunt reprezentate ca linii
punctate verzi, iar restul receptorului este afisat ca suprafatd moleculara (289).

In urma andocirii, s-au obtinut un numir de 50 de conformatii de legare
posibile pentru fiecare ligand. Dintre acestea, s-au pastrat cele mai bune trei pozitii de
legare ale liganzilor testati. Pentru fiecare conformatie obtinuta, s-a calculat potentialul
(energia) de legare, eficienta ligandului, precum si valoarea RMSD a pozitiilor atomice.
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Tabel 5.1. Rezultatele de andocare pentru cele mai bune trei pozitii de legare ale liganzilor utilizdnd ca receptor AChBP

Receptor Ligand RMSD (A) Energie de legare Eficienta ligandului
0,46 -7,05 -0,59
(S)-nicotina (CID 89594) 0,45 -6,95 -0,58
0,29 -6,59 -0,55
0,36 -6,88 -0,57
(R)-nicotina (CID 157672) 0,37 -6,79 -0,57
0,57 -6,77 -0,56
0,27 -6,6 -0,51
(S)-cotinina (CID 854019) 0,5 -6,56 -0,5
AChBP 0,56 -6,46 -0,5
(PDB ID 1UW6) 0,6 -6,55 -0,5
(R)-cotinina (CID 21907) 0,44 -6,47 -0,5
0,42 -6,42 -0,49
0,33 -7,2 -0,55
(S)-6-hidroxinicotina (CID 439383) 0,27 -7,18 -0,55
0,25 -7,17 -0,55
0,64 -7,34 -0,56
(R)-6-hidroxinicotinad (CID 439886) 0,5 -7,34 -0,56

0,65 -7,32 -0,56
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Figura 5.8. Diagrama schematica a interactiunilor dintre reziduurile situsului de legare
pentru NIC a receptorului AChBP si NIC (A), (S)-nicotina (B), (S)-cotinina (C) si (S)-
6-hidroxinicotind (D). Reziduurile marcate cu * sunt comune cu cele descrise in
literatura si reziduurile incercuite sunt comune pentru toti liganzii selectati.
Interactiunile hidrofobe dintre reziduuri si atomii corespunzatori ai liganzilor precum si
legaturile de hidrogen sunt ilustrate conform programului Ligplot+ (289).

in primul rand, (S)-nicotina a fost andocata in situsul de legare si comparata cu
orientarea sa observatd experimental de Celie ef al. (2004) (Fig. 5.12.A). Potrivirea
foarte buna intre orientarea obtinutd computational a (S)-nicotinei cu cea determinata
experimental (RMSD de 0,29 A pentru 12 atomi suprapusi ai ligandului (Tabel 5.1., Fig.
5.12.B) indica faptul ca metoda de andocare utilizata este corecta (289).

in continuare, (S)-cotinina si (S)-6-hidroxinicotina au fost andocati in situsul
de legare al receptorului AChBP, iar orientarea si afinitatea (exprimata ca energie de
legare) acestora au fost comparate cu datele obtinute experimental pentru NIC. Pozitia
de legare teoretica a (S)-cotininei a fost diferitd in comparatie cu cea a NIC (RMSD de
0,27 A pentru 9 atomi suprapusi, dintre care doar 6 s-au potrivit perfect). Mai mult decat
atat, acest compus a prezentat o energie de legare similara cu cea a (S)-nicotinei (-6,6
pentru COT si -6,59 pentru NIC, Tabel 5.1.) si ADT a identificat o legaturd de hidrogen
(lungime de 1,89 A) formati intre gruparea hidroxil a COT si reziduul Y89 localizat pe
subunitatea principald a receptorului AChBP (Fig. 5.12.C). (S)-6-Hidroxinicotina a
prezentat o orientare similard in cavitatea de legare a receptorului AChBP cu cea
observatd experimental pentru NIC, rezultind un RMSD de 0,25 A pentru 12 atomi
suprapusi ai ligandului. In plus, rezultatele noastre au indicat o energie de legare mai
mica a (S)-6-hidroxinicotinei (energie de legare teoretica de -7,17) comparativ cu (S)-
nicotina (energie de legare teoreticd de -6,59), sugerand astfel o afinitate mai mare a
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6HLN in situsul de legare al receptorului AChBP decét NIC (Tabel 5.1.). De asemenea,
ADT a identificat o legiturd de hidrogen (lungime de 2,1 A) formati intre (S)-6-
hidroxinicotina si reziduul M 114 localizat pe subunitatea complementara a receptorului
AChBP (Fig. 5.12.D) (289).

Analiza interactiunilor ligand-receptor a demonstrat ca toti liganzii intrd in
contact cu reziduurile Y89, W143 si Y192 localizate pe subunitatea principald (+) si cu
reziduul M114 localizat pe subunitatea complementara (-) (Fig. 5.13.). Aceste rezultate
indica faptul ca 6HLN si COT s-ar putea lega de receptorii a7 nAChRs cu o afinitate
similara sau mai mare decat a NIC (289).

5.2.2. Andocarea moleculara la receptorul a4p2 nAChR

Urmatoarea etapd a acestui studiu a constat in evaluarea si compararea
potentialului de legare a NIC si a celor doi derivati nicotinici, 6HLN si COT, in doua
situsuri de legare alosterice ale receptorului a4f2 nAChRs (30.:2f): a4-04 si a4-B2.

Y204
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RMSD 044, Energie de legare; 5,65 Sy RMSD 0,284, Encrgie de legare: -5,71

Figura 5.9. Pozitia nativd a moleculei de NIC la interfata a4-04 a receptorului uman
04p2 nAChR (3a:2f, 6CNK) (A) si cele mai bune pozitii de atasare teoretice a (S)-
nicotinei (B), (S)-cotininei (C) si (S)-6-hidroxinicotinei (D). Liganzii sunt reprezentati
sub forma de bile si bastonase, reziduurile care formeaza situsul de legare al NIC sunt
reprezentate ca bastonase (reziduurile cu catena laterala colorati cu magenta apartin
subunitatii principale — a4+ in timp ce reziduurile cu catena laterala colorata cu albastru
inchis apartin subunititii complementare — 04-), legaturile de hidrogen sunt reprezentate
ca linii punctate verzi, iar restul receptorului este afigat ca suprafata moleculara (289).

Orientarea moleculei de NIC in situsul a4-04 precum si rolurile specifice ale
reziduurilor cu care interactioneaza in cavitatea de legare au fost descrise anterior de
Walsh et al. (2018) (Fig. 5.14.A). La fel ca si in cazul receptorului AChBP, am pastrat
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doar acele subunitati care au format situsul de legare al NIC pentru a simplifica procesul
de andocare. In primul rand, (S)-nicotina a fost andocata in situsul 04-04 si orientarea
acesteia a fost comparata cu cea observata experimental de Walsh et al. (2018). Valoarea
scizutd a RMSD obtinutd pentru (S)-nicotind (0,23 A pentru 12 atomi suprapusi ai
ligandului, Tabel 5.2.) ne confirma din nou ca metoda de andocare si parametrii utilizati
pot fi aplicati si pentru ceilalti liganzi luati in studiu (Fig. 5.14.B) (289). in continuare,
derivatii nicotinici au fost andocati in situsul o4-04 si am comparat orientarea si
afinitatea acestora cu cea a NIC. Calcularea valorii RMSD a aratat ca pozitiile de legare
teoretice a (S)-cotininei (Fig. 5.14.C) si (S)-6-hidroxinicotinei (Fig. 5.14.D) au fost
foarte similare cu orientarea obtinuti experimental pentru NIC (RMSD de 0,4 A pentru
COT si 0,28 A pentru 6HLN corespunzitor pentru 12 atomi suprapusi ai ligandului).
Energiile de interactiune calculate de ADT au aratat cd derivatii nicotinici, in special
(8)-6-hidroxinicotina, s-ar atasa mai puternic in situsul 04-a4 comparativ cu (S)-nicotina
(energie teoretica de legare de -5,65 pentru COT, -5,71 pentru 6HLN si -5,5 pentru NIC,
Tabel 5.2.). Aceasta afinitate ridicata a 6HLN se poate datora unei legéturi de hidrogen
suplimentare (lungime de 2,1 A) formati cu reziduul Y204 situat pe subunitatea
principald a4+ a interfetei a4-04 (289).
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Figura 5.10. Diagrama schematica a interactiunilor dintre reziduurile situsului 04-a4 a
receptorului a4p2 nAChRs si NIC (A), (S)-nicotind (B), (S)-cotinind (C) si (S)-6-
hidroxinicotind (D). Reziduurile marcate cu * sunt comune cu cele din literaturd si
reziduurile incercuite sunt comune pentru toti liganzii selectati. Interactiunile hidrofobe
dintre reziduuri si atomii corespunzatori ai ligandului precum si legaturile de hidrogen
sunt ilustrate conform programului LigPlot+ (289).
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Tabel 5.2. Rezultatele de andocare pentru cele mai bune trei pozitii de legare ale liganzilor testati utilizand ca receptor
interfata a4-a04 a receptorului 0452 nAChR (3a:2f3) (289)

Receptor Ligand RMSD (&) Energie de legare Eficienta ligandului
L 0,55 -5,57 -0,46
(S)-nicotina > > ,
0,56 -5,51 -0,46
(CID 89594) 0.23 55 046
cofi 0,5 5,52 -0,46
(R)-nicotina > > ,
0,51 -5,51 -0,46
(CID 157672) 051 B hae
- 0,4 -5,65 -0,43
(S)-cotinina > o s
Interfata a4-04 a (CID 854019) 8’2 22? _8’12
receptorului 0482 nAChR 0’45 5’65 0,43
(30:2B) (PDB ID 6CNK) (R)-cotinina , -5, 0.
(CID 21907) 0,54 -5,62 043
0,43 5,62 0,43
(8)-6-hidroxinicotina 0,28 -5.71 -0,44
(CID 439383) 0,37 -5,69 -0.44
0,39 -5,67 -0,44
. . 0,42 -5,73 -0,44
(R)-6-hidroxinicotina 0.65 569 044

(CID 439886) 05 e o




Conform programului Ligplot+, in situsul a4-a4, liganzii au interactionat cu
reziduurile Y100 si W156 situate pe subunitatea principald a4+ si cu reziduul T126 de
pe subunitatea complementara a4- (Fig. 5.15.).

Intr-o maniera similara, liganzii au fost andocati si in interfata a4-p2 a
receptorului uman 04p2 nAChR. Ca si in situatiile anterioare, s-a identificat o buna
suprapunere intre cei 12 atomi ai (S)-nicotinei si orientarea sa observata experimental,
rezultind o valoare RMSD de 0,31 A (Fig. 5.16.B, Tabel 5.3.).

RMSD 0,45A, Energie de legare: 6,24 RMSD 0,184, Energie de lﬂm: 6,16

Figura 5.11. Pozitia nativa a moleculei de NIC in situsul 04-2 a receptorului uman
04p2 nAChR (3a:2, 6CNK) (A) si cele mai bune pozitii de legare teoretice a (S)-
nicotinei (B), (S)-cotininei (C) si (S)-6-hidroxinicotinei (D). Liganzii sunt reprezentati
sub forma de bile si bastonase, reziduurile care formeaza situsul de legare al NIC sunt
reprezentate ca bastonase (reziduurile cu catena laterala coloratd cu magenta apartin
subunitatii a4 in timp ce reziduurile cu catena laterala colorata cu albastru inchis apartin
subunitatii 2), legaturile de hidrogen sunt reprezentate ca linii punctate verzi, iar restul
receptorului este afisat ca suprafatd moleculara (289).

Pozitia de legare teoretica obtinuta pentru (S)-cotinina in situsul 04-B2 a fost
destul de diferita de orientarea NIC determinata experimental (Fig. 5.16.C), rezultand o
valoare RMSD de 0,45 A pentru 10 atomi suprapusi, dintre care doar 7 s-au potrivit
perfect. Cu toate acestea, in aceasta orientare teoretica, (S)-cotinina a prezentat o energie
de legare mai mica decat (S)-nicotina (-6,24 pentru COT si -5,93 pentru NIC, Tabel
5.3.), sugerand astfel o afinitate mai mare a acestui compus fatd de situsul o4-p2
comparativ cu molecula precursor. Aceasta afinitate ridicatd a COT ar putea fi explicata
prin legitura de hidrogen suplimentari (lungime de 2,8 A) identificati de ADT intre
gruparea hidroxil a COT si reziduul Y204 localizat pe subunitatea o4 (Fig. 5.16.C)
(289). De asemenea, s-a observat ca pozitia de legare teoretica a (S)-6-hidroxinicotinei
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a fost foarte similard cu orientarea NIC determinatd experimental (RMSD de 0,18 A
pentru 12 atomi suprapusi, Fig. 5.16.D). In aceasti pozitie teoretic, (S)-6-
hidroxinicotina s-a atasat in situsul 04-B2 cu o afinitate mai mare decat NIC (energie
teoretica de legare de -6,16 pentru 6HLN si -5,93 pentru NIC) si, similar cu COT, a
format o legiturd de hidrogen suplimentara (lungime de 2,1 A) cu reziduul Y204 situat
pe subunitatea a4 (289).
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Figura 5.12. Diagrama schematica a interactiunilor dintre reziduurile situsului 04-B2 a
receptorului uman a4p2 nAChR si NIC (A), (S)-nicotinad (B), (S)-cotinina (C), (S)-6-
hidroxinicotind (D). Reziduurile marcate cu * sunt comune cu cele din literatura si
reziduurile incercuite sunt comune pentru toti liganzii selectati. Interactiunile hidrofobe
dintre reziduuri si atomii corespunzatori ai ligandului precum si legaturile de hidrogen
sunt ilustrate conform programului Ligplot+ (289).

Conform programului Ligplot+, liganzii au interactionat cu reziduurile W156
si Y204 localizate pe subunitatea a4 si cu reziduul L121 situat pe subunitatea 32 (Fig.
5.17.) (289).

Pentru a evidentia o posibild afinitate (preferintd) a NIC si a derivatilor
nicotinici pentru un anumit tip de situs, am comparat energiile teoretice de legare ale
liganzilor andocati in situsul 04-a4 cu cele ale liganzilor andocati in situsul a4-p2.
Rezultatele noastre au indicat cd pentru fiecare ligand, energiile de legare teoretice
corespunzatoare situsului 04-B2 sunt mai mici decat cele calculate pentru situsul o4-o04
(Tabel 5.2. 51 5.3.), sugerand astfel o posibila preferinta a NIC si a derivatilor nicotinici
fata de receptorii nAChRs care contin un numar mai mare de interfete de tipul a4-p2.
Aceste rezultate sugereaza faptul ca 6HLN si COT s-ar putea atasa In ambele situsuri de
legare alosterice ale receptorilor a4f2 nAChRs cu o afinitate mai mare decat NIC si
prezinta o preferinta fata de interfata a4-p2 (289).
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Tabel 5.3. Rezultatele de andocare obtinute pentru cele mai bune trei pozitii de legare ale liganzilor testati utilizand ca
receptor interfata 04-2 a receptorului a4p2 nAChR (3a:2f3) (289)

Receptor Ligand RMSD (&) Energie de legare Eficienta ligandului
L 0,47 -6,06 -0,51
(S)-nicotina ’ ’ g
0,31 -5,93 -0,49
(CID 89594) 0.32 5,93 0.49
L 0,48 -5,87 -0,49
(R)-nicotina ’ ’ ’
0,62 -5,86 -0,49
(CID 157672) 0.47 5,85 20,49
0s o o
Interfata a4-B2 a (CID 854019) 0’ 45 —’6 _0’ 46
receptorului 0432 nAChR 0’ 45 617 0’ 47
(3a:2B) (PDB ID 6CNK) (R)-cotinind ’ > o
(CID 21907) 0,44 -6,17 -0,47
045 -6,13 047
(5)-6-hidroxinicotina 0,18 -6,16 -0.47
(CID 439383) 0,22 -6,16 -0.47
0,18 -6,16 -0,47
. . 0,51 -6,48 -0,5
(R)-6-hidroxinicotina 0.6 637 2049

(CID 439886) 0s 636 0,45




5.3. Efectele nicotinei si derivatilor nicotinici asupra activititii
acetilcolinesterazei la modelul amiloidic al bolii Alzheimer indus de
peptida Aﬂz5.35

In urma administrarii i.c.v. a peptidei APasss, s-a inregistrat o crestere
semnificativa (p<0,0001) a activitatii specifice a AChE in hipocamp (Fig. 5.18.),
comparativ cu animalele din grupul de control. Cu toate acestea, ambele doze de NIC,
in special cea de 0,3 mg/kg, s-au dovedit eficiente in a reduce semnificativ activitatea
AChE in hipocampul (Fig. 5.18.) sobolanilor tratati in prealabil cu suspensie de APos.3s.
Mai mult decat atat, 6HLN si COT s-au dovedit a fi mai eficiente decat NIC, reducand
semnificativ (p<0,0001) activitatea specificdi a AChE in hipocampul (Fig. 5.18.)
sobolanilor care au injectati i.c.v. cu AB»s.35 pana la un nivel apropiat de cel al grupului
de control. Aceste rezultate sugereaza un profil antiacetilcolinesterazic al NIC, 6HLN si
COT la un model animal de dementa indus de peptida A2s.35 (289).
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Figura 5.13. Efectele administrarii cronice de NIC, 6HLN si COT (0,3 si 0,7 mg/kg,
g.c., 1.p.) asupra activitatii specifice a AChE din probele de hipocamp. Valorile sunt
exprimate ca medii £ S.E.M. (n=3 animale pe lot). Analiza ANOVA unidirectionald a

identificat diferente semnificative generale 1intre loturile experimentale pentru
F(7,16)=36,46, p<0,0001.

5.4. Efectele nicotinei si derivatilor nicotinici asupra statusului oxidativ la
modelul amiloidic al bolii Alzheimer indus de peptida Af:s.3s

In probele de hipocamp obtinute de la sobolanii tratati i.c.v. cu ABasss, s-a
observat o scadere semnificativa a activitatii specifice a SOD (p<0,001, Fig. 5.19.A),
CAT (p<0,0001, Fig. 5.19.B) si GPX (p<0,0001, Fig. 5.19.C) in comparatie cu
animalele din lotul de control care au primit solutie salind. Injectia i.p. a dozei de 0,7
mg/kg de NIC sobolanilor tratati cu AB»s.3s a dus la o crestere semnificativa (p<0,01) a
activitatii SOD in hipocamp comparativ cu controlul negativ. De asemenea, in aceeasi
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regiune a creierului, s-a observat o crestere usoara a activitatii SOD céand s-a utilizat o
concentratie mai mica de NIC, insa pragul statistic de semnificatie nu a fost depasit (Fig.
5.19.A). Pe de alta parte, doar concentratia de 0,3 mg/kg de NIC a restabilit activitatea
normald a CAT (p<0,0001, Fig. 5.19.B) si GPX (p<0,001, Fig. 5.19.C) in hipocampul
sobolanilor tratati i.c.v. cu A»s.3s. Co-administrarea 6HLN cu Af»s.3s a determinat o
crestere semnificativa a activitatii SOD si GPX 1n hipocampul animalelor intr-o maniera
doza-raspuns (p<0,01 si p<0,0001 pentru doza de 0,3 si respectiv 0,7 mg/kg, Fig. 5.19.A
si Fig. 5.19.C). in plus, ambele concentratii de 6HLN s-au dovedit a fi eficiente in a
contracara efectul peptidei Aas.3s asupra activitdtii CAT comparativ cu animalele
tratate doar cu APas-3s (p<0,0001, Fig. 5.19.B). Mai mult decat atat, COT a prezentat un
efect similar cu cel al 6HLN, Intrucat ambele doze utilizate au crescut substantial si intr-
o maniera dependenta de doza activitatea enzimelor antioxidante SOD (Fig. 5.19.A),
CAT (Fig. 5.19.B) si GPX (Fig. 5.19.C) in hipocampul sobolanilor tratati i.c.v. cu ABs.
35 (289).
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Figura 5.14. Efectele administrarii cronice de NIC, 6HLN si COT (0,3 si 0,7 mg/kg,
g.c., i.p.) la modelul amiloidic al AD asupra activitatii specifice a enzimelor (A) SOD,
(B) CAT si (C) CAT masurate din probele de hipocamp. Valorile sunt exprimate ca
medii £ S.E.M. (n=3 animale pe lot). Analiza ANOVA unidirectionald a identificat
diferente semnificative generale intre loturile experimentale pentru (A) F(7,16)=16,68,
p<0,0001, (B) F(7,16)=27,82, p<0,0001 si (C) F(7,16)=15,73, p<0,0001.

Pentru a evalua potentialul antioxidant al NIC, 6HLN si COT de a reduce
stresul oxidativ indus de peptida A»s.3s, au fost monitorizati o serie de indicatori non-
enzimatici ai stresului oxidativ, cum ar fi nivelurile de GSH, MDA si proteine
carbonilate, in hipocampul sobolanilor. Inducerea modelului animal al AD prin infuzia
i.c.v. a peptidei Af»s3s a determinat o scadere pronuntatd a continutului de GSH
(p<0,001, Fig. 5.20.A) si o crestere substantiala a nivelului de MDA (p<0,001, Fig.
5.20.B) si proteine carbonilate (p<0,0001, Fig. 5.20.C) in hipocampul animalelor de
laborator comparativ cu lotul de control. Tratamentul cronic cu NIC a redus efectul
negativ al peptidei APs.3s asupra continutul de GSH doar atunci cand a fost utilizata
concentratia de 0,7 mg/kg (p<0,05, Fig. 5.20.A). In schimb, ambele doze de NIC au
determinat o scadere accentuata a nivelului de MDA (p<0,001 si p<0,0001 pentru doza
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de 0,3 si respectiv 0,7 mg/kg, Fig. 5.20.B) si proteine carbonilate (p<0,0001, Fig.
5.20.C) in hipocampul animalelor tratate cu AB»s.3s. Mai mult decat atat, tratamentul cu
6HLN si COT a redus stresul oxidativ indus de Afzs3s In hipocampul animalelor,
intrucat ambele concentratii utilizate au crescut cantitatea de GSH (Fig. 5.20.A) si au
diminuat nivelul de MDA (Fig. 5.20.B) si proteine carbonilate (Fig. 5.20.C).

B)

GSH MDA Proteine carbonilate

ng GSH/pg proteini
nmol/mg proteind

Figura 5.15. Efectele administrarii cronice de NIC, 6HLN si COT (0,3 si 0,7 mg/kg,
g.c., i.p.) la modelul amiloidic al AD asupra nivelului de (A) GSH, (B) MDA si (C)
proteine carbonilate masurat din probele de hipocamp. Valorile sunt exprimate ca medii
+ S.E.M. (n=3 animale pe lot). Analiza ANOVA unidirectionala a identificat diferente
semnificative generale intre loturile experimentale pentru (A) F(7,16)=12,57, p<0,0001,
(B) F(7,16)=12,34, p<0,0001 si (C) F(7,16)=25,63, p<0,0001.

5.5. Efectele nicotinei si derivatilor nicotinici asupra markerilor genetici la
modelul amiloidic al bolii Alzheimer indus de peptida Af:s.35

5.5.1. Efectul nicotinei, cotininei si 6-hidroxi-L-nicotinei asupra expresiei genei
Bdnf'in hipocampul si amigdala sobolanilor

Pentru a evalua impactul NIC si al derivatilor sdi asupra neuroprotectiei, am
investigat expresia genei Bdnf In hipocampul sobolanilor tratati si cu A2s.35. Dupa cum
se poate observa in figura 5.21., infuzia hipocampica a peptidei AB»s.35 a indus o scadere
semnificativa (p<0,001) a numarului de copii de ARNm al genei Bdnf comparativ cu
animalele din lotul de control, indicand astfel un efect neurotoxic al peptide (289). Cu
toate acestea, acest parametru a fost inversat de pre-tratamentul cronic cu 0,3 si 0,7
mg/kg de NIC, 6HLN si COT, care a crescut semnificativ (p<0,0001) expresia genei
Bdnfin hipocamp comparativ cu grupul tratat doar cu APs.3s (Fig. 5.21.) (289).
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Figura 5.16. Efectele administrarii NIC, 6HLN si COT (0,3 si 0,7 mg/kg, g.c., i.p.) la
sobolanii tratati cu APs3s asupra numarului de copii de ARNm al genei Bdnf in
hipocamp. Valorile sunt exprimate ca medii = S.E.M. (n=3 sobolani pe grup). Analiza
ANOVA a identificat diferente semnificative generale intre loturile experimentale
pentru F(7,16)=109,5, p<0,0001.

5.5.2. Efectul nicotinei, cotininei si 6-hidroxi-L-nicotinei asupra expresiei genei Arc
in hipocampul si amigdala sobolanilor
Pentru a evalua rolul NIC si al derivatilor nicotinici asupra consolidarii
memoriei, am examinat numarul de copii de ARNm al genei Arc in hipocampul si
amigdala sobolanilor tratati i.c.v. cu Aas.3s dupa efectuarea testelor de memorie.
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Figura 5.17. Efectele administrarii NIC, 6HLN si COT (0,3 si 0,7 mg/kg, g.c., i.p.) la
sobolanii tratati cu APss3s asupra numarului de copii de ARNm al genei 4rc in
hipocamp. Valorile sunt exprimate ca medii = S.E.M. (n=3 sobolani pe grup). Analiza
ANOVA a identificat diferente semnificative generale intre loturile experimentale
F(7,16)=33,44, p<0,0001.
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Infuzia hipocampica a peptidei APss3s a redus semnificativ (p<0,001, Fig.
5.22) numarul de copii de ARNm comparativ cu sobolanii din lotul de control care au
primit solutie salina, sugerand astfel o abrogare a consolidarii memoriei care ar putea
afecta si sinteza proteinelor necesara pentru a produce modificarile sinaptice necesare
pentru stocarea memoriei pe termen lung (289). Cu toate acestea, tratamentul cronic cu
0,7 mg/kg de NIC si 0,3 mg/kg de 6HLN sau COT a crescut semnificativ (p<0,0001
pentru NIC si COT si p<0,01 pentru 6HLN) numarul de copii de ARNm in hipocampul
sobolanilor tratati cu AB»s.3s (Fig. 5.22) (289).

5.5.3. Efectul nicotinei, cotininei si 6-hidroxi-L-nicotinei asupra expresiei genei 1/-
1$ in hipocampul si amigdala sobolanilor

in studiul actual, am evaluat efectele NIC si a derivatilor nicotinici asupra
neuroinflamatiei prin examinarea expresiei genei //-/ in hipocampul sobolanilor tratati
cu peptida APs.3s. Infuzia peptidei AB»s.3s a crescut semnificativ (p<<0,0001) numarul
de copii de ARNm al genei //-1f comparativ cu animalele din grupul de control care au
primit solutie salind, sugerand astfel un proces inflamator in hipocampul sobolanilor
(Fig. 5.23.). Administrarea cronica a ambelor doze de NIC modelului animal au redus
semnificativ (p<0,0001) expresia genei //-1f in hipocamp (Fig. 5.23.) (289). in plus,
administrarea cronicd de 6HLN si COT a redus semnificativ si Intr-o manierd
dependenta de doza (p<0,001 si p<0,0001 pentru doza de 0,3 si respectiv 0,7 mg/kg)
numarul de copii de ARNm al genei i/-1f In hipocampul sobolanilor tratati cu Aas.3s
comparativ cu grupul tratat doar cu animalele din controlul negativ (Fig. 5.23.) (289).
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Figura 5.18. Efectele administrarii NIC, 6HLN si COT (0,3 si 0,7 mg/kg, g.c., i.p.) la
sobolanii tratati cu AP»s3s asupra numarului de copii de ARNm al genei //-1f in
hipocamp. Valorile sunt exprimate ca medii + S.E.M. (n=3 sobolani pe grup). Analiza
ANOVA a identificat diferente semnificative generale intre loturile experimentale doar
pentru F(7,16)=59,63, p<0,0001.
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Figura 5.19. Coeficientul de corelatie al lui Pearson (r) intre parametrii comportamentali sau biochimici si nivelul de
MDA (n=3 animale pe lot): A) % Alternare spontana vs. MDA (r=-0,633, p<0,001), B) AChE vs. MDA (r=0,477, p<0.05),
C) CAT vs. MDA (r=-0,554, p<0,01), D) CAT GPX vs. MDA (r=-0,516, p<0,01) si E) GSH vs. MDA (r=-0,606, p<0,01)
in control (I), AB25_35 (x ), NIC 0,3 mg/kg + Ast_35 ( ), NIC 0,7 mg/kg + AB25.35 (A), 6HLN 0,3 mg/kg + AB25_35 ( ),
6HLN 0,7 mg/kg + APas3s (#), COT 0,3 mg/kg + ABasss (P) si COT 0,7 mg/kg + APas.3s (). Datele sunt exprimate
astfel: AChE (nmoli ATCh/min/mg proteind), MDA (umol/L), CAT (U/mg proteind), GSH (ug GSH/ug proteind) (289).




5.6. Corelatii Pearson intre parametrii comportamentali si biochimici

In acest studiu, coeficientul de corelatic Pearson (r) a fost utilizat pentru a
cuantifica asocierea liniara intre parametri comportamentali si cei biochimici, masurati
la nivelul hipocampului.

Rezultatele noastre au aratat ca procentul de alternare spontand masurat in
testul labirintului Y se coreleaza puternic cu MDA, produsul peroxidarii lipidice (n=3,
r=-0,633, p<0,001, Fig. 5.24.A). Acest lucru sugereazd ca imbunatatirea memoriei
sobolanilor cu NIC, 6HLN sau COT este corelata cu o scadere a nivelului de MDA in
hipocamp. De asemenea, am corelat activitatea AChE si mai multe sisteme de aparare
antioxidanta, cum ar fi activitatea enzimelor CAT si GPX si continutul de GSH, cu
nivelul de MDA. Dupéa cum se poate observa in figura 5.24.B, s-a obtinut o corelatie
pozitiva intre activitatea AChE si nivelul de MDA (n=3, r=0,477, p<0,05). Acest lucru
sugereaza ca reducerea activitatii specifice a AChE sub actiunea NIC si derivatii
nicotinici este corelatd cu un nivel scazut al peroxidarii lipidice. In ceea ce priveste
sistemul antioxidant, activitatile specifice ale enzimelor CAT (n=3, r=-0,554, p<0,01,
Fig. 5.24.C) sau GPX (n=3, r=-0,516, p<0,01, Fig. 5.24.D) si continutul de GSH (n=3,
r=-0,606, p<0,01, Fig. 5.24.E) au fost corelate negativ si semnificativ cu nivelul de
MDA. Acest lucru indica faptul ca o crestere a activitatilor enzimelor antioxidante si a
continutului de GSH de catre NIC, 6HLN si COT este bine corelata cu o reducere a
formarii de MDA 1n hipocampul animalelor (289).

5.7. Efectele cognitive ale nicotinei si derivatilor nicotinici la modelul de
peste zebrd al bolii Alzheimer indus prin imersie in scopolamind

5.7.1. Efectele nicotinei, cotininei si 6-hidroxi-L-nicotinei asupra memoriei spatiale
a pestilor zebra in testul labirintului Y

In cadrul acestui studiu, efectul tratamentului cu 1 si 2 mg/L de NIC, 6HLN si
COT asupra memoriei de recunoastere spatiald si activitatii locomotorii a pestilor zebra
a fost investigat cu ajutorul testului labirintului Y. In urma efectuirii sesiunii de testare
a labirintului Y, s-a obtinut o serie de reprezentdri grafice ale traseelor urmate de pestii
zebra pe parcursul celor 5 minute precum si diferentele ce pot aparea intre tiparele de
inot ale animalelor din loturi diferite (Fig. 5.25.). Desi toti pesti au explorat cele trei
brate ale labirintului, in cazul lotului tratat doar cu SCOP, se poate observa o activitate
redusa a pestilor in bratul nou. Cu toate acestea, administrarea NIC, 6HLN si COT a
crescut activitatea pestilor in bratele labirintului Y, in special in bratul nou (Fig. 5.25.)
(293).

65



et b

SCOP 100 pM + SCOP 100 pM +  SCOP 100 uM +
GAL 1 mg/L NIC 1 mg/L NIC 2 mg/L

B

Control SCOP 100 pM

a

SCOP 100 uM + SCOP 100 pM + SCOP 100 pM+  SCOP 100 pM +
6HLN I mg/L 6ITLN 2 mg/L COT 1 mg/L COT 2 mg/L

Figura 5.20. Reprezentarea graficd a traseului urmat de pestii zebrd din loturile
experimentale corespunzatoare in sesiunea de testare din cadrul testului labirintului Y.
Bratele labirintului au fost notate astfel: bratul start din care pestele a Inceput testul (A),
bratul deschis permanent (B) si bratul nou (C), inchis in sesiunea de antrenament si
deschis in cea de testare. Punctul albastru reprezintd inceputul traseului in timp ce
punctul rosu reprezinta capatul traseului (293).

Memoria de recunoastere spatiala a fost evaluata folosind ca parametru timpul
petrecut de pesti in bratul nou al labirintului raportat la timpul total de explorare.
Conform figurii 5.26., pestele zebra tratat cu SCOP 100 uM a petrecut mai putin timp
in bratul nou decat animalele din grupul de control sau GAL + SCOP, sugerand astfel
un efect amnezic al SCOP. GAL, un inhibitor competitiv, selectiv si reversibil al AChE,
este utilizat 1n terapia AD pentru imbunatitirea functiei cognitive (98,294) si a fost
utilizat ca si control pozitiv in testele cognitive efectuate asupra pestelui zebra.
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Figura 5.21. Efectele administrarii de NIC, 6HLN si COT (1 si 2 mg/L) la pestii zebra
tratati cu SCOP asupra memoriei spatiale evaluatd in cadrul testului labirintului Y.
Valorile au fost exprimate ca medii = S.E.M. (n=10 pesti pe grup). Analiza ANOVA
unidirectionald a identificat diferente semnificative generale Iintre conditiile
experimentale [F(8,81)=10,54, p<0,0001] (293).
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Administrarea solutiei de GAL 1 mg/L pestilor tratati cu SCOP 100 pM a
imbunatatit semnificativ (p<0,0001) memoria spatiald in testul labirintului Y
comparativ cu pestii din lotul tratat doar cu SCOP. Rezultatele obtinute au sugerat ca
tratamentul acut cu 2 mg/L de NIC sau 6HLN previne efectele negative ale SCOP asupra
memoriei inducand performante apropiate de cele ale GAL 1 mg/L (p<0,001, Fig. 5.26.).
in ceea ce priveste COT, doar doza de 1 mg/L a ameliorat semnificativ deficitele de
memorie induse de SCOP (p<0,05, Fig. 5.26.). Desi s-a putut observa o usoara crestere
a timpului petrecut in bratul nou la grupul tratat cu 2 mg/L de COT, nu a fost detectata
nicio diferentd semnificativa (293).

5.7.2. Efectele nicotinei, cotininei si 6-hidroxi-L-nicotinei asupra memoriei de
recunoastere a pestilor zebra in testul de recunoastere a obiectului nou

In acest experiment, testul NOR a fost utilizat pentru a evalua memoria de
recunoastere a pestilor zebra. In urma efectudrii testului, s-au obtinut o serie de grafice
reprezentative ale traseului urmat de pestii din grupurile experimentale corespunzatoare
(Fig. 5.27.). Urmarind traseul pestilor din lotul tratat doar cu SCOP, putem observa ca
acestia au explorat mai mult timp obiectul familiar in comparatie cu pestii din celelalte
loturi experimentale. Tratamentul acut cu NIC, 6HLN si COT a crescut timpul de
explorare al obiectului nou. Mai mult decat atat, pestii din toate loturile experimentale
au prezentat initial un comportament de tip tigmotaxis. Tigmotaxisul reprezinta
preferinta unui animal de a rimane aproape de margine/lateral, evitdnd zonele deschise
centrale. Cu toate acestea, acest comportament a fost redus treptat in timpul sesiunii de
testare (293).

SCOP100 pM + SCOP 100 pM + SCOP 100 pM +

. SCOPI00 UM =11 mel. NIC 1mgl.  NIC 2 mg/l.

e ZaN N

SCOP 100 pM + SCOP 100 pM + SCOP 100 pM + SCOP 100 pM +
GHLN 1 mg/l.  6ILN 2 mg/L COT 1 mg/L COT 2 mg/L

Figura 5.22. Grafice reprezentative ale traseului urmat de pestii zebra din loturile
experimentale corespunzdtoare 1n sesiunea de testare din cadrul testului NOR. Obiectul
familiar a fost notat cu F, in timp ce obiectul nou a fost notat cu N. Chenarele care
incadreaza obiectele reprezinta aria de explorare si a fost calculatd conform indicatiilor
din subcapitolul 4.3.3.3. Punctul albastru reprezintd inceputul traseului in timp ce
punctul rosu reprezinta capatul traseului (293).
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Memoria de recunoastere a fost exprimatd in procente de preferintd si a
reflectat predilectia animalului pentru obiectul nou. Rezultatele obtinute au demonstrat
ca tratarea pestilor zebra cu SCOP 100 pM a dus la o scadere semnificativa (p<0,01) a
preferintei comparativ cu pestii din lotul de control si GAL + SCOP, ducand la scoruri
mai mici de 50% si sugerand o aversiune relativa fata de obiectul nou (Fig. 5.28.). Ca si
in testul labirintului Y, lotul tratat cu 1 mg/L de GAL si SCOP 100 uM a fost utilizat in
calitate de control pozitiv. GAL a inversat efectul negativ al SCOP, valorile obtinute
fiind apropiate de cele ale lotului de control. Din cele doud doze de NIC utilizate, doar
cea de 2 mg/L a crescut semnificativ (p<0,0001) preferinta fata de obiectul nou a pestilor
zebra tratati n prealabil cu SCOP 100 uM (Fig. 5.28.). Ambele doze de COT si 6HLN,
dar mai ales doza de 2 mg/L, au inversat deficitele memoriei de recunoastere provocate
de administrarea SCOP crescand semnificativ (p<0,01 si p<0,0001 pentru 1 si respectiv
2 mg/L, Fig. 5.28.) preferinta pestilor zebra pentru obiectul nou. Doza de 2 mg/L de
NIC, 6HLN si COT a determinat performante care au depasit nivelul de sansa (50%),
indicand astfel o preferinta relativa pentru de obiectul nou (Fig. 5.28.). Prin urmare, NIC
si derivatii nicotinici imbunatitesc memoria de recunoastere la modelul de peste zebra
al AD indus de SCOP in cadrul testului NOR (293).
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Figura 5.23. Efectele administrarii NIC, 6HLN si COT (1 si 2 mg/ L) la pestele zebra
pre-tratat cu SCOP asupra memoriei de recunoastere evaluate in cadrul testului NOR.
Linia punctata neagra (sansa) indica o preferinta de 50%. Valorile au fost exprimate ca
medii = S.EM. (n=10 pesti pe grup). Analiza ANOVA a identificat diferente
semnificative generale intre conditiile experimentale [F(8,81)=8,078, p<0,0001].

5.8. Efectele nicotinei si derivatilor nicotinici asupra stirii asemdndtoare
anxietdtii la modelul de peste zebrda al bolii Alzheimer indus prin imersie
in scopolamind

In urma efectudrii NTT, s-au obtinut graficele reprezentative ale traseului
urmat de pestii zebra din loturile experimentale corespunzitoare (Fig. 5.29.). In aceste
grafice, se pot observa tiparele de inot diferite ale pestilor zebra in cadrul testului NTT,
in special tiparul de inot al pestilor tratati doar cu SCOP, care au prezentat o activitate
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intensd in jumatatea inferioard a bazinului, sugerandu-se astfel un profil anxiogenic.
Pestii zebra din lotul de control au prezentat initial o activitate exploratorie in zona
inferioara urmand apoi o migrare generala pe parcursul deruldrii testului. Mai mult decat
atat, s-a observat o activitate intensa si in randul pestilor tratati cu NIC, 6HLN si COT
in jumatatea superioara a acvariului, in special atunci cand s-a utilizat doza de 2 mg/L

(Fig. 5.29.) (293).

Control SCOP 100 pM

t ;%‘ 5 i} \

SCOP 100 pM + SCOP 100 M +
NIC 1 mg/l NIC 2 mg/L.

SCOP 100 uM + SCOP 100 pM +
GHLN 1 mg/L 6HLN 2 mg/L.

SCOP 100 pM +

IMP 20 my/L

SCOP 100 uM + SCOP 100 uM +
COT 1 m/L COT 2 mg/L

Figura 5.24. Grafice reprezentative ale traseului urmat de pestii zebrd din loturile
experimentale corespunzatoare in cadrul NTT. Acvariul trapezoid a fost divizat virtual
in doud zone orizontale egale (zona superioard si cea inferioard) pentru evaluarea
activitatii exploratorii verticale. Punctul albastru reprezinta inceputul traseului in timp
ce punctul rosu reprezintd capatul traseului (293).

Efectele tratamentului acut cu NIC, 6HLN si COT asupra comportamentului
asemanator anxietatii la pestele zebra expus la SCOP 100 pM au fost evaluate in NTT
prin masurarea distantei parcurse de pesti in zona superioara a bazinului (Fig. 5.30.A)
precum si a timpului petrecut de acestia In zona respectiva (Fig. 5.30.B). Administrarea
SCOP a provocat un raspuns anxiogen robust, determinand o scadere semnificativa a
distantei parcurse (p<0,0001, Fig. 5.30.A) si o reducere semnificativd a timpului
petrecut in zona superioara (p<0,0001, Fig. 5.30.B) comparativ cu animalele din lotul
de control sau IMP + SCOP. IMP este un antidepresiv triciclic care pare a fi, de
asemenea, eficient pentru reducerea anxietatii generale (295) si, din acest motiv, a fost
utilizat ca si control pozitiv in cadrul NTT. Administrarea acutd a dozei de 2 mg/L de
NIC a prevenit aparitia starii similare anxietatii indusda de SCOP prin cresterea
semnificativd (p<0,0001, Fig. 5.30.A) a distantei parcurse de pestii zebrd in zona
superioard a bazinului. In plus, ambele doze de NIC au determinat o crestere
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semnificativd a timpului petrecut de pesti in jumatatea superioarda a acvariului
(p<0,0001, Fig. 5.30.B). Administrarea acuta a ambelor doze de 1 si 2 mg/L de 6HLN
si COT a ameliorat efectul anxiogen al SCOP prin cresterea distantei parcurse (Fig.
5.30.A) de pesti in zona superioard concomitent cu cresterea timpului petrecut de
animale in aceasta zona (Fig. 5.30.B) (293).
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Figura 5.25. Efectele administrarii NIC, 6HLN si COT (1 si 2 mg/L) la pestele zebra
tratat cu SCOP asupra comportamentului aseméanator anxietatii in cadrul NTT. Distanta
traversata 1n zona superioara (A) si timpul petrecut in zona superioara si/sau inferioara
(B) au reprezentat parametrii pentru anxietate. Valorile au fost exprimate ca medii +
S.E.M. (n=10 pesti pe grup). Analiza ANOVA a identificat diferente semnificative
generale intre loturi pentru (A) F(8,81)=21,35, p<0,0001 si (B) F(8,162)=42,29,
p<0,0001 (293).

5.9. Efectele nicotinei si derivatilor nicotinici asupra activitatii
acetilcolinesterazei la modelul de peste zebra al bolii Alzheimer indus
prin imersie in scopolamind

In acest experiment, am investigat daca NIC, COT si 6HLN prezintd vreun
efect asupra activitatii biologice a AChE in creierul pestilor zebra tratati cu SCOP.
Conform figurii 5.31., expunerea acuta a pestelui zebrd la SCOP 100 uM a cauzat o
crestere semnificativa (p<0,01) a activitatii specifice a AChE in comparatie cu animalele
din lotul de control. Tratamentul acut cu 1 si 2 mg/L NIC a contracarat efectul SCOP,
reducand semnificativ (p<<0,0001) activitatea enzimei in creierul pestilor (Fig. 5.31.).
Mai mult decat atat, ambele doze de 1 si 2 mg/L de COT si 6HLN au restabilit activitatea
normald a AChE, reducand semnificativ efectul SCOP pana la un nivel apropiat de
control (Fig. 5.31.) (293).
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Figura 5.26. Efectul administrarii acute de NIC, 6HLN si COT (1 si 2 mg/L) asupra
activitatii specifice a AChE din creierul pestilor zebra pre-tratati cu SCOP. Valorile sunt
exprimate ca medii = S.E.M. (n=3 pesti pe grup). Analiza ANOVA unidirectionala a
identificat diferente semnificative generale intre conditiile experimentale [F(7,16)=11,5,
p<0,0001] (293).

5.10. Efectele nicotinei si derivatilor nicotinici asupra stresului oxidativ la
modelul de peste zebra al bolii Alzheimer indus prin imersie in
scopolamind

5.10.1.Efectul nicotinei si al derivatilor nicotinici asupra activititii specifice a
enzimelor antioxidante in creierul pestilor zebra

Pentru a evalua potentialul antioxidant al NIC si al derivatilor nicotinici de a
reduce stresul oxidativ indus de expunerea la SCOP (100 pM), au fost masurate
activitatile enzimelor antioxidante SOD, CAT si GPX in creierul pestilor zebra.
Expunerea acuta a pestilor zebra la SCOP a redus semnificativ (p<0,0001) activitatea
specifica a eliminatorilor enzimatici ai ROS, cum ar fi SOD, CAT si GPX, comparativ
cu animalele din lotul de control (Fig. 5.32.). Administrarea NIC, in special a dozei de
2 mg/L, a contracarat efectul SCOP, intensificand substantial activitatea enzimelor SOD
(Fig. 5.32.A), CAT (Fig. 5.32.B) si GPX (Fig. 5.32.C) 1n creierul pestilor. Un efect
similar a fost inregistrat si in cazul derivatilor nicotinici. Ambele concentratii de 6HLN
si COT au blocat proprietatile oxidante ale SCOP in creierul pestilor zebra, stimuland
activitatea SOD (Fig. 5.32.A), CAT (Fig. 5.32.B) si GPX (Fig. 5.32.C) (293).

Potentialul antioxidant al NIC, 6HLN si COT (1 si 2 mg/L) de a reduce stresul
oxidativ indus de SCOP (100 uM) in creierul pestilor zebrd a fost evaluat si prin
masurarea unor indicatori non-enzimatici ai stresului oxidativ, cum ar fi continutul de
GSH, MDA si proteine carbonilate.
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Figura 5.27. Efectele administrarii cronice de NIC, 6HLN si COT (1 si 2 mg/L) asupra
activitatii specifice a enzimelor (A) SOD, (B) CAT si (C) CAT in creierul pestilor tratati
cu SCOP. Valorile sunt exprimate ca medii + S.E.M. (n=3 animale pe lot). Analiza
ANOVA unidirectionala a identificat diferente semnificative generale intre loturile
experimentale pentru (A) F(7,16)=20,15, p<0,0001, (B) F(7,16)=11,31, p<0,0001 si (C)
F(7,16)=14,22, p<0,0001 (293).

Pe langa reducerea activitatii enzimelor antioxidante, tratamentul cu SCOP 100
UM a dus la o epuizare a continutul de GSH (p<0,01, Fig. 5.33.A) si a crescut nivelul
de MDA (p<0,01, Fig. 5.33.B), principalul produs al peroxidarii lipidice, si proteine
carbonilate (p<0,001, Fig. 5.33.C), markerul oxidarii proteice. Cu toate acestea,
administrarea ambelor doze de NIC, 6HLN si COT la pestii zebra tratati in prealabil cu
SCOP a restaurat nivelul optim de GSH in creierul pestilor (Fig. 5.33.A). Mai mult decéat
atat, acest tratament a contracarat efectul pro-oxidativ al SCOP, normalizand astfel

nivelul de MDA (Fig. 5.33.B) si de proteine carbonilate (Fig. 5.33.C) din creierul
pestilor zebra (293).
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Figura 5.28. Efectele administrarii cronice de NIC, 6HLN si COT (1 si 2 mg/L) asupra
nivelului de (A) GSH, (B) MDA si (C) proteine carbonilate in creierul pestilor tratati cu
SCOP. Valorile sunt exprimate ca medii + S.E.M. (n=3 animale pe lot). Analiza
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ANOVA unidirectionala a identificat diferente semnificative generale intre loturile
experimentale pentru (A) F(7,16)=8,541, p<0,001, (B) F(7,16)=12,39, p<0,0001 si (C)
F(7,16)=14,53, p<0,0001 (293).

5.11. Efectele nicotinei si derivatilor nicotinici asupra markerilor genetici la
modelul de peste zebra al bolii Alzheimer indus prin imersie in
scopolamind

5.11.1.Efectul nicotinei, cotininei si 6-hidroxi-L-nicotinei asupra expresiei genei
bdnfin creierul pestilor zebra

In experimentul acesta, am evaluat efectele NIC, 6HLN si COT asupra
expresiei genei bdnf in creierul pestilor zebra tratati cu SCOP. Conform figurii 5.34.,
expunerea la SCOP a redus semnificativ (p<0,01) numarul de copii de ARNm ale genei
bdnf din creierul pestilor zebrd comparativ cu lotul de control. Administrarea acuta de
NIC pestilor tratati in prealabil cu SCOP a modificat pozitiv expresia genei bdnf Intr-o
manierd dependenta de doza (p<0,01 pentru doza de 1 mg/L si p<0,0001 pentru doza de
2 mg/L, Fig. 5.34.). Doar doza de 1 mg/L de 6HLN a ameliorat efectul negativ al SCOP
asupra expresiei genei bdnf, crescand semnificativ (p <0,05, Fig. 5.34.) numarul de copii
de ARNm. In plus, ambele doze de COT s-au dovedit a fi eficiente in a normaliza
expresia genei bdnf'In creierul pestelui zebra tratat cu SCOP (p<0,01 si p<0,001 pentru
dozele de 1 mg/L si respectiv 2 mg/L, Fig. 5.34.) (293).
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Figura 5.29. Efectele administrarii NIC, 6HLN si COT (1 si 2 mg/L) asupra expresiei
genei bdnf in creierul pestilor tratati cu SCOP. Valorile sunt exprimate ca medii +
S.E.M. (n=4 pesti pe grup). Analiza ANOVA unidirectionala a identificat diferente
semnificative generale intre conditiile experimentale [F(7,24)=16,65, p<0,0001] (293).

5.11.2.Efectul nicotinei, cotininei si 6-hidroxi-L-nicotinei asupra expresiei genei
npy in creierul pestilor zebra

Nivelul de expresie al genei npy a fost evaluat in creierele pestilor zebra tratati

concomitent cu SCOP si NIC sau derivati nicotinici. Dupa cum este descris in figura
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5.35., numarul de copii de ARNm al genei npy a fost puternic redus (p<0,0001) in
creierul pestilor tratati doar cu SCOP comparativ cu grupul de control. NIC a crescut
expresia genei npy in creierul pestilor, determinand o crestere a numarului de copii de
ARNmMm intr-o maniera doza-raspuns (p<0,01 si p<0,0001 pentru doza de 1 si respectiv
2 mg/L, Fig. 5.35.). Administrarea acutd a dozei de 2 mg/L de 6HLN la pestele zebra
tratat cu SCOP a crescut semnificativ (p<0,01) expresia npy, desi s-a observat o usoara
crestere (nesemnificativa) a numarului de copii ale ARNm si pentru doza de 1 mg/L
(Fig. 5.35.). in schimb, COT s-a dovedit a fi mai eficientd la doza de 1 mg/L,
normalizand numarul de copii de ARNm al genei npy in creierul pestelui zebra tratat cu
SCOP (Fig. 5.35.) (293).
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Figura 5.30. Efectele administrarii NIC, 6HLN si COT (1 si 2 mg/L) asupra expresiei
genei npy in creierul pestilor tratati cu SCOP. Valorile sunt exprimate ca medii + S.E.M.
(n=4 pesti pe grup). Analiza ANOVA unidirectionald a identificat diferente
semnificative generale Intre conditiile experimentale [F(7,24)=14,79, p<0,0001] (293).

5.11.3.Efectul nicotinei, cotininei si 6-hidroxi-L-nicotinei asupra expresiei genei
egrl in creierul pestilor zebra

Nivelul de expresie al genei egr/ a fost evaluat in creierul pestilor zebra tratati
simultan cu SCOP si NIC sau derivati nicotinici. Figura 5.36. indica ca tratamentul cu
SCOP a determinat o scadere semnificativad puternica (p<0,0001) a numarului de copii
de ARNm ale genei egr/ in creierul pestilor comparativ cu animalele din lotul de
control. In ceea ce priveste NIC si derivatii nicotinici, testele de comparatie multiple ale
lui Tukey au ardtat ca cei trei compusi amelioreaza efectul negativ al SCOP asupra
expresiei egrl. NIC si COT au crescut numarul de copii ale ARNm in creierul pestelui
zebra tratat cu SCOP intr-o maniera dependenta de doza (Fig. 5.36.). 6HLN s-a dovedit
a fi eficient doar atunci cand a fost utilizatd doza mai mare (p<0,0001 pentru doza de 2
mg/L), desi s-a observat o usoara crestere si pentru doza de 1 mg/L (Fig. 5.36.) (293).
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Figura 5.31. Efectele administrarii NIC, 6HLN si COT (1 si 2 mg/L) asupra expresiei
genei egrl in creierul pestilor tratati cu SCOP. Valorile sunt exprimate ca medii +
S.E.M. (n=4 pesti pe grup). Analiza ANOVA unidirectionala a identificat diferente
semnificative generale intre conditiile experimentale [F(7,24)=19,87, p<0,0001] (293).

5.11.4.Efectul nicotinei, cotininei si 6-hidroxi-L-nicotinei asupra expresiei genei
nrf2a in creierul pestilor zebra

Nivelul de expresie al genei nrf2a a fost evaluat in creierul pestilor zebra co-
tratati cu SCOP si NIC sau derivati nicotinici. Conform figurii 5.37., expunerea acuta la
SCOP a redus puternic (p<0,0001) numarul copiilor ARNm ale genei nrf2a din creierul
zebra, comparativ cu grupul de control. Ambele doze de NIC si COT au imbunatatit in
mod remarcabil (p<0,0001, Fig. 5.37.) expresia nrf2a la nivelul ARNm in creierul
pestilor zebra tratati cu SCOP comparativ cu controlul negativ. in plus, ambele doze de
6HLN, in special cea de 1 mg/L, au crescut semnificativ (p<0,0001 si p<0,05 pentru 1
si respectiv 2 mg/L, Fig. 5.37.) numarul de copii d¢ ARNm cand a fost administrat
concomitent cu SCOP (293).
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Figura 5.32. Efectele administrarii NIC, 6HLN si COT (1 si 2 mg/L) asupra expresiei
genei nrf2a in creierul pestilor tratati cu SCOP. Valorile sunt exprimate ca medii +
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S.E.M. (n=4 pesti pe grup). Analiza ANOVA unidirectionald a identificat diferente
semnificative generale intre conditiile experimentale [F(7,24)=32,96, p<0,0001] (293).

5.12. Corelatii Pearson intre parametrii comportamentali, biochimici si
genetici

Coeficientul de corelatie Pearson (r) a fost calculat pentru a corela mai multi
parametri comportamentali sau biochimici cu MDA, produsul final al peroxidarii
lipidelor, sau cu nivelurile de expresie ale genelor nrf2a, egrl si npy.

In primul rind, am identificat mai multe corelatii intre scorurile
comportamentale masurate in testele de memorie si nivelurile de expresie ale genelor
implicate in functiile cognitive. Rezultatele noastre indica faptul ca timpul petrecut de
pestele zebra in bratul nou al labirintului Y se coreleazd puternic cu nivelurile de
expresie ale genelor egr/ (n=10, r=0,648, p<0,001, Fig. 5.38.A) si npy (n=10, r=0,524,
p<0,01, Anexa 1A). Mai mult decat atat, s-au obtinut corelatii pozitive intre procentele
de preferinta calculate in cadrul testului NOR si numaérul de copii de ARNm al genelor
npy (n=10, r=0,421, p<0,05, Fig. 5.38.B) si egr!/ (n=10, r=0,555, p<0,001, Anexa 1B).
Acest lucru sugereaza ca aceasta crestere a performantelor memoriei in grupurile tratate
concomitent cu SCOP si NIC, 6HLN sau COT sunt bine corelate cu supra-expresia
genelor egrl si npy (293).

In al doilea rand, am identificat o puternici corelatie pozitiva intre activitatea
specifica a AChE sinivelul MDA (n=10, r=0,819, p<0,001, Fig. 5.38.C), sugerand astfel
o activitate intensa a acestei enzime in creierul zebra atunci cand nivelul de MDA este
ridicat. In plus, datele noastre au dezviluit corelatii negative ridicate intre componentele
sistemului de apdrare antioxidant si nivelul de MDA dupa cum urmeaza: CAT vs. MDA
(n=10, r=-0,613, p<0,001, Fig. 5.38.D), GPX vs. MDA (n=10, r=-0,692, p<0,001,
Anexa 1C) si GSH vs. MDA (n=10, r=-0,678, p<0,001, Anexa 1D). Aceste constatari
sugereaza ca stimularea sistemului de aparare antioxidant de catre NIC si derivatii
nicotinici este bine corelata cu un nivel scazut de MDA (293).

in cele din urma, am calculat regresia liniard intre parametrii biochimici ai
stresului oxidativ si nivelul de expresie al genei nrf2a. Activitatea specifica a CAT
(n=10, r=0,546, p<0,0001, Fig. 5.38.E) si GPX (n=10, r=0,697, p<0,001, Anexa 1E) si
continutul de GSH (n=10, r=0,678, p<0,001, Fig. 5.38.F) au fost corelate pozitiv cu
numarul de copii de ARNm al genei nrf2a. Cu toate acestea, acest lucru nu s-a aplicat
si in cazul nivelului de MDA (n=10, r=-0,577, p<0,001, Anexe 1F), care a fost corelat
negativ cu nivelul de expresie al genei nrf2a. Prin urmare, o reducere a stresul oxidativ
indus de SCOP in creierul pestilor de catre NIC, 6HLN si COT este asociata cu o supra-
expresiei genei nrf2a (293).
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CONCLUZII

Studiul actual a fost realizat pentru a evalua impactul NIC si a celor doi derivati

nicotinici, COT si 6HLN, asupra comportamentului si parametrilor biochimici si
moleculari utilizind douad modele animale diferite ale AD si anume: modelul de sobolan
al AD indus prin infuzia i.c.v. a peptidei AB»s.35 si modelul de peste zebrd al AD indus
prin imersie in SCOP. Rezultatele obtinute au dus la formularea urméatoarelor concluzii
generale:

1.

La modelul de sobolan al AD indus de Af»s.35, administrarea cronica de NIC, 6HLN
si COT a ameliorat deficitele cognitive, anxietatea si depresia in testele
comportamentale specifice. Aceste efecte au fost atribuite interactiunilor dintre
compusii chimici utilizati si receptorii nAChRs. Astfel, simuldrile de andocare
moleculara au sugerat ca 6HLN si COT s-ar putea atasa, cu o afinitate similara sau
mai ridicata decat a NIC, de receptorii a7 si a4p2 nAChRs. Mai mult decat atat,
simuldrile efectuate la nivelul receptorilor a4p2 nAChRs au indicat o posibila
afinitate mai mare a NIC, 6HLN si COT pentru situsul a4-2 comparativ cu situsul
o4-a4. Analizele biochimice au demonstrat ca NIC, 6HLN si COT prezinta
proprietati antiacetilcolinesterazice si antioxidante in omogenatele obtinute din
hipocampul rozatoarelor. De asemenea, analiza moleculara prin RT-qPCR a indicat
ca tratamentul utilizat ar putea determina efecte neuroprotectoare, promnezice si
antiinflamatorii prin modularea pozitiva a expresiei genelor Bdnf, Arc si respectiv
1-15.

La modelul de peste zebra al AD, datele obtinute au demonstrat ca tratamentul acut
cu NIC si derivati nicotinici amelioreazd starea similard anxietatii si deficitele
cognitive induse de SCOP in testele comportamentale specifice. Mai mult decat
atat, tratamentul cu NIC, 6HLN si COT a redus activitatea AChE, a imbunatatit
sistemul antioxidant gi a diminuat stresul oxidativ (oxidarea lipidelor si proteinelor)
in omogenatele obtinute din creierul pestilor zebra tratati cu SCOP. Abilitatile pro-
cognitive si proprietatile antioxidante ale NIC, COT si 6HLN ar putea fi datorate
cresterii expresiei genelor bdnf, npy, egrl si nrf2a ca raspuns la o potentiala
modulare a receptorilor a7 nAChRs.

Toate aceste rezultate indica faptul cd mecanismul care std la baza Imbunatatirii
memoriei poate implica modulari ale sistemului colinergic, expresie genica
specifica si reducerea stresului oxidativ. Aceste dovezi sugereaza ca COT si 6HLN
ar putea fi considerate o alternativd terapeuticd viabild pentru ameliorarea
conditiilor asociate cu AD.
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