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Cerere cde brevet de inventie

12.2 DESCRIEREA INVENTIEI

METODA DE EVALUARE A DEZINHIBITIEI COMPORTAMENTALE INTR-UN
MODEL ANIMAL DE BOALA ALZHEIMER (SOARECT TRANSGENICI APP/TAU),
UTILIZAND LABIRINTUL RADIAL CU OPT BRATE

INTRODUCERE

Prezenta inventie se refera la o metodd noua de evaluare a dezinhibitiei comportamentale
la soareci APP/TAU care dezvolta Boala Alzheimer (BA), utilizand labirintul radial cu opt brate.

Inventia raspunde nevoii actuale de dezvoltare a unor noi metode de evaluare a
modificarilor comportamentale la animale mici de laborator in vederea testarii preclinice a
medicamentelor destinate BA.
JUSTIFICARE

Potrivit Organizatiei Mondiale a Sanatétii (OMS), BA este cea mai intdlnitd forma de
dementa. fiind caracterizatd ca o tulburare neurodegenerativda severd, progresiva, asociatd cu
pierderea memoriei si afectarea cognitiva, insotita de comportament anormal si modificari ale
personalitatii [Revi M. Alzheimer’s Disease Therapeutic Approaches. Adv Exp Med Biol.
2020;1195:105-16]. Se estimeaza ca numarul persoanelor cu dementé la nivel mondial va creste
la 131,5 milioane pana in 2050, in principal datorita cresterii sperantei de viatd [Sengoku R. Aging
and Alzheimer's disease pathology. Neuropathology. 2020 Feb:40(1):22-9]. Desi in ultimele
decenii s-au descoperit terapii care amelioreazd simptomatologia BA, in prezent nu exista niciun
tratament care s vindece sau sa incetineascd semnificativ progresia bolii [Loera-Valencia R,
Cedazo-Minguez A, Kenigsberg PA, Page G, Duarte Al, Giusti P, et al. Current and emerging
avenues for Alzheimer’s disease drug targets. J Intern Med. 2019;286(4):398-437]. In consecinta.
dezvoltarea unor medicamente destinate BA reprezinti o cerinta stringentd, care implica si ldrgirea
ariei de metode pentru evaluarea preclinicd a acestor medicamente, inclusiv din punctul de vedere
al efectului lor asupra modificérilor comportamentale specifice BA.

Este cunoscut faptul cad pacientii diagnosticati cu Boala Alzheimer (BA) prezintd
modificari comportamentale si psihologice severe, printre care se inscrie si dezinhibarea
comportamentald, agitatia si tulburdrile alimentare [Keszycki RM, Fisher DW, Dong H. The

Hyperactivity-Impulsivity-Irritiability-Disinhibition-Aggression-Agitation Domain in
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Alzheimer’s Disease: Current Management and Future Directions. Front Pharmacol.
2019:10:1109: Kales HC, Lyketsos CG, Miller EM. Ballard C. Management of behavioral and
psychological symptoms in people with Alzheimer’s disease: an international Delphi consensus.
Int psychogeriatrics. 2019:31(1):83-90]. Aceste modificari comportamentale sunt replicate, cel
putin partial, la modelele animale care dezvolti BA si care manifestd dezinhibare
comportamentald, hiperactivitate si hiperfagie [Harris JA. Devidze N, Verret L., Ho K. Halabisky
B, Thwin MT, et al. Transsynaptic progression of amyloid-B-induced neuronal dysfunction within
the entorhinal-hippocampal network. Neuron. 2010 Nov 4;68(3):428—41; Adebakin A, Bradley J,
Gumiisgoz S, Waters EJ. Lawrence CB. Impaired satiation and increased feeding behaviour in the
triple-transgenic Alzheimer’s disease mouse model. PLoS One. 2012:7(10):e45179: Lippi SLP,
Smith ML, Flinn JM. A Novel hAPP/htau Mouse Model of Alzheimer’s Disease: Inclusion of APP
With Tau Exacerbates Behavioral Deficits and Zinc Administration Heightens Tangle Pathology.
Front Aging Neurosci. 2018:10:382]. Astfel, soarecii care au modificari comportamentale similare
pacientilor cu BA reprezintd modele animale adecvate pentru evaluarea preclinica a efectelor unor
medicamente destinate uzului uman in BA [Puzzo D, Gulisano W, Palmeri A, Arancio O. Rodent
models for Alzheimer’s disease drug discovery. Expert Opin Drug Discov. 20135 Jul;10(7):703-
1]

DESCRIERE

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este stabilirea unei metode de evaluare a
dezinhibitiei comportamentale la un model animal de BA reprezentat de soareci transgenici
APP/TAU [Rojo Al, Pajares M, Rada P, Nufiez A, Nevado-Holgado AJ, Killik R. et al. NRF2
deficiency replicates transcriptomic changes in Alzheimer’s patients and worsens APP and TAU
pathology. Redox Biol. 2017;13:444-51], utilizdnd labirintul radial cu opt brate bazat pe
recompense alimentare, ciruia i se da astfel o noua utilizare.

Metoda se bazeaza pe motivarea animalelor experimentale de a cauta recompensele
alimentare, dupa ce in prealabil au fost deprivate de hrana. Metoda consta in cuantificarea timpului
petrecut de soarecii APP/TAU in explorarea labirintului, a timpului de inactivitate in interiorul
labirintului. cét si a numarului de recompense alimentare mancate in timpul experimentului.
Aceastd metodd aduce informatii privind dezinhibarea comportamentald si aportul alimentar

crescut la soarecii care mimeaza BA umana comparativ cu soareci normali.
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Inventia reprezintd o variantd modificata a metodei ,,Win-Stay” care utilizeaza labirintul
radial cu opt brate bazat pe recompense alimentare si care se bazeaza pe motivarea animalelor mici
de laborator (soareci) de a cduta recompensele alimentare dupa ce in prealabil au fost deprivate de
hrana. Metoda .,Win-Stay™ este utilizatd pentru pentru evaluarea cognitiei, respectiv a memoriei
spatio-temporale si a memoriei de lucru la animalele mici de laborator (Del.uca. S.N., L.
Sominsky, and S.J. Spencer, Delayed Spatial Win-Shift Test on Radial Arm Maze. Bio-Protocol,
2016. 6(23): p. €2053 s1 UCL.A Behavioral Testng Core. Radial Arms Maze. No Date [cited 2017;

Available from: htips://btc.psvch.ucla.edu/behavioral-testing-core-facilitys-available-

tasks/mouse-and-rat-services/radial-arms-maze/]. Inventia fundamenteazid o noud aplicatic a

labirintul radial cu opt brate bazat pe recompense alimentare, respectiv evaluarea dezinhibitiei
comportamentale in model animal de soarcei cu BA.

Comparativ cu metoda ,,Win-Stay™ care are doud faze experimentale (habituare si invatare
cu evaluare), inventia propusa are trei faze experimentale, respectiv (1) faza de habituare, (2) faza
de invitare cu evaluare si (3) faza de evaluare a animalelor experimentale in labirintul radial cu
opt brate. Modificérile aduse de prezenta inventie la metoda ,,Win-Stay™, ca si parametrii mésurati
prin tiecare metoda sunt prezentati in Tabelul 1, evidentiindu-se diferentele procedurale si de

aplicatie dintre cele doua metode.
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Animale. In studiul demonstrativ au fost inclusi sase soareci transgenici APP/TAU (AT) furnizati
de CIBERNED (Spania). doua femele si patru masculi, cu varsta medie de 56.00+0.63 saptamani
(55-57 saptamani). Modelul transgenic APP/TAU a fost obtinut prin incrucisarea pentru mai mult
de opt generatii a soarecilor care prezinta mutatia APP-V7171 (izoforma umand hAPP695), cu
soareci transgenici TAUP301L care exprimd cea mai lungd izoforma umana a proteinei TAU.
Ambele tipuri de soareci au fondul genetic C57/BL6j [Rojo Al, Pajares M, Rada P, Nufiez A.
Nevado-Holgado Al, Killik R. et al. NRF2 deficiency replicates transcriptomic changes in
Alzheimer’s patients and worsens APP and TAU pathology. Redox Biol. 2017;13:444-51].
Soarecii transgenici AT mimeaza patologia BA in regiunile cerebrale relevante (hipocampul,
neocortexul, cortexul entorhinal, cortexul piriform si amigdala). Acumularea de amiloid incepe la
varste fragede. intracelular, scade odata cu imbétranirea si este inlocuitd progresiv cu depuneri de
amiloid extracelular, mai intai sub forma de plici difuze (10-12 luni). urmate de placi senile (12-
15 luni) si depozite de amiloid la nivel vascular (15-18 luni). Tauopatia (formarea de fibrile de
proteina Tau), in special la nivelul creierului anterior si hipocampului, apare in jurul varstei de 13
luni. Astfel, soarecii AT utilizati in acest studiu reprezinta un model experimental care mimeaza
BA odatd cu imbatranirea animalelor, prin inducerea unei patologii combinate amiloid si Tau,
observata in creierul pacientilor cu BA, caracterizata prin placi de amiloid difuze si senile, amiloid
vascular si fibrile Tau [Terwel D, Muyllaert D, Dewachter I, Borghgraef P, Croes S, Devijver H,
et al. Amyloid activates GSK-3beta to aggravate neuronal tauopathy in bigenic mice. Am J Pathol
2008 Mar;172(3):786-98].Grupul control a fost constituit din 6 soareci control C57/BL.6j (WT).
masculi cu virsta medie de 59.00+0.51 sdptamani (59-60 sdptamani).

Toate experimentele pe animale au fost aprobate de comitetul local de etica si de Autoritatea
Nationald Sanitara Veterinarda si pentru Siguranta Alimentelor, Directia Sanitard Veterinard si
pentru Siguranta Alimentelor Bucuresti (numdrul de inregistrare 385 din 9.02.2018), in
conformitate cu Directiva europeana 2010/63 / UE.

Mentinerea coloniilor de soareci. Soarecii au fost adapostiti in custi simple in conditii
standardizate: ciclu lumind/intuneric de 12 ore, temperatura si umiditatea controlatd (22+2°C,
55+10%). Soarecii au avut acces ad /ibitum la apé si hrana standardizata.

Pregatirea soarecilor pentru experiment. Cu 4 ore inainte de inceperea experimentului s-a

ridicat hrana animalelor experimentale (deprivarea temporard a animalelor de hrana). Greutatea

L)
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animalelor a fost monitorizatd siptdménal pe toatd perioada experimentului, animalele
experimentale netrebuind si piardd mai mult de 20% din greutatea initiala.

Testarea soarecilor in labirintul radial cu opt brate. Habituarea, Invatarea si evaluarea
animalelor experimentale s-a realizat conform procedurii descrise in Tabelul 1. A fost utilizat
dispozitivul reprezentat in Figura |, care are ca element central de experimentare labirintul radial
automat cu opt brate pentru soareci (Panlab, Harvard Apparatus, Spania). Labirintul a fost
amplasat la o distantd de aproximativ un metru de sol, inconjurat de panouri protectoare. Pe aceste
panouri au fost montate trei indicatoare externe diferite, reprezentand de figuri geometrice (cerc,
patrat si triunghi), iar in interiorul labirintului au fost amplasate aceleasi indicatoare, pastrand
dispunerea exterioara, cu scopul de a marca bratele cu recompense alimentare. Scopul
indicatoarelor a fost acela de a ajuta animalele experimentale Tn gésirea recompenselor alimentare
prin crearea unei hartii vizuale a mediului. Manipularea soarecilor si efectuarea experimentului au
fost efectuate de un singur experimentator pentru a minimiza stresul animalelor. Este cunoscut
faptul cd manipularea animalelor experimentale poate afecta rezultatele testelor comportamentale,
soarecii manipulati de experimentator in mod repetat inainte de efectuarea testelor
comportamentale finale prezentind un grad redus de anxietate [Ueno H, Takahashi Y, Suemitsu
S, Murakami S. Kitamura N, Wani K, et al. Effects of repetitive gentle handling of male
C57BL/6NCrl mice on comparative behavioural test results. Sci Rep. 2020;10(1):3509].
Monitorizarea animalelor pe parcursul experimentului. Activitatea soarecilor pe parcursul
experimentului a fost vizualizatd cu ajutorul unei camere video amplasata deasupra labirintului,
iar datele experimentale (Tabelul 1) au fost inregistrate cu programele MAZESOFT-8 si SMART
Video Tracking System (Panlab, Harvard Apparatus, Spania), conform manualului de instructiuni

(https://www.panlab.com/en/products/mazesoft8-software-panlab,

https://panlab.app.box.com/s/7wp6l4i449rzecl gzydw).  inregistarea datelor s-a  efectuat

individual, pentru fiecare soarece in parte, in cele 3 zone ale labirintului (baza, brate cu recompense
si brate fara recompense). Timpul maxim alocat unei sesiuni de evaluare a fost de 5 minute. In
cazul Tn care toate cele trei recompense alimentare au fost consumate intr-un timp mai scurt de 3
minute, sesiunea s-a considerat finalizatd. Valorile timpului petrecut de soareci in zonele
labirintului mai sus mentionate, cat si valorile timpului de inactivitate au fost exprimate procentual,

considerand faptul ca au fost sesiuni de evaluare finalizate intr-un timp mai scurt de 5 minute.

)
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Colectarea si procesarea datelor. Datele analizate au fost: (a) valoarea procentualad a timpului
petrecut de soareci in zonele labirintului, (b) valoarea procentuald a timpului de inactivitate
petrecut de soareci in zonele labirintului (¢) numarul de recompense consumate si (d) timpul mediu
de completare a labirintului (secunde).
Valorile procentuale ale timpului petrecut de soareci in zonele labirintului si valorile procentuale
ale timpului de inactivitate in interiorul labirintului au fost obtinute de programul SMART Video
Tracking System (Panlab. Harvard Apparatus, Spania). Programul se bazeazd pe un sistem de
urmarire video care proceseaza secventa de imagini (cadre) care provin dintr-o sursa si extrage
informatiile legate de comportamentul animalului (timp, viteza, etc.). Camera video furnizeaza
computerului secventa de imagini in acelasi timp in care animalul se deplaseaza in labirint, avand
o precizie de 16 de cadre pe secunda (fps). Fiecare cadru este generat prin conversia culorii scenei
reale intr-o matrice de valori digitale (pixeli). Programul analizeaza apoi fiecare pixel al fiecarui
cadru pentru a furniza informatii privind traseul soarecilor in timpul sesiunilor de examinare si
date numerice privind valorile procentuale ale timpului petrecut de soarece in zonele labirintului
si valorile procentuale ale timpului de inactivitate in interiorul labirintului.
Numarul de recompense consumate pe sesiune a fost evaluat la finalul fiecdrei sesiuni prin
numararea acestora. Timpul mediu de completare a labirintului a fost evaluat cu programul
MAZESOFT-8 (Panlab, Harvard Apparatus. Spania).
Datele numerice au fost analizate statistic cu programul GraphPad Prism 9 si au fost prezentate ca
valoare medie + deviatie standard. Comparatia intre loturile de animale s-a realizat prin testul t-
Student.
REZULTATELE OBTINUTE

Datele experimentale obtinute sunt prezentate in Tabelele 2 si 3. Rezultatele au fost
fnregistrate separat pentru cele doud loturi luate in studiu (lotul de soareci AT si lotul de soareci
control WT) si au fost exprimate ca valoare medie £ deviatie standard pentru fiecare parametru
analizat, in faza de invitare cu evaluare (5 sesiuni) sau in faza de evaluare (8 sesiuni).

Timpul petrecut de soareci in zonele labirintului

Datele privind valoarea procentuala a timpului petrecut de soareci in zonele labirintului au
ardtat ca soarecii AT comparativ cu soarecii control WT au petrecut mai mult timp explorand
bratele cu recompense, si mai putin timp in baza, atat in perioada de invitare, cat si in perioada de

evaluare, demostrand faptul ca soarecii AT au fost mai curiosi si nu au prezentat teami in
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cercetarea bratelor labirintului. In patru sesiuni de invitare cu evaluare, din cele 5 sesiuni realizate,
diferentele dintre cele doua loturi au fost semnificative (valoarea p<0.05), in sesiuneca doi
pastrdndu-se tendinta de crestere a valorii procentuale a timpului petrecut de soareci n zonele
labirintului in lotul soarecilor transgenici AT comparativ cu soarecii control WT. n toate cele opt
sesiuni ale perioadei de evaluare diferentele dintre cele doud loturi au fost statistic semnificative
(p<0.05), soarecii AT petrecdnd mai mult timp pentru a explora bratele cu recompense, comparativ
cu soarecii control WT. Soarecii control WT au prezentat teamd in explorarea labirintului,
petrecdnd semnificativ mai mult timp in bazd, comparativ cu soarecii AT, atat in perioada de
invatare (in toate cele 5 sesiuni), cét si in perioada de evaluare (in 5 din cele 8 sesiuni). In sesiunile
in care diferentele nu au fost semnificative din punct de vedere statistic. s-a observat tendinta
crescatoare in cazul lotului de soareci control WT. Privitor la rezultatele obtinute in bratele fara
recompense, diferentele intre cele doua loturi de soareci nu au fost semnificative (Tabelul 2).
Valorile medii procentuale ale timpului petrecut de soareci in zonele labirintului + deviatia
standard (bazi si brate cu recompensi) sunt reprezentate grafic in Figura 2.

Timpul de inactivitate petrecut de soareci in zonele labirintului

Faptul ca soarecii transgenci AT prezintd dezinhibitie comportamentald exprimata prin
curiozitatea de a explora bratele labirintului este demonstrata si prin analiza statistica a valorilor
procentuale privind timpul de inactivitate petrecut de soareci in zonele labirintului. Astfel. soarecii
AT au avut un timp mai mic de inactivitate in baza labirintului, comparativ cu soarecii control WT,
pentru acestia din urma inregistrindu-se un timp de inactivitate semnificativ mai mare in baza
labirintului, atét in perioada de invitare (in toate cele 5 sesiuni), cat si in perioada de evaluare (in
5 din cele 8 sesiuni). In sesiunile in care diferentele nu au fost semnificative din punct de vedere
statistic, soarecii control WT au prezentat o tendinta de crestere a timpului de inactivitate petrecut
in baza (Tabelul 2). Soarecii transgenici AT, comparativ cu soarecii control WT, au avut un timp
semnificativ mai mare de inactivitate in bratele cu recompense, deoarece acestia au consumat
recompensele alimentare. Din cele 5 sesiuni de invitare cu evaluare, in patru sesiuni diferentele
dintre cele doua loturi au fost semnificative (p<0.05), in sesiunea doi tendinta pastrandu-se totusi
crescatoare in lotul soarecilor transgenici AT comparativ cu soarecii control WT. in toate cele opt
sesiuni ale perioadei de evaluare diferentele dintre cele doua loturi au fost semnificative (p<0.005),
in cazul soarecilor AT inregistrandu-se un timp semnificativ mai mare de inactivitate in bratele cu

recompense, datoritd consumarii recompenselor alimentare. In ceea ce priveste rezultatele obtinute
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in bratele fara recompense, diferentele intre cele doud loturi de soareci nu au fost semnificative

(Tabelul 2).

Tabelul 2. Rezuitatele obtinute in faza de invitare cu evaluare. Rezultatele sunt exprimate ca
valoare medie + deviatie standard. Compararea intre lotul de soareci AT si lotul de soareci control
WT s-a realizat prin testul t-Student. Diferentele intre loturi s-au considerat semnificative daca
valoarea p<0.05.

A. Faza de invitare cu evaluare (5 zile)

Valoarea procentuald a timpului petrecut de Valoarea procentuald a timpului de inactivitate
soareci in zonele labirintului petrecut de soareci in zonele labirintului
Zona labirint Ziua AT (N=6) WT (N=6) Valoarea AT (N=6) WT (N=6) Valoarea
Media Deviagia Media | Deviatia p Media Deviatia | Media Deviatia r
standard standard standard standard
i 2422 72S 43.08 1549 0.022 20.00 7.71 37.84 13.88 0.020
2 19.21 17.03 40.59 12.34 0.032 15.35 15.28 35.29 11.55 0.029
Baza 3 12.87 10.35 50.06 10.61 0.000 987 8.92 44.85 1140 0.000
4 22.24 12.37 57.26 10.43 0.000 18.32 11.50 52.5 1192 0.000
5 19.29 6.94 44.07 13.65 0.003 15.16 5.99 39.19 14.01 0.003
1 40.69 8.90 21.90 14.7] 0.023 34.66 796 17.96 13.34 0.025
Brate cu 2 37.17 26.78 19.99 1_0.3 0.173 31.70 23.67 16.87 10.53 0.191
mé‘m‘!pcmﬁ 3 46.91 30.79 12.47 6.23 0.023 41.31 27.96 8.65 3.70 0.018
T 4 46.09 7.63 17.70 743 0.000 39.44 6.94 12.81 573 0.000
5 55.79 14.27 23.18 8.94 0.001 46.90 14.43 18 7.96 0.002
| 34.65 578 34.68 13.54 0.99 2421 473 2648 13.53 0.706
Brate fira 2 43,46 30.02 39.22 10.77 0.751 35.29 31.35 2726 8.65 0.539
récor:npc11;a 3 39.77 32.59 36.72 11.15 0.833 34.28 3277 274 11.21 0637
) 4 31.05 9.50 249 5.09 0.192 20.90 7.86 16.43 324 0.227
5 24.44 9.55 32.52 745 0.133 15.23 6.99 21.75 462 (.086

B. Faza de evaluare (8 zile)

Valoarea procentuald a timpului petrecut de soareci Valoarea procentuald a timpului de inactivitate petrecut
Zona Ziu in zonele labirintului de soareci in zonele lahvirintului

lai;irim 4 :A’l" (N=6) WT (N=6)_ ' Valoarea AT (N=6) }N’1‘ (N=6). _ Valoarea

Media Deviatia Media Deviagia p Media Deviatia | Media Dewviatia »
standard standard standard standard

1 31.51 14.13 62.77 15.7 0.005 28 13.63 58.7 17.19 0.006
2 23.94 7.11 45.4 13.77 0.007 19.86 5.64 38.04 15.09 0.020
3 2674 14.81 5547 17.62 0.012 22.88 15.87 49.91 19.43 0.025
g 4 22.21 942 28.66 12.07 0.326 18.08 9.64 215 11.85 0.595
= 5 2523 11.62 44.76 10.78 0.013 21.65 10.09 37.60 11.22 0.027
6 22.35 & 48.41 17.74 0.008 18.01 6.33 42.33 202 0.018
7 26.33% | 8.52 41.91* 14.64 0.103 22.09* 9.78 32.93% | 1616 0.280
8 23.78 §.52 35.07 9.54 0.056 18.64 10.09 26.04 10.62 0244
. 1 47.87 14.74 13.17 9.83 0.601 41.53 14.68 9.05 7.17 0.001
é 2 34.16 12.47 23.38 9.84 0.001 47.14 14.34 16.57 g.19 0.001
1 3 45.76 18 17.16 7.72 0.005 38.38 1529 1.5 5.85 0.002
§ 4 47.46 7.7 21.47 11.1 0.001 39.47 6.66 15.47 7.78 0.000
o S 46.64 17.21 17.22 5.13 0.002 40.24 15.95 11.37 4.4 0.002
o 6 53.46 16.56 17.53 9.68 0.001 45.95 16.32 11.65 6.58 0.001
:g 7 49 72% | 14.04 20.49* | 558 0.604 39.8* 2.8 11.9% 377 0.002
- 8 50.6 10.95 28 7.53 0.002 42.86 12.53 18.29 471 0.001
S | 20.16 6.83 23.71 8.04 0421 12.03 3.83 16.09 6.43 0.213
5 2 21.67 10.45 3116 8.57 0.116 12.82 6.99 18.8 5.13 0.122
:F: 3 27.32 6.51 27.14 10.69 0.973 16.68 7.08 17.33 7.4 0.880
2 4 29.45 9.02 49.77 18.11 0.034 19.18 7.64 356 21.62 0110
E S 27.6 18.06 37.69 6.69 0.228 19.72 19.01 24.37 6.09 (1.581
= 6 23.33 9.47 33.59 12.1 0.140 13.92 8.34 2119 8.53 0.1606
‘?_3 7 2263* | 11.12 37.3* 11.26 0.092 13.24* 8.65 21.64% | 746 0.161
< 8 25.18 10.77 30.6 8.16 0.065 14.18 632 20.77 621 0.098

*In ziua 7 de evaluare analiza statisticii s-a efectuat pe 4 soareci AT si § WT, deoarece a apdirul o eroare a softului SMART.
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Numairul de recompense méincate

Soarecii transgenici AT au méancat mai multe recompense comparativ cu soareciit WT. atat
in faza de invitare cu evaluare, cat si in faza de evaluare (Tabelul 3). Din cele 5 sesiuni de invatare
cu evaluare. in 3 sesiuni diferentele dintre cele doud loturi au fost semnificative (p<0.05). in
celelate doud sesiuni pastrandu-se tendinta de crestere in lotul soarecilor transgenici AT
comparativ cu soarecii control WT. In toate cele opt sesiuni ale perioadei de evaluare diferentele
dintre cele doud loturi au fost statistic semnificative (p<0.05). Rezultatele obtinute sunt

reprezentate grafic in Figura 3.

Tabelul 3. Media numarului de recompense consumate si timpul mediu de completare a
labirintului (secunde) in faza de invatare cu evaluare (A) si in faza de evaluare (B). Compararea
intre lotul de soareci AT si lotul de soareci control WT s-a realizat prin testul t-Student. Diferentele
intre loturi s-au considerat semnificative daca valoarea p<0.05.

A. Faza deinvitare cu evaluare (5 zile)

1. Medie numir recompense consumate 2. Timpul mediu de completare a labirintului (secunde)
AT {N=6) WT (N=6) Valoarea p AT (N=6) WT (N=6) Valoarea p

Ziua Media Deviapia Media Deviatia Media Deviatia Media Deviatia

standard standard standard standard
1 233 1.21 0.83 0.75 0.041 300.0 0.0 300.0 00 1.000
2 2.00 1.26 0.50 0.84 0.065 2330 65.2 300.0 0.0 0.0635
3 2.17 1.17 0.17 041 0.015 2337 78.3 3000 0.0 0.063
4 2.83 041 0.17 041 0.002 228.8 53.6 300.0 0.0 0.015
5 1.83 147 0.50 0.55 0.180 198.2 113.5 3000 0.0 0180

B. Faza de evaluare (8 zile)
1. Medic numir recompense consumate 2. Timpul mediu de completare a labirintului (secunde;)
AT (N==6) WT (N=6) Valoarea AT (N=6) WT (N=6) Valoarea p
Ziua Media Deviatia Media Deviatia p Media Deviatta Media Deviatia
standard standard standard standard

i 247 133 0.00 0.00 0.015 2112 80.0 300.0 0.0 0.065
2 2.50 122 0.50 0.84 0.026 2185 71.0 2900 245 0.009
3 2.50 122 0.17 0.41 0.015 170.7 90.9 300.0 0.0 0.015
4 250 0.35 083 0.75 0.004 2238 85.6 300.0 0.0 0.18C
5 2.83 0.41 0.00 0.00 0.002 174.3 81.6 3000 0.0 0.015
6 2.67 0.82 0.17 041 0.002 190.7 88.4 300.0 0.0 0.015
7 2.17 0.98 017 041 0.004 2347 92.0 300.0 0.0 .180
8 2.33 1.03 0.17 0.41 0.004 196.2 86.8 300.0 0.0 0.065

Numairul de sesiuni finalizate

Faza de invitare cu evaluare a cuprins 5 sesiuni pentru fiecare soarece (0 sesiune/zi). Din
totalul de 30 de evaluari pentru fiecare lot de soareci, la soarecii transgenici AT s-au inregistrat 16
sesiuni ndeplinite complet (toate cele trei recompense au fost consumate) intr-un interval de timp
mai scurt decat cel maxim posibil (5 minute). In acelasi timp, soarecii control WT nu si-au

indeplint sarcina n nicio sesiune, timpul de examinare oprindu-se automat dup 5 minute (Tabelul
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3). Desi din cele 5 zile ale fazei de invétare cu evaluare diferentele privind timpul mediu de
completare a labirintului (secunde) dintre cele doua loturi au fost semnificative intr-o singura zi
(ziua 4), lotul soarecilor transgenici AT a manifestat o tendintd descendenti a parametrului
comparativ cu lotul soarecilor control WT, indeplinind sarcina (consumarea celor 3 recompense)
in mai putin de 5 minute.

Faza de evaluare a fost compusi din 48 de sesiuni pentru fiecare lot de soareci (8 zile de
evaluare). Din numarul total de sesiuni, cei 6 soarecii transgenici AT au indeplinit sarcina in 35 de
sesiuni, petrecand un timp mai scurt in labirint, comparativ cu soarecii WT, care au indeplint
sarcina intr-o singurd sesiune (Tabelul 3). Diferentele privind timpul mediu de completare a
labirintului (secunde) dintre cele doua loturi au fost semnificative in patru din cele 8 zile ale fazei
de invatare cu evaluare, in celelate patru zile lotul soarecilor transgenici AT au prezentat un trend
descendent comparativ cu lotul soarecilor control WT, indeplinind sarcina (consumarea celor 3
recompense) in mai putin de 5 minute.

Rezultatele obtinute, prezentate grafic in Figurile 2 si 3, demonstreaza faptul ca soarecii
transgenici AT au manifestat atit dezinhibare comportamentala in explorarea labirintului, cat si
hipertagie. In acelasi timp, soarecii WT au manifestat teama in explorarea labirintului, petrecand
un timp mai mare n baza. Acest lucru este ilustrat demonstrativ si in harta activitatii unui soarece
AT comparativ cu un goarece control WT (Figura 4). Sc¢ observa activitatea crescutd a soarecelui
AT care exploreazd intens bratele labirintului. dovedind o dezinhibitie comportamentala in fata
unui teritoriu si a unei activitati noi avand ca scop cautarea recompensei alimentare. in acelasi
timp, soarecele control WT a explorat semnificativ mai putin labirintul, petrecand un timp mai

indelungat in baza, dovedind astfel teama si reticenta in explorarea spatiului.

in concluzie, prezenta inventie defineste o metoda noua de evaluare a dezinhibitiei
comportamentale a animalelor APP/TAU cu BA, care utilzeaza labirintul radial cu opt brate, si da

o noua utilizare acestui dispozitiv.
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LISTA de ABREVIERI

AT — APP(Proteina precursoare a B-amiloidului )/TAU (proteina TAU)

APP - Proteina precursoare a B-amiloidului (Amyloid Precursor Protein)

BA - Boala Alzheimer

CIBERNED - Centro de Investigacion Biomédica en Red, Enfermedades Neurodegenerativas
OMS - Organizatia Mondiald a Sanatatii

WT — wild type
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12.3 REVENDICARI

1. Metoda de evaluare a dezinhibitiei comportamentale in model animal de Boala Alzheimer
(soarece transgenic APP/TAU), utilizdnd labirintul radial cu opt brate pe bazi de
recompense alimentare.

2. Metoda este o modificare a metodei ,.Win-Stay” prin urmétoarele:

e Se utilizeaza trei brate cu recompensd, astfel incat sd nu existe doud brate
consecutive cu recompensa, pentru a evita aparitia stereotipiilor comportamentale
(intra din brat in brat in cautarea recompenselor).

e Cele 3 recompense alimentare sunt seminte crude de floarea soarelui, cate o treime
in fiecare brat.

e Faza de invatare cu evaluare dureazi 5 zile si se efectueaza o singurd dati pe zi.

e Faza de evaluare dureazi § zile si si se efectueaza intr-o singura sesiune pe zi de
maxim 5 minute.

3. Metoda este o noud utilizare a labirintului radial cu opt brate bazat pe recompense

alimentare, furnizand informatii despre dezinhibitia comportamentala a soatecilor cu BA.
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Figura 1. Dispozitivul experimental bazat pe labirintul radial cu opt brate bazat pe recompense
alimentare. Bratele marcate cu gri din vederea dorsald a labirintului reprezinta bratele cu
recompense alimentare.
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Figura 2. Reprezentarea graficd a procentului de timp petrecut de soareci in zonele labirintului
{baza si brate) In faza de Invitare cu evaluare (A si B) st in faza de evaluare (C si D).
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Figura 3. Reprezentarea grafica a numarului de recompense consumate de soarecit transgenici AT
(negru) st de soarecti WT (gri) In faza de invatare cu evaluare (A). si in faza de evaluare (B).
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A. Soarece AT B. Soarece control W
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Figura 4. Harta activititii unui soarece transgenic AT (A), comparativ cu un soarece WT (B).
Imaginile 1A si IB reprezintd traseul parcurs de un soarece in decursul unei sesiuni in intregul
labirint. Imaginile 2A si 2B reprezintd timpul petrecut de un soarece in decursul unei sesiuni in
intregul labirint.
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