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Prezentarea generala a obiectivelor ale proiectului, cu punerea in evidenta a rezultatelor si

gradul de realizare a obiectivelor. Prezentarea trebuie sa includa explicatii care sa justifice

diferentele (daca exista) dintre activitatile preconizate si cele realizate.

Boala Alzheimer (AD) este o tulburare neurodegenerativd a creierului caracterizata printr-un
declin progresiv al functiilor cognitive si o autonomie redusa prin deteriorarea celulelor neuronale
si a retelelor lor. Boala Alzheimer a fost atribuita in principal acumularilor extracelulare de
proteine amiloid B (AB) pliate anormal care polimerizeaza si agrega formand placi precipitate sau
oligomeri solubili circulanti. Avand in vedere fenotipul patologic, in ultimele decenii, accentul
cercetarii a vizat agresiv beta-amiloidul pentru dezvoltarea terapeuticii care modificd boala. Tn
consecinta, medicamentele care elimind amiloidul ar oferi un beneficiu incremental pentru a
intarzia, eventual, progresia degenerarii in cel mai bun caz. Cu toate acestea, exista inca o nevoie
presanta de a viza si de a intelege debutul bolii Alzheimer, in timp ce dovezile contradictorii sustin

alte tinte etiopatogenice, poate concordante, ca posibile cauze ale bolii Alzheimer[1,2].
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Cascada de semnalizare mGIuR-p38-MK2 este crescuta la soarecele APPswe/PS1dE9 (APP/PS1),
un model neurodegenerativ de soarece de Alzheimer, deoarece acumularea de oligomeri solubili
AB formeaza o scheld extracelulara pentru mGIuRS5, restrictionand difuzia laterala in membrana,
ducand la gruparea receptorului si activarea crescuta.

Studiile clinice vizeaza mGIuR5, cu toate acestea, au demonstrat efecte secundare severe,
sugerand ca, pentru a inversa deficientele cognitive, este necesar sa se vizeze moleculele de
semnalizare Tn aval in cascada [3,4,5]. Proteina kinaza 2 activata de MAPK (MK2) este o
componenta importantd a cascadei de semnalizare care leaga receptorii glutamatului
metabotropic din grupul de activare 1 (GI-mGluR1/5) de endocitoza receptorilor AMPA de tip
glutamat din membrana postsinaptica care duce la inducerea depresiei pe termen lung GI- mGIluR
(mGIuR-LTD) in hipocamp [6,7]. Tn plus, semnalizarea p38-MK2 este esentiald pentru exprimarea
productiei factorului de necroza tumoralda alfa (TNFa) si regulatorul cheie al factorilor
proinflamatori [8,9].

Pentru acest proiect am folosit inhibarea kinazei MK2 de tip salbatic (WT), APP / PS1 la soarece
APP / PS1 pentru a investiga rolul cascadei de semnalizare mGIuR-p38-MK2 pentru a controla
inflamatia sistemica Tn timpul progresiei bolii AD.

Obiectivele noastre au fost: Crearea unui model murin de neurodegenerare transgenica
modulatda MK-2 si caracterizarea acestuia prin studii comportamentale riguroase, analize de
proteine si histologie si imunohistochimie (IHC) - am reusit acest lucru in limitele proiectului

2. Prezentarea si argumentarea nivelului de maturitate tehnologica (TRL) la finalul proiectului

Proiectul a Tnceput la TRL3-Lucrarile publicate de altii si de laboratorul nostru au furnizat dovezi
puternice ca cascada MK2 este un mecanism molecular cheie care regleaza LTD-ul mediat de mGIuR
si functia cognitiva la soarecii de tip salbatic. Datele pilot in vitro au confirmat acest lucru, aratand ca
amplitudinea LTD-mGIuR este amplificata in CA3 si ca in vivo, generarea unui nou soarece modificat
genetic, unde MK2 a fost eliminat in APP/PS1, a parut sa incetineasca procesul degenerativ.

TRL-ul final al proiectului este 4 si acest lucru este sustinut de ipoteza proof-of-concept propusa si
identificata aici si de rezultatele studiului pre-clinic. Am demonstrat ca inhibarea activitatii MK2 in vivo
a fost suficienta pentru a incetini deficitele cognitive observate la modelul de soarece APP/PS1 de AD.
De asemenea, am aratat ca activitatea p38 MAPK si MK2 a fost crescuta in tesutul cerebral ex-vivo
obtinut de la soareci mutanti, dar aceasta a fost redusa in prezenta inhibitorului MK2, in timp ce
inhibitorul a protejat partial soarecii impotriva dezvoltarii defectelor comportamentale.

Tn viitor, munca va avansa cétre TRL5 cu dezvoltarea de medicamente si potentiale studii clinice

3. Gradul de atingere a rezultatelor estimate (prezentarea produsului/tehnologiei sau a serviciului
rezultat al proiectului)

Generarea si intretinerea modelelor Murine ale bolii Alzheimer (APP / PS1):

Soarecii APP / PS1-/- au fost furnizati initial de Clinica Mayo, Arizona, SUA in decembrie 2022.
Dupa perioada de carantind, soarecii au fost incrucisati cu WT (wilde type — varietatea
salbatica de la Institutul Cantacuzino) si genotipati, asa cum a indicat compania. Am reusit
sd obtinem o cohortd de 25 de soareci APP / PS1 (9M si 16F); soarecii au fost tinuti n
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heterozigoza.Soarecii au fost crescuti in conditii sterile (custi IVC —individual ventilated
cages). Principalele sarcini din primul an sunt/au fost prezentate mai jos cu exemple
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Dezvoltarea coloniilor de soareci
Dezvoltarea coloniei a durat mai mult decat se anticipase [datorita sensibilitatii lor extreme la

conditiile de mediu si temperatura / umiditate, precum si a numarului mai mic de soareci
mutanti decat se astepta pe runda de reproducere; prin urmare, timpul necesar pentru a
ajunge la varsta de 7 luni si n = 11 pe grup] - asadar, studiile comportamentale au inceput in

octombrie 2023 si au fost finalizate pana in luna 20 aproiectului.
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Dupd cum se aratd in figura de mai sus - este descrisd metoda de dezvoltare a coloniilor murine
(retineti modificarea metodologiei - se va utiliza injectarea IV a inhibitorului MK2 in locul

soarecelui mutant -/-). I.P. nu I.V.(intraperitoneal nuintravenos)
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1. Custi IVC ( custi ventilateindividual)

v

Mentinerea lotului APP/PS1




2. Custi conventionale

Mentinerea lotului martor (WT)
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Anestezia si marcarea soriceilor cu clips auricular

r

Marcarea soarecilor din grupul martor (WT) atat prin clips auricular cat si marcaj caudal
pentru o identificare mai usoara pe perioada testelor comportamentale.
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Genotiparea coloniilor de soareci

Colectarea probelor de tesut auricular in vederea genotiparii
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Genotipare APP1

Izolarea ADN-ului s-a realizat din fragment de tesut provenit din codita sau urechiusa
soarecelui, utilizandu-se kitul PureLink Genomic DNA Mini Kit (ThermoFisher Scientific,
USA).Pentru genotipare s-a utilizat o reactie de polimerizare in lant (PCR) de tip

multiplex pentru gena APP respectiv pentru gena primerii utilizati fiind:
Primer antisens control_Rev_GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC

ATC C Primer sens APP_Fw_AGG ACT GAC CACTCG ACCAG

Primer antisens APP_Rev_CGG GGG TCT AGT TCT GCAT

Primer sens control APP_Fw_CAA ATG TTG CTT GTC

TGG TG

Primer antisens control APP_Rev_GTC AGT CGA GTG CACAGT TT

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

2%, folosind agaroza TopVision (Thermo Scientific, USA).

Pentru animalele de tip “wild-type” ( nemodificate genetic) se evidentieaza o singura
banda (probele cu cifrele 92, 98, 104), soarecii transgenici prezinta 2 benzi (probele cu
cifrele 91, 113, 133). GR100=marker de greutate moleculara 100pb
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Teste comportamentale, optimizare preliminara si testare la lotul martor (WT)

1. Barnes Maze

Tnceperea testului comportamental (soarecele este plasat sub cutia opacd pentru a nu vedea traseul).

Ridicarea capacului si inceperea invatarii traseului.
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Vo

Momentul cand ajunge n ascunzatoare (cutie).

2. Rotarod Test

Page 1 1



Pregatirea si anestezia pentru recoltarea creierului de la grupul martor (WT) si

APP/PS1

Soarece anesteziat prin anestezie inhalatorie (isofluran) si injectare intracardiaca cu PBS pentru
evacuarea sangelui din sistemul circulator si de la nivelul creierului, si injectarea intracardiaca cu Formol 4%
pentru fixarea creierului
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Tncanularea stereotaxica la soareci

s-a optat pentru injectarea intraperitoneala o data la doua zile timp de 4 saptamani a

inhibitorului MK2 (0.1ml/soarece, i.p.) Eutanasierea soarecilor din lotul martor (WT) si APP/PS1,
pregdtirea preliminard, conservarea si analiza morfologicd a creierului in vederea testelor de
imunohistochimie. Etapa finalizata la WP2.2 la aceasta data

In perioada lanuarie-lunie 2024:

Tratamentul cronic (injectii i.p.) cu PF 3644022 (MK2) sau vehicul a durat 4 saptamani (30
mg/kgc tot la 2 zile. La sfarsitul tratamentului, 7 dintre soarecii APP / PS1 au fost perfuzati
cu paraformaldehida (PFA) si creierul fixat pentru procesarea
imunohistochimica. Soarecii ramasi au fost sacrificati prin luxatie cervical3, iar

creierul a fost colectat pentru analiza Western Blot.

Analiza tesutului cerebral

Analiza biochimica a tesutului hipocampal si cortexului frontal

Au fost utilizate pentru a masura nivelurile de oligomeri AB1-40 si AB1-42, proteinele TNFa
si IL-1 B, precum si nivelurile de fosforilare p38 MAPK si HSP27 (numai tesut) ca o citire
functionala complementara a acumularii AB si a inhibarii MK2. Feliile de creier au fost
colorate cu anticorpi disponibili in comert pentru beta-amiloid si proteina adaptoare
ionizata de calciu 1 (IBA-1).

Markerii pentru identificarea celulelor neuronale si microgliale au fost, de asemenea, utilizati.
Rezultatele au fost comparate pentru a evalua daca tratamentul cronic cu inhibitor MK2 a fost

capabil sa reduca si / sau sa previna inflamatia si impactul asupra progresiei bolii in modelul
murin de Alzheimer.
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1. Lotul in varsta de soareci APP/PS1 si soareciWT

D iGeno SEX DOB Parents IMK2/Control
096 WT M 14.11.2023 IAPP/PS1 083 x 063,065,066 F MK2
097 WT M 14.11.2023 IAPP/PS1 083 x 063,065,066 F MK2
098 WT M 14.11.2023 IAPP/PS1 083 x 063,065,066 F MK2
102 WT M 23.10.2023 \APP/PS1 034 x 016 F Control
106 WT M 23.10.2023 IAPP/PS1 031 x 025,027 F Control
108 WT M 21.11.2023 IAPP/PS1 013 x 019,020 F Control
119 WT F 12.11.2023 IAPP/PS1 080 x 042,044,045 F MK2
123 WT F 15.11.2023 \APP/PS1 081 x 064, 073 F MK2
127 WT F 27.09.2023 \APP/PS1 028 x 029 Control
128 WT F 23.10.2023 \APP/PS1 031 x 025,027 F MK2
133 WT F 14.11.2023 IAPP/PS1 083 x 063,065,066 F Control
138 WT F 14.11.2023 IAPP/PS1 083 x 063,065,066 F Control
103 IAPP/PS1 M 23.10.2023 \APP/PS1 031 x 025,027 F Control
104 IAPP/PS1 M 23.10.2023 \APP/PS1 031 x 025,027 F MK2
105 APP/PS1 M 23.10.2023 IAPP/PS1 031 x 025,027 F Control
107 IAPP/PS1 M 23.10.2023 \APP/PS1 031 x 025,027 F MK?2
112 IAPP/PS1 M 16.11.2023 \APP/PS1 028 x 029 F MK?2
116 APP/PS1 M 12.11.2023 \APP/PS1 080 x 042,044,045 F Control
117 IAPP/PS1 F 12.11.2023 IAPP/PS1 080 x 042,044,045 F MK2
118 IAPP/PS1 M 12.11.2023 IAPP/PS1 080 x 042,044,045 F Control
120 APP/PS1 F 12.11.2023 IAPP/PS1 080 x 042,044,045 F MK2
124 IAPP/PS1 F 15.11.2023 \APP/PS1 081 x 064, 073 F MK2
132 IAPP/PS1 F 14.11.2023 IAPP/PS1 083 x 063,065,066 F Control
134 IAPP/PS1 F 14.11.2023 IAPP/PS1 083 x 063,065,066 F MK2
136 IAPP/PS1 F 14.11.2023 IAPP/PS1 083 x 063,065,066 F Control

2. Lotul tanar de soareci APP/PS1 si soareciWT

11} Geno SEX DOB Parents MK2/Control

166 WT M 05.03.2024 IAPP/PS1 031 X 042,045 F MK2

169 WT M 05.03.2024 IAPP/PS1 031 X 042,045 F MK2

173 WT M 05.03.2024 IAPP/PS1 031 X 042,045 F MK2

175 WT F 28.01.2024 IAPP/PS1 125/126 x 124, WT 123 F MK2

177 WT F 28.01.2024 IAPP/PS1 125/126 x 124, WT 123 F MK2

179 WT M 28.01.2024 IAPP/PS1 125/126 x 124, WT 123 F  |Control

181 WT M 05.03.2024 IAPP/PS1 083 X 044,066 F MK2

182 WT M 05.03.2024 IAPP/PS1 083 X 044,066 F Control

184 WT F 05.03.2024 IAPP/PS1 080 X 064 F Control

185 WT F 05.03.2024 IAPP/PS1 080 X 064 F Control

188 WT M 05.03.2024 IAPP/PS1 080 X 064 F Control

189 WT M 05.03.2024 IAPP/PS1 080 X 064 F Control

162 APP/PS1 F 05.03.2024 IAPP/PS1 031 X 042,045 F Control

163 APP/PS1 F 05.03.2024 IAPP/PS1 031 X 042,045 F Control

164 APP/PS1 F 05.03.2024 IAPP/PS1 031 X 042,045 F MK2

180 APP/PS1 F 05.03.2024 IAPP/PS1 083 X 044,066 F MK2

193 IAPP/PS1 F 06.03.2024 IAPP/PS1 112 X 132,134,136 F MK2

194 APP/PS1 F 06.03.2024 IAPP/PS1 112 X 132,134,136 F Control

170 APP/PS1 M 05.03.2024 IAPP/PS1 031 X 042,045 F Control

171 IAPP/PS1 M 05.03.2024 IAPP/PS1 031 X 042,045 F MK2

172 IAPP/PS1 M 05.03.2024 IAPP/PS1 031 X 042,045 F MK2

183 APP/PS1 M 05.03.2024 IAPP/PS1 083 X 044,066 F MK2

187 APP/PS1 M 05.03.2024 IAPP/PS1 080 X 064 F MK2

190 IAPP/PS1 M 05.03.2024 IAPP/PS1 080 X 064 F Control

191 APP/PS1 M 06.03.2024 APP/PS1 112X 132,134,136 F Control

3. Lotul de soareci APP/PS1 pentru imunohistochimie(IHC)

ID Geno SEX DOB Parents MK?2/Control
154 APP/PS1 M 28.01.2024 APP/PS1 125/126 x 124, WT 123 F MK2
155 APP/PS1 M 28.01.2024 APP/PS1 125/126 x 124, WT 123 F Control
156 APP/PS1 M 28.01.2024 APP/PS1 125/126 x 124, WT 123 F MK2
157 APP/PS1 F 28.01.2024 APP/PS1 125/126 x 124, WT 123 F Control
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158 | APP/PSI 28.01.2024 APP/PS1 125/126 x 124, WT 123 F MK2
159 | APP/PS1 28.01.2024 APP/PS1 125/126 x 124, WT 123 F MK2
095 | APP/PS2 14.11.2024 APP/PS1 083 X 063,065,066 F Control

Lotul de soareci in varsta
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Substantele utilizate pentru injectare (MK2 /Control)

Testul comportamental - Barnes Maze
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inceperea testului comportamental, in intuneric, prin plasarea soarecelui sub cutia opac
pentru a nu vedea traseul.
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Aprinderea unei surse de lumini puternice deasupra mesei unde este pozitionat soarecele.

Ridicarea capacului si inceperea invatarii traseului.
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Tnvitarea traseului.

Momentul cand soarecele gaseste ascunzatoarea (cutia).
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Momentul cand soarecele intra in ascunzatoare (cutie).




Rotirea mesei la 180° dupa 10 zile de invatare a traseului initial.
Timpii fiecarui soarece APP/PS1 si soarece WT din lotul in varsta, in cele 15 zile de testare

ACQUISITION DAYS (10 zile)

NR. [ ID | Geno [SEX| DOB | MK2/Control | ACQ DAY 1 | ACQ DAY 2 | ACQ DAY 3 [ ACQ DAY 4 [ ACQ DAY 5 | ACQ DAY 6 | ACQ DAY 7 | ACQ DAY 8 [ ACQ DAY 9 [ACQ DAY 10
Ml [096 | WT | M |14.11.2023 MK2 01:50 04:22 01:20 02:50 00:17 01:28 01:25 00:41 00:30 01:46
M2 [097 | WT | M |14.11.2023 MK2 06:00 06:20 02:20 02:11 01:47 00:50 02:36 02:00 01:57 01:50
M3 (098 | WT | M [14.11.2023 MK2 02:23 05:50 03:43 01:30 00:52 01:58 02:00 02:23 00:49 01:19
M4 [102 [ WT | M [23.10.2023 Control 09:30 02:34 00:33 00:20 00:38 01:08 02:05 04:16 00:16 00:12
M5 [106 | WT | M [23.10.2023 Control 10:30 04:50 01:24 05:29 05:41 01:37 00:47 01:22 01:32 04:05
M6 [ 108 | WT | M [21.11.2023 Control 10:40 04:23 11:00 03:11 02:06 09:19 05:23 03:00 01:40 02:51
M7 [119 | WT F_|12.11.2023 MK2 11:20 00:30 07:55 00:30 00:20 08:05 07:02 06:41 02:43 04:46
M8 [ 123 | WT F_|15.11.2023 MK2 11:50 06:37 01:57 02:52 07:02 04:50 00:40 02:39 06:10 08:58
M9 [ 127 | WT F_|27.09.2023 Control 10:14 05:28 05:35 09:50 13:00 06:59 04:51 02:53 03:21 03:23
MIO [ 128 | WT F_|23.10.2023 MK2 10:40 11:00 10:20 01:57 08:27 01:10 00:57 00:14 00:17 02:16
MIT[ 133 | WT F | 14.11.2023 Control 03:25 00:47 01:39 00:24 01:30 00:27 00:30 00:52 00:13 01:24
MI2 [ 138 | WT F | 14.11.2023 Control 04:45 02:51 01:23 02:31 02:18 00:56 00:47 00:50 01:27 00:20
MI3 | 103 [APP/PSI| M |23.10.2023 Control 04:20 10:45 01:32 03:02 00:57 04:16 02:06 02:49 06:50 07:45
M4 | 104 [APP/PSI| M |23.10.2023 MK2 04:35 03:58 01:02 05:30 08:09 07:14 02:15 01:13 02:03 00:30
MI5 | 105 [APP/PSI| M |23.10.2023 Control 09:45 10:00 04:44 01:30 01:36 04:42 00:29 03:34 00:50 00:54
M16 | 107 [APP/PSI| M |23.10.2023 MK2 02:20 01:40 00:44 00:55 01:57 01:15 00:19 02:12 07:38 04:28
M17 | 112 [APP/PSI| M |16.11.2023 MK2 04:10 08:25 09:31 01:25 04:24 00:49 03:56 02:02 04:44 02:49
MI8 [ 116 [APP/PSI| M |12.11.2023 Control 11:00 11:50 10:37 04:51 07:18 03:31 03:33 07:37 10:03 06:06
M19 | 117 [APP/PSI| F |12.11.2023 MK2 11:00 08:50 02:31 00:20 01:41 00:30 00:20 00:14 03:20 00:37
M20 | 118 [APP/PSI| M |12.11.2023 Control 03:20 02:23 00:14 00:30 00:13 02:28 01:11 01:21 00:27 00:15
M21 | 120 [APP/PSI| F |12.11.2023 MK2 10:20 03:53 01:18 00:13 01:05 00:46 00:24 00:14 00:19 00:24
M22 | 124 [APP/PSI| F_|15.11.2023 MK2 05:45 10:55 11:49 04:50 08:47 14:15 04:42 02:14 06:02 02:30
M23 | 132 [APP/PSI| F | 14.11.2023 Control 01:50 10:10 03:54 03:00 06:24 03:58 00:15 01:17 01:52 05:14
M24 | 134 [APP/PSI| F | 14.11.2023 MK2 02:16 02:42 00:58 01:00 01:50 00:24 01:25 00:15 00:42 00:22
M25 | 136 |APP/PSI| F |14.11.2023 Control 04:52 02:34 11:45 12:19 13:00 02:05 01:40 00:30 01:20 01:14
REVERSAL DAYS (5 zile)
NR. | ID Geno |[SEX DOB MK2/Control |REV DAY 1 |[REVDAY 2 REV DAY 3 |[REV DAY 4 |REV DAY 5
M1 | 096 WT M |14.11.2023 MK2 04:16 00:44 01:22 05:00 03:05
M2 | 097 WT M |14.11.2023 MK2 01:42 01:28 00:30 00:47 00:17
M3 | 098 WT M |14.11.2023 MK2 03:22 02:31 01:03 02:22 01:31
M4 | 102 WT M |23.10.2023 Control 03:10 00:30 01:31 00:50 03:48
M5 | 106 WT M |23.10.2023 Control 03:56 01:53 02:43 04:55 04:50
M6 | 108 WT M |21.11.2023 Control 05:42 02:16 00:35 09:30 02:51
M7 | 119 WT F |12.11.2023 MK2 02:28 01:47 05:15 09:29 02:50
M8 | 123 WT F |15.11.2023 MK2 06:49 11:29 02:07 02:30 11:34
M9 | 127 WT F |27.09.2023 Control 05:45 10:33 08:16 09:05 09:56
MI10 | 128 WT F |23.10.2023 MK2 01:55 01:45 00:43 03:40 00:30
MI11 | 133 WT F |14.11.2023 Control 03:30 00:30 00:17 00:32 01:00
MI12 | 138 WT F |14.11.2023 Control 01:07 00:47 02:03 01:13 00:20
M13 | 103 |APP/PS1| M |23.10.2023 Control 07:23 08:25 08:32 01:38 04:16
M14 | 104 |[APP/PS1| M |23.10.2023 MK2 06:58 03:55 02:55 06:28 02:54
M15| 105 |APP/PS1| M |23.10.2023 Control 04:25 04:49 04:26 00:42 00:30
M16 | 107 |[APP/PS1| M |23.10.2023 MK2 02:38 01:06 02:59 01:15 02:06
M17 | 112 |APP/PS1| M |16.11.2023 MK2 03:42 11:25 02:38 05:10 06:11
MI18 | 116 |APP/PS1| M |12.11.2023 Control 05:52 04:45 06:46 07:50 03:29
M19 | 117 |APP/PS1| F |12.11.2023 MK2 03:57 00:45 00:22 00:23 00:29
M20 | 118 |APP/PS1| M |12.11.2023 Control 00:33 01:15 00:33 00:30 00:23
M21 | 120 |APP/PS1| F |12.11.2023 MK2 00:18 00:10 00:47 00:59 00:14
M22 | 124 |APP/PS1| F |15.11.2023 MK2 02:09 03:12 01:55 08:17 01:42
M23 | 132 |APP/PS1| F |14.11.2023 Control 01:26 01:04 03:46 02:50 02:03
M24 | 134 |APP/PS1| F |14.11.2023 MK2 02:58 01:01 01:40 01:15 00:31
M25| 136 |APP/PS1| F |14.11.2023 Control 10:48 00:50 01:09 00:50 01:08
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Timpii fiecarui soarece APP/PS1 si soarece WT din lotul tinar in cele 15 zile de testare
ACQUISITION DAYS (10 zile)

NR. | ID | Geno [SEX| DOB | Drug/Control | ACQDAY 1 | ACQ DAY 2 | ACQ DAY 3 | ACQ DAY 4 | ACQ DAY 5 | ACQ DAY 6 | ACQ DAY 7 | ACQ DAY 8 | ACQ DAY 9 [ACQ DAY 10
M5l | 166 | WT | M | 05.03.2024 Drug 620 610 619 610 315 503 17 197 295 208
M52 | 169 | WT | M | 05.03.2024 Drug 630 644 213 397 619 283 419 266 318 333
M3 | 173 | WT | M | 05.03.2024 Drug 610 234 499 581 396 590 202 290 334 258
Ms4 | 175 F_| 28.01.2024 Drug 536 542 630 620 720 319 248 226 616 280
Ms5 | 177 | WT | F | 28.01.2024 Drug 90 627 500 537 629 318 577 620 404 382
Ms6 | 179 M | 28.01.2024 | Control 503 608 191 580 359 263 297 350 340 342
M57 | 181 | WT | M | 05.03.2024 Drug 625 584 622 626 204 615 222 313 155 151
M58 | 182 | WT | M |05.03.2024] Control 630 610 127 131 58 618 ) 192 213 510
Ms9 | 184 | WT | F |05.03.2024] Control 502 348 176 630 610 487 310 620 620 627
M60 | 185 | WT | F | 05.03.2024] Control 600 198 63 26 30 62 62 193 96 70
M6l | 188 | WT | M |0503.2024] Control 168 184 152 260 226 380 157 224 95 167
M62 | 189 | WT | M | 05.03.2024]  Control 572 650 624 760 254 472 540 274 219 261
M63 | 162 |APP/PS1| F | 05.03.2024 ]|  Control

M64 | 163 |APP/PSI| F | 05.03.2024|  Control 660 328 93 262 573 322 20 46 37 48
M65 | 164 |APP/PSI| F | 05.03.2024 Drug

M66 | 180 |APP/PST| F | 05.03.2024 Drug 575 158 209 121 89 174 125 280 397 152
M67 | 193 |APP/PS1| F_| 06.03.2024 Drug 173 190 536 58 180 36 37 19 16 30
M68 | 194 |[APP/PS1| F | 06.03.2024 ]|  Control 625 433 555 453 142 96 48 138 169 38
M69 | 170 |APP/PS1| M | 05.03.2024]  Control 600 287 50 183 86 97 240 328 86 111
M70_| 171 [APP/PST| M | 05.03.2024 Drug 610 242 236

M71_| 172 |APP/PS1| M | 05.03.2024 Drug 610 165 231 304 136 9 13 123 61 141
M72 | 183 |APP/PS1| M | 05.03.2024 Drug 625 379 176 395 131 322 37 182 274 267
M73 | 187 |APP/PS1| M | 05.03.2024 Drug 625 530 610 649 94 204 201 247 220 81
M74 | 190 |APP/PS1| M | 05.03.2024]  Control 290 647 647 203 177 273 284 230 262 119
M75_| 191 |APP/PSI| M | 06.03.2024 | _ Control 219 320 268 173 60 108 16 114 91 166
REVERSAL DAYS (5 zile)

NR. | ID Geno | SEX DOB Drug/Control | REVDAY1 | REVDAY2 | REVDAY3 | REVDAY4 | REVDAYS
M51 166 WT M | 05.03.2024 Drug 510 317 202 630 270
M52 169 WT M | 05.03.2024 Drug 156 315 137 137 152
M53 173 WT M | 05.03.2024 Drug 330 268 209 226 330
M54 175 WT F | 28.01.2024 Drug 645 349 158 364 105
M55 177 WT F | 28.01.2024 Drug 617 207 634 231 507
M56 179 WT M | 28.01.2024 Control 433 90 199 258 234
M57 181 WT M | 05.03.2024 Drug 350 129 137 182 313
M58 182 WT M | 05.03.2024 Control 265 113 147 281 205
M59 184 WT F | 05.03.2024 Control 142 176 35 29 123
M60 185 WT F | 05.03.2024 Control 105 87 272 518 266
M61 188 WT M | 05.03.2024 Control 214 184 273 298 190
M62 189 WT M | 05.03.2024 Control 362 300 180 169 308
M63 162 | APP/PS1| F | 05.03.2024 Control
Mo64 163 |APP/PS1| F | 05.03.2024 Control 549 324 246 218 236
M65 164 |APP/PS1| F | 05.03.2024 Drug
M66 180 | APP/PS1| F | 05.03.2024 Drug 239 21 124 99 47
M67 193 | APP/PS1| F | 06.03.2024 Drug 50 150 134 144 28
M68 194 | APP/PS1| F | 06.03.2024 Control 131 119 47 190 439
M69 170 | APP/PS1| M | 05.03.2024 Control 269 267 126 107 135
M70 171 | APP/PS1| M | 05.03.2024 Drug
M71 172 | APP/PS1| M | 05.03.2024 Drug 65 132 102 100 28
M72 183 | APP/PS1| M | 05.03.2024 Drug 650 333 294 193 205
M73 187 |APP/PS1| M | 05.03.2024 Drug 536 153 203 123 177
M74 190 | APP/PS1| M | 05.03.2024 Control 200 119 117 190 26
M75 191 | APP/PS1| M | 06.03.2024 Control 30 129 141 90 68
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Recoltarea probelor de creier si congelarea acestora in azot lichid
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Probele de creier recoltate de la primul lot de soareci (lotul in varsta)
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Diferenta dintre un creier proaspat recoltat (stdnga) si unul perfuzat/fixat in formaldehida 4% (dreapta)

Design experimental pentru injectii si labirint Barnes. Tn ultima zi de comportament,
creierul soarecilor este extras si inghetat in azot lichid, apoi depozitat 1a-20° C. Creierul a
fost apoi folosit pentru analiza WB (Western blot).

‘ i.p injections ‘ Acquisition Days _phase ‘ Reversal Days _Phase ‘

Day1 Day2 Day3 Day4 Day5 Day6 Day7 Day8 Day9 Day10 RvDayl RowDay? RevDay3 RevDay4 RovDays

Food Food Foac Food 1ske the bran andstore in freazer
injections1 injections2 injections3 injecionsd injectionss injections6 injections? injections8 injections9 injections 10 injections T injections12 for WBandmRNA

1P Injuutie:
Acquisiicrdaywithfood
e i

- et Toosd
Reweredl days,

Greutatea soarecilor din lotul in varsta la inceperea si la finalul testarii

N | D Geno | SEX DOB DOD “é‘“;;g:;(Tg) W‘“g‘l‘)(g) Drug/Control

M1 | 096 WT M | 14112023 | 31.052024 25 24 Drug

M2 | 097 WT M | 14112023 | 31.05.2024 25 2% Drug LN
M3 | 098 WT M | 14112023 | 31.05.2024 25 25 Drug [Q\
M4 | 102 WT M| 23102023 | 31.05.2024 25 24 Control )
M5 | 106 WT M | 23.102023 | 31.05.2024 26 25 Control g




M6 | 108 WT M 21.11.2023 31.05.2024 26 26 Control
M7 | 119 WT F 12.11.2023 31.05.2024 24 25 Drug
M8 | 123 WT F 15.11.2023 31.05.2024 24 24 Drug
M9 | 127 WT F 27.09.2023 31.05.2024 20 19 Control
M10| 128 WT F 23.10.2023 31.05.2024 23 23 Drug
MI11| 133 WT F 14.11.2023 31.05.2024 22 22 Control
MI12| 138 WT F 14.11.2023 31.05.2024 20 19 Control
M13| 103 APP/PS1 M 23.10.2023 31.05.2024 29 27 Control
M14| 104 APP/PS1 M 23.10.2023 31.05.2024 21 21 Drug
M15| 105 APP/PS1 M 23.10.2023 31.05.2024 31 34 Control
Ml6| 107 APP/PS1 M 23.10.2023 31.05.2024 21 25 Drug
MI17]| 112 APP/PS1 M 16.11.2023 31.05.2024 27 27 Drug
M18| 116 APP/PS1 M 12.11.2023 31.05.2024 33 30 Control
MI19| 117 APP/PS1 F 12.11.2023 31.05.2024 23 25 Drug
M20| 118 APP/PS1 M 12.11.2023 31.05.2024 30 30 Control
M21| 120 APP/PS1 F 12.11.2023 31.05.2024 25 26 Drug
M22 | 124 APP/PS1 F 15.11.2023 31.05.2024 24 24 Drug
M23| 132 APP/PS1 F 14.11.2023 31.05.2024 21 20 Control
M24| 134 APP/PS1 F 14.11.2023 31.05.2024 25 22 Drug
M25| 136 APP/PS1 F 14.11.2023 31.05.2024 22 22 Control

Greutatea soarecilor din lotul tinir la inceperea si la finalul testarii

1D Geno SEX DOB DOD Weight (g) START Weight (g) END Drug/Control
Nr.
Ms51 166 WT M 05.03.2024 28.06.2024 24 25 Drug
M52 169 WT M 05.03.2024 28.06.2024 23 24 Drug
M53 173 WT M 05.03.2024 28.06.2024 24 26 Drug
M54 175 WT F 28.01.2024 28.06.2024 19 20 Drug
M55 177 WT F 28.01.2024 28.06.2024 15 15 Drug
M56 179 WT M 28.01.2024 28.06.2024 26 25 Control
M57 181 WT M 05.03.2024 28.06.2024 23 24 Drug
M58 182 WT M 05.03.2024 28.06.2024 23 25 Control
M59 184 WT F 05.03.2024 28.06.2024 18 19 Control
M60 185 WT F 05.03.2024 28.06.2024 19 20 Control
M61 188 WT M 05.03.2024 28.06.2024 25 24 Control
M62 189 WT M 05.03.2024 28.06.2024 25 25 Control
M63 162 APP/PSI F 05.03.2024 06.06.2024 2 Control
M64 163 APP/PS1 F 05.03.2024 28.06.2024 21 21 Control
M65 164 APP/PSI F 05.03.2024 04.06.2024 24 Drug
M66 180 APP/PSI F 05.03.2024 28.06.2024 25 23 Drug
M67 193 APP/PSI F 06.03.2024 28.06.2024 25 28 Drug
M68 194 APP/PSI F 06.03.2024 28.06.2024 19 19 Control
M69 170 APP/PSI M 05.03.2024 28.06.2024 28 27 Control
M70 171 APP/PSI M 05.03.2024 17.06.2024 25 Drug
M71 172 APP/PSI M 05.03.2024 28.06.2024 25 27 Drug
M72 183 APP/PSI M 05.03.2024 28.06.2024 26 28 Drug
M73 187 APP/PSI M 05.03.2024 28.06.2024 25 25 Drug
M74 190 APP/PSI M 05.03.2024 28.06.2024 27 26 Control
M75 191 APP/PSI M 06.03.2024 28.06.2024 21 22 Control

Injectiile cu inhibitor MK2 nu au avut efecte adverse asupra sanatatii si

comportamentului soarecilor. in plus, nu am observat nicio modificare semnificativa a

greutatii din cauza tratamentului (Figura prezentata mai jos)
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Fig. de mai sus Inregistrarea greutitii soarecilor fnainte si dup3 injectiile i.p.
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Greutatea soarecilor APP/PS1 pentru imunohistochimie la inceperea si la sfarsitul injectarii

NF. ID Geno SEX DOB DoD Weight (g) START Weight (g) END Drug/Control
M31 | 154 | APP/PS1 M 28.01.2024 | 02.07.2024 26 27 Drug
M32 | 155 APP/PS1 M 28.01.2024 | 02.07.2024 24 25 Control
M33 | 156 | APP/PS1 M 28.01.2024 | 02.07.2024 24 26 Drug
M34 | 157 APP/PS1 F 28.01.2024 | 02.07.2024 21 22 Control
M35 | 158 | APP/PS1 F 28.01.2024 | 02.07.2024 23 23 Drug
M36 | 159 | APP/PS1 F 28.01.2024 | 02.07.2024 22 23 Drug
M37 | 095 APP/PS2 M 14.11.2024 | 02.07.2024 17 18 Control




Soareci pentru imunohistochimie

30
25
20
15

10

(€]

1 2 3 4 5 6 7

m \Veight (g) START e \\eight (g) END

A Learning task Reversal Learning ‘.\ o ; 31-;"{» ok :
(1 - 12 Days) (13 - 17 Days) Phase & L) [T [
600 50 \180° > S 7%
Exit Hole o° e° é ° o E -
: o : ° 2
° A ° Reversal
%000 ®000° ok T Phase
'WT Control APP/PS1 Control ‘ WT+MK2 APP/PS1+MK2
—+-WTn=6
r —+— APP/PS1n=6 D
C * WT + MK2 inhibitor n = 6
*  APP/PS1 + MK2 inhibitor n = 7 - Learning phase Reversal phase
104
i) n.s. n.s.

Duration {minutes)
o [N} IS
! L
e
- I‘.l
[ IY I X
|8 s
oW e
IR L T 3
[ N
*
e N
e .
Duration {minutes)
o - ~ w
L h L
I
'& 3
h

0 1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12 13 o\‘ &‘ &o""'q'
& & ¢ ¢ & & ¢
® 0 &‘ @ [ o -é\ P
Acquisition days Reversal days .x“ N Q(z @ o Q{R
* 3 #
3 &
2 v

Figura de mai sus (a) Configuratia experimentala a labirintului Barnes. (b) Traiectoria
luata de soarecii WT si APP/PS1 tratati cu control sau MK2 pentru a finaliza sarcina. (c)
Timpul mediu necesar soarecilor pentru a finaliza sarcina in timpul achizitiei (Zilele 1-
10, p = 0,58) si fazelor de inversare (Zilele 11-13, p = 0,47). (d) Durata medie pe grupe

pentru faza de invatare (n.s., p = 0,58) si faza de inversare (n.s., p =0,47).
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4.Impactul rezultatelor obtinute, cu sublinierea celui mai semnificativ rezultat
obtinut

Rezultatele studiilor de mai sus arata un exemplu reprezentativ al efectelor protectoare ale
co-tratamentului cu MK2 in care a reusit sa normalizeze caracteristicile comportamentale
ale animalelor transgenice ,, degenerante” in modnormal.

Analiza tesutului cerebral:
Exprimarea si localizarea proteinelor/analiza biochimica

Imunohistochimie: Dupa eutanasie, creierele de soareci au fost congelate rapid si apoi
procesate pentru studiu. Creierele intregi au fost fixate in paraformaldehida 4% si apoi
procesate si incorporate in ceara de parafind. Sectiunile de sase microni au fost taiate
longitudinal in creier si sectiunile selectate la intervale de 0,1 mm colorate cu hematoxilina
si eozina pentru a identifica regiunile si locatiile structurilor majore si pentru a cauta orice
anomalie macto in structurile celulare.

Exemple de rezultate sunt prezentate mai jos:
Preparate histologice, pregatite pentru analiza imunohistochimica.

Page2 9



Figura de mai sus arata: Colorarea cu H si E a regiunilor cortexului si hipocampului care sunt
in centrul studiului - la soarecii WT nemodificati genetic exemplul de mai sus arata structura
si organizarea neuronilor caracteristici cu aspect morfologic normal.

Animalele transgenice au prezentat colorare citoplasmatica pentru beta-amiloid (colorare
albastra; colorare albastra DAB) atat in neuronii hipocampali (stanga) cat si corticali (dreapta).
Un rezultat similar a fost observat pentru p-Tau.

Soarecii cu inhibitor MK2 au prezentat mai putina colorare cu beta-amiloid, determinata din
media a 4 vizualizari la x 40 per diapozitiv si 3 diapozitive per comparatie in regiunea
cortexului (analiza statistica finalda va fi finalizata pana la 28 iunie 2024 si incorporata in
articolul de jurnal in pregatire) :

Mai jos se arata un exemplu de colorare redusa observata la animalele Tg tratate cu MK2
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(imagini din partea dreapta) in comparatie cu transgenic netratat (imagini din partea stanga)
- p-Tau in cortex si hipocamp).

Expresia suplimentard de analiza IHC a TNF/IL-1 si p38 a fost finalizata si toate rezultatele vor
fi incluse n articolul pe care il pregatim spre publicare.

Rezultate Western blot:

Pastrarea controlului in care probele au fost egalizate pentru incarcarea proteinelor folosind
GAPDH si comparatii efectuate intre control normal, nemodificat genetic, pozitiv transgenic,
control plus MK2 si transgenic plus MK2.

Rezultatele Western blot au aratat o reducere generald a activitatii MAP kinazei in
prezenta
inhibitorului MK-2 in omogenate transgenice ale creierului de soarece.

Page 3 1



mGIuR5

GAPDH — »

ﬂm%lhezz”'“"
f an

sl L LTy

NI EEEESTC-

B g S

R PEEEEEEE

el
SN EEEESTTC

B = D e G S

Page3 2



T-Arc

(65} 50 kDa
-— - — — -

SuperSignal * B - S e G y—p

15ul

50 kDa

GA{S?}“ ———— — - —— — 30 kDa T — i  —— k0

Mai sus prezinta exemple reprezentative de Western blotting pentru nivelurile
de proteine mGIuRS5 si Arc in hipocampul soarecilor APP/PS1. Bloturi care arata
nivelurile de expresie a proteinei de Arc si mGIuR5 (**p = 0,0041; WT: N = 6,
APP: N = 5) in APP/PS1 in comparatie cu soarecii WT. Ambele proteine au fost
crescute considerabil la soarecii transgenici concomitent cu B-amiloid si p-Tau,
iar prezenta inhibitorului MK-2 a blocat partial exprimarea acestora (analiza
datelor si analiza statisticd pentru aceasta lucrare vor fi finalizate si incluse in
publicatia aflata in pregatire)

Mai jos sunt prezentate exemple de loturi de control fata de rezultatele Tg MK-2
si MK-2 + Tg: si indica o expresie crescuta a proteinelor fosforilate la animalele
transgenice (banda 2) redusa in prezenta inhibitorului MK-2 (banda4)

1 2 3 4
p-ERKL/2  w—— D L
P-p38 — d——

a-tubulin —— s S W

(figura de mai sus) Omogenate de proteine ale creierului de soarece supuse
Western blot; Control banda 1; banda 2 Tg pozitiv; banda 3 injectie MK-2; banda
4 MK-2 + Tg p-ERK/pp38 creste la animalele TG si acest lucru a fost perturbat in
prezenta inhibitorului MK-2.

5.Detalii privind exploatarea si diseminarea rezultatelor proiectului.

Concluzii ale proiectului: Datele noastre in general au dezvaluit o importanta
critica a dereglarii cdilor de semnalizare MK2 in procesele asimilate cu
neurodegenerarea la soarecii transgenici. Activitatea kinazei MAP si proteinele
specifice cunoscute a fi generate in cadrul soarecilor transgenici, cum ar fi B-
amiloid si p-Tau, au fost reduse in urma co-tratamentului cu inhibitorul MK-2.
in plus, comportamentul animalului a fost normalizat pe perioada studiului,
in timp ce co-injectarea MK-2 a crescut, de asemenea, nivelurile de noi proteine
T- Arc si mGIluR5, datele noastre indica faptul ca acest lucru a fost blocat prin
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includerea inhibitorului MK-2. sugereaza posibilitatea utilizarii unor
medicamente care pot bloca semnalizarea MAP kinazei (MAP-pp38) in protectia
impotriva dezvoltarii dementei.

Am creat in cadrul acestui proiect un nou model preclinic care poate fi folosit de
noi insine si de altii pentru a investiga aceste posibilitati in continuare.

Potrivindu-se cu rezultatele si livrabilele originale, stabilite in PED:

s-a demonstrat ca inhibarea activitatii MK2 in vivo este suficienta pentru
ameliorarea cognitiva a deficientei observate in modelul de soarece APP/PS1 al
AD (Boala Alzheimer).

Si, am caracterizat ca activitatea p38 MAPK si MK2 este crescuta in tesutul
cerebral ex-vivo obtinut din cohortele de soareci WT si APP/PS1 de control si
tratati, utilizati pentru teste comportamentale, cu reduceri prezentate la
soarecii inhibati concomitent cu un rezultat imbunatatit.

6.Prezentarea livrabilelor/indicatorilor obtinuti la finalul proiectului comparativ cu cei
propusi.

Livrabilele pentru WP-1 — toate acestea sunt finalizate

Livrabilele pentru WP-2 — completate; totusi, componentele de histologie ramase au fost
realizate intre 5 si 19 iulie, iar datele sunt in prezent in curs de analiza

Livrabilele pentru WP-3 — analiza finala a datelor si trimiterea pentru publicare sunt in
desfasurare si urmeaza a fi finalizate inainte de sfarsitul lunii noiembrie 2024

O publicatie care include toate datele originale noi este in curs de pregatire pentru depunere
concomitent cu o revizuire care evidentiaza modul in care lucrarea actuala contribuie la stadiul
tehnicii In domeniu-Titlul articolului este redactat ca ,MODULAREA POTENTIALA A
NEUROINFLAMATIEI SI INCETINIRII COGNITIVE INDUSE DE AB INTR-UN MODEL DE SOARECI
APP/PS1 PRIN INTERMEDIUL KINAZEI DE PROTEINE ACTIVATE DE MAPK 2” si lucrarea este
programata pentru a fi prezentata la Festivalul de Neurostiinte al British Neuroscience
Association (BNA 2025) - https://meetings.bna.org.uk/bna2025/
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