Streszczenie rozprawy doktorskiej ,,Analiza dzialania modulatorow receptoréw dla
sfingozyno-1-fosforanu w eksperymentalnych modelach choroby Alzheimera”

Choroba Alzheimera (ChA) jest neurodegeneracyjnym schorzeniem, ktére odpowiada
za wickszo$¢ przypadkéw otepienia. Wedlug powszechnie przyjetej hipotezy kaskady
amyloidowej u podstaw ChA leza zaburzenia metabolizmu biatka prekursorowego peptydu
amyloidu B (APP), ktore prowadza do powstania amyloidu  (AB). AP wystgpuje W postaci
rozpuszczalnych monomerow i oligomerdéw oraz nierozpuszczalnych fibryli i ptytek starczych,
z ktorych za najbardziej patogenne uwazane sg oligomery. Szkodliwe dziatanie AP zwigzane
jest z zaburzeniem funkcjonowania synaps, w tym z nieprawidlowosciami dotyczacymi
przekaznictwa synaptycznego. Obserwuje si¢ rowniez zaburzenia biogenezy i dynamiki
mitochondriow oraz dysfunkcje czynno$ciowe tych organelli, ktore finalnie prowadza do
zaburzen energetycznych w komorce i zwigkszonej apoptozy neuronéw. Gromadzacy sie AP
powoduje aktywacj¢ mikrogleju i wzrost wytwarzania mediatorOw stanu zapalnego, ktore
zaostrzajg zmiany neurodegeneracyjne. Dodatkowo, AP poprzez hamowanie prozyciowej
$ciezki PI3K-AKT/stymulowanie aktywnosci GSK-3f przyczynia si¢ do nadmierngj
fosforylacji biatka Tau i, co za tym idzie jego zwigkszonej sktonnosci do agregacji w postaci
wewnatrzkomorkowych splatkéw neurofibrylarnych (NFT), ktore obok plytek starczych sa
glowng cecha obrazu neuropatologicznego ChA.

Jednocze$nie w ostatnich latach istotnym tematem stata si¢ rola bioaktywnych
sfingolipidow w patogenezie/patomechanizmie ChA. Jednym z nich jest prozyciowy
sfingozyno-1-fosoforan (S1P), ktorego obnizony poziom i zaburzony metabolizm stwierdzono
w moézgach osob z ChA. S1P wywiera swoje dziatanie dwutorowo. Wewnatrzkomorkowo
dziata jako przekaznik drugiego rzedu, natomiast zewnagtrzkomoérkowo poprzez piec
receptorow (S1PR1-5) sprzezonych z biatkami G. Niektore agonisty (modulatory) S1PR, ze
wzgledu na ich wlasciwosci immunosupresyjne, staty sie lekami zatwierdzonymi do leczenia
stwardnienia rozsianego. Jednak zdolnos¢ tych zwiagzkoéw do przekraczania bariery krew-moézg
I bezposrednie dzialanie neuroprotekcyjne w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN)
umozliwila ich zastosowanie W badaniach dotyczacych innych choréb neurodegeneracyjnych,
w tym w ChA.

Celem rozprawy bylo zbadanie wplywu modulatorow receptoréw dla sfingozyno-1-
fosforanu na zmiany na poziomie transkrypcyjnym i translacyjnym wybranych biatek
zaangazowanych w: przekazZnictwo synaptyczne, apoptozg, proces zapalny oraz S$ciezke

prozyciowa zalezng od kinazy AKT w doswiadczalnych modelach choroby Alzheimera.



Badania in vivo prowadzono na modelu rodzinnej postaci ChA — 3 i 12-miesi¢cznych
transgenicznych myszach szczepu FVB-Tg transfekowanych ludzkim zmutowanym genem dla
APP (myszy APPY). Mutacja londynfiska w genie dla APP powoduje zwigkszone wytwarzanie
bardziej toksycznej i podatnej na agregacje¢ izoformy AB1-42. Grupe kontrolng stanowily myszy
bez odziedziczonego transgenu (myszy APP’). Przez 14 dni zwierz¢tom podawano
dootrzewnowo fingolimod (modulator S1PR1,3-5) w dawce 1 mg/kg m.c. lub jego nosnik
(0,9% NaCl). Nastepnie zwierzeta dekapitowano, a wybrane struktury mozgu (kora mézgu
i hipokamp)  wykorzystywano  do  analizy ~ zmian  ekspresji  genéow  oraz
immunoreaktywnoS$ci/poziomu ufosforylowania biatek. W doswiadczeniach na zwierzgtach
skupiono si¢ na bialkach presynaptycznych zaangazowanych w fuzj¢ pecherzykow
synaptycznych zblong presynaptyczng iuwalnianie neuroprzekaznika do szczeliny
synaptycznej (biatka kompleksu SNARE i biatka regulatorowe tego kompleksu), Sciezce
prozyciowej zaleznej od kinazy AKT i fosforylacji biatka Tau.

Analiza ekspresji genow kodujacych biatka tworzace kompleks SNARE wykazata
istotne obnizenie ekspresji Vampl w korze moézgu w obu grupach wiekowych oraz
w hipokampie 3-miesi¢cznych myszy APP* (vs. APP). Obnizenie poziomu mRNA Stxal
i Snap25 odnotowano jedynie w hipokampie 12-miesi¢cznych myszy APP*. Nie stwierdzono
natomiast istotnych zmian w poziomie immunoreaktywnos$ci biatek kompleksu SNARE.
W przypadku biatek regulatorowych kompleksu SNARE zaobserwowano znaczaco obnizong
ekspresje Sytl, Cplx1l i Nrxnl w hipokampie 12-miesiecznych myszy APP* (vs. APP).
Znaczaco nizszy poziom mRNA Nrxnl stwierdzono réwniez w korze 12-miesigcznych myszy
APP*, anizszg ekspresje Sytl w hipokampie 3-miesiecznych zwierzat transgenicznych.
Zmiany w immunoreaktywnos$ci (znamienny wzrost poziomu SYP i SYT) zaobserwowano
jedynie w korze mozgu 3-miesiecznych myszy APP*. Podanie fingolimodu 12-miesigcznym
zwierzetom APP* znamiennie zwigkszato obnizong ekspresje Stxla, Snap25, Cplx1 i Nrxnl
w hipokampie oraz Vampl w korze mozgu. Nie stwierdzono natomiast istotnego wptywu
fingolimodu na pozostate zmiany.

W nastgpnym etapie zbadano wplyw mutacji w genie dla APP na ekspresje genow
i poziom ufosforylowania prozyciowej kinazy AKT oraz jej dwoch biatek efektorowych —
kinazy GSK-3p i proapoptotycznego biatka BAD. Nie zaobserwowano zmian w poziomie
MRNA Aktl, Gsk3b ani Bad. Istotne statystycznie zmiany w stosunku formy ufosforylowanej
do catkowitej AKT odnotowano w hipokampie — obnizenie u 3-miesiecznych i wzrost u 12-
miesigcznych zwierzat transgenicznych. W hipokampie starszych zwierzat APP* stwierdzono

rowniez wzrost ufosforylowania GSK-3p. Podanie fingolimodu transgenicznym zwierz¢tom



nie miato istotnego wptywu na zaobserwowane zmiany w poziomie ufosforylowania AKT ani
GSK-3B.

Nie zaobserwowano zmian w poziomie mMRNA Mapt (gen kodujacy biatko Tau) ani
immunoreaktywno$ci catkowitego biatka Tau. Mutacja londynska w genie dla APP nie
wplywata rowniez na ufosforylowanie biatka Tau przez GSK-3 na serynie 396 ani serynie
199/202 — kluczowych dla patomechanizmu ChA miejscach. W hipokampie
12-miesiecznych myszy APP™ stwierdzono natomiast istotnie zwiekszong fosforylacje na
serynie 416, ktora jest zalezna od CAMKII. Podanie fingolimodu nie miato istotnego wptywu
na zaobserwowang zmiang.

Wyniki uzyskane w badaniach in vivo wskazuja, ze mutacja londynska w genie dla APP
powoduje przede wszystkim zmiany w hipokampie, ktorych nasilenie zalezy od wieku
zwierzat/zaawansowania choroby. Mutacja w genie dla APP wptywa na ekspresj¢ biatek
presynaptycznych gltéwnie na poziomie transkrypcyjnym, natomiast wptyw tej mutacji na
prozyciowa Sciezke zalezng od AKT ma miejsce wylacznie na poziomie modyfikacji
potranslacyjnych. Skuteczno$¢ fingolimodu ograniczona jedynie do zmian w ekspresji genéw
dla biatek presynaptycznych w grupie 12-miesigcznych myszy sugeruje, ze W zastosowanym
modelu badawczym zaburzenia sygnalizacji zaleznej od S1P maja znaczenie przede wszystkim
w regulacji przekaznictwa synaptycznego W bardziej zaawansowanych fazach choroby.

Badania in vitro przeprowadzono na mysich liniach komoérkowych neuronow
hipokampa (HT22) i mikrogleju (BV2) traktowanych przez 24 godziny oligomerami
AP1-42 (APo) w stezeniu koncowym 1 uM. W powyzszych modelach sprawdzano wplyw
modulatoréw receptorow dla S1P: 0,1 uM ponesimodu (S1PR1), 1 uM CYM5541 (S1PR3),
0,1 uM CYM50308 (S1PR4), 0,1 uM A971432 (S1PRS5), 0,1 uM siponimodu (S1PR1,5) oraz
1 nM ufosforylowanego fingolimodu na: zywotno$¢ komorek, potencjal blony
mitochondrialnej oraz poziom wolnych rodnikow, atakze na ekspresj¢ genow kodujacych
receptory dla S1P, biatka pro- i antyapoptotyczne oraz cytokiny prozapalne.

Analiza ekspresji genow kodujacych S1PR wykazata znamiennie obnizony poziom
MRNA S1prl w komoérkach BV2 po podaniu Ao, ktory zostat istotnie zwigkszony po podaniu
A971432. W komorkach mikrogleju traktowanych APo zaobserwowano takze wyrazng
tendencje do obnizenia poziomu mRNA S1pr5. Nie odnotowano wptywu Afo podanego
samodzielnie na ekspresje S1prd w zadnej z badanych linii komérkowych. Natomiast istotne
obnizenie poziomu mRNA Slpr4 stwierdzono w komorkach HT22 traktowanych Apo wraz
z CYM5541, aznamienny wzrost w komoérkach BV2 traktowanych APo z pFTY720

i siponimodem.



APo znamiennie obnizaty potencjat blony mitochondrialnej oraz zywotnos¢ komorek,
przy czym obnizenie zywotnosci bylo bardziej zaznaczone w komoérkach BV2. Badane
modulatory w zastosowanych stezeniach nie miaty wptywu na zaobserwowane zmiany. Nie
stwierdzono istotnego wpltywu APo na wewnatrzkomorkowy poziom wolnych rodnikow
W zadnej Z badanych linii komorkowych.

W komorkach BV2 ABo wywotaly znamienne obnizenie ekspresji Bad, ktoremu nie
przeciwdziatal Zaden z zastosowanych modulatorow. Nie stwierdzono istotnych zmian
w poziomie mMRNA Bax po podaniu ABo W zadnej z badanych linii komorkowych. Natomiast
podanie APo wraz z ponesimodem, CYMb5541 i CYMS50308 powodowato istotny wzrost
ekspresji Bax w komorkach BV2 w poréwnaniu do komoérek traktowanych wylacznie Apo.
W obu liniach komorkowych po podaniu Ao stwierdzono znamiennie obnizong ekspresj¢
Bcl2, wyrazniej zaznaczong W komoérkach mikrogleju. W komoérkach HT22 zastosowanie
CYM50308 i A971432 w toksycznosci APo przywracato ekspresje Bcl2 do wartosci
kontrolnych (ekspresji w komorkach nietraktowanych APo). Nie stwierdzono natomiast
istotnych zmian w ekspresji Bcl2l1 po podaniu Ao W Zzadnej z badanych linii komérkowych.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono ponadsiedmiokrotny wzrost
poziomu MRNA Il1b w komoérkach BV2 traktowanych Afo, a badane modulatory (za
wyjatkiem CYMS5541 i pFTY720) poglebialy prozapalny efekt ABo. W komodrkach BV2
stwierdzono roéwniez znamienny wzrost ekspresji Tnf pod wplywem Afo. Zastosowane
modulatory (poza A971432, ktéry nieznamiennie obnizal ekspresje) wykazywaty tendencje do
zwigkszania poziomu mRNA Tnf w mikrogleju. W neuronach hipokampa, mimo braku
znaczacego efektu APo, znamienny wzrost poziomu mRNA 111b wywotato podanie Apo wraz
z siponimodem, a istotny wzrost ekspresji Tnf stwierdzono w komoérkach traktowanych Apo
wraz z ponesimodem. W obu badanych liniach komérkowych stwierdzono istotny wzrost
poziomu MRNA 116, przy czym byt on duzo wickszy w komoérkach BV2. Wigkszos¢ badanych
zwigzkow (oprocz pFTY720) powodowata wyrazny, cho¢ nieznamienny wzrost ekspresji 116
w mikrogleju (w poréwnaniu z komérkami traktowanymi ABo). Z kolei w komorkach HT22
podanie pFTY 720 znamiennie obnizato poziom mRNA [16. W przedstawionej rozprawie po raz
pierwszy wykazano istotnie obnizony poziom mRNA 1118 w liniach komérkowych HT22
i BV2 poddanych dziataniu Afo, na ktory nie miaty istotnego wptywu badane modulatory
S1PR. Zaobserwowane obnizenie byto wyrazniej zaznaczone w komorkach mikrogleju.

Wyniki uzyskane w badaniach in vitro wskazujg na niewielki potencjat apoptotyczny
ABo w badanych liniach komorkowych. Wyrazne dziatanie prozapalne Afo jest silniej

zaznaczone w mikrogleju. Modulacja receptoréw dla S1P w komorkach HT22 ma dziatanie



antyapoptotyczne, atakze w niewielkim stopniu moze tagodzi¢ stan zapalny. Natomiast te
same zwigzki W komodrkach BV2 maja tendencje¢ do poglebiania wywotanych przez ABo zmian
zapalnych oraz proapoptotycznych. Zaobserwowane zmiany wskazuja, ze zar6wno
toksyczno$¢ APo, jak i efekt pobudzenia S1PR zalezy od linii komdrkowe;j.

Podsumowujgc, w badaniach in vivo zaobserwowano negatywny wplyw mutacji
londynskiej w genie dla APP na ekspresj¢ genow dla biatek presynaptycznych oraz na
prozyciowa $ciezke sygnatowa zalezng od kinazy AKT. Zastosowanie fingolimodu
przeciwdziatato wywotanym przez mutacje¢ londynska zmianom w ekspresji genow kodujacych
biatka presynaptyczne u 12-miesiecznych zwierzat APP*, co wskazuje na istotne znaczenie
sygnalizacji zaleznej od SI1P w regulacji przekaznictwa synaptycznego w bardziej
zaawansowanych stadiach choroby. Dodatkowo badania in vitro wykazaly niekorzystne
dziatanie APo na ekspresje genow dla biatek pro- i antyapoptotycznych, cytokin prozapalnych
i funkcjonowanie mitochondriow. Jednoczesnie wyniki doswiadczen in vitro wskazuja, ze efekt
modulacji receptorow dla S1P w toksycznosci ABo moze rézni¢ si¢ w zalezno$ci od linii
komorkowej, co nalezy uwzgledni¢ w dalszych badaniach dotyczacych zastosowania tych

zwigzkow w chorobie Alzheimera.



Summary of the doctoral dissertation “Analysis of the effect of sphingosine-1-phosphate

receptor modulators in experimental models of Alzheimer's disease”

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disease that accounts for the majority
of dementia cases. According to the widely accepted amyloid cascade hypothesis, AD is caused
by disturbances in the metabolism of the amyloid-3 precursor protein (APP), which leads to the
formation of amyloid 3 peptide (AB). AP occurs in the form of soluble monomers and oligomers
as well as insoluble fibrils and senile plaques, of which oligomers are considered the most
pathogenic. The harmful effects of AP are related to the dysfunction of synapses, including
abnormalities in synaptic transmission. Disturbances in the biogenesis and dynamics of
mitochondria together with functional dysfunctions of these organelles, which finally lead to
cell energy disturbances and increased neuronal apoptosis, are also observed. Accumulating Ap
causes the activation of microglia and an increase in the production of inflammatory mediators
that exacerbate neurodegenerative changes. In addition, AB, by inhibiting the prosurvival PI3K-
AKT pathway/stimulating the activity of GSK-3p, contributes to the excessive phosphorylation
of Tau protein and, consequently, its increased tendency to aggregate in the form of intracellular
neurofibrillary tangles (NFT), which, together with senile plaques, are the main
neuropathological hallmarks of AD.

At the same time, the role of bioactive sphingolipids in the
pathogenesis/pathomechanism of AD has recently become an important topic. One of them is
the prosurvival sphingosine-1-phosphate (S1P), whose reduced level and disturbed metabolism
have been found in the brains of AD patients. S1P exerts its action in a dual manner.
Intracellularly, it acts as a second messenger, while extracellularly via five G protein-coupled
receptors (S1IPR1-5). Some S1PR agonists (modulators) have been approved for the treatment
of multiple sclerosis due to their immunosuppressive properties. However, the ability of these
compounds to cross the blood-brain barrier and direct neuroprotective effects in the central
nervous system (CNS) allowed their use in studies concerning other neurodegenerative
diseases, including AD.

The dissertation aimed to investigate the effect of sphingosine-1-phosphate receptor
modulators on changes at the transcriptional and translational levels in selected proteins
involved in: synaptic transmission, apoptosis, inflammation and AKT Kkinase-dependent
prosurvival pathway in experimental models of Alzheimer's disease.

In vivo studies were carried out on 3- and 12-month-old FVB-Tg transgenic mice

transfected with the human mutant gene for APP (APP* mice) — a model of familial AD. The



London mutation in the gene encoding APP causes increased production of the more toxic and
aggregation-prone Api-42 isoform. Mice without the inherited transgene (APP~ mice) were used
as a control. For 14 days, the animals were administered intraperitoneally fingolimod (S1PR1,3-
5 modulator) at a dose of 1 mg/kg b.w. or its vehicle (0.9% NaCl). Then the animals were
decapitated, and selected brain structures (brain cortex and hippocampus) were used to analyse
changes in gene expression and immunoreactivity/level of protein phosphorylation. Animal
experiments focused on presynaptic proteins involved in the fusion of synaptic vesicles with
the presynaptic membrane and release of the neurotransmitter into the synaptic cleft (SNARE
complex proteins and regulatory proteins of this complex), AKT kinase-dependent prosurvival
pathway and Tau protein phosphorylation.

Analysis of the expression of genes encoding SNARE complex proteins showed a
significant reduction in Vampl expression in the brain cortex in both age groups and in the
hippocampus of 3-month-old APP* mice (vs. APP’). Downregulation of Stxal and Snap25
mRNA level was only seen in the hippocampus of 12-month-old APP* mice. No significant
changes were found in the level of immunoreactivity of the SNARE complex proteins. In case
of the regulatory proteins of the SNARE complex, significantly reduced expression of Sytl,
Cplx1 and Nrxnl was observed in the hippocampus of 12-month-old APP* mice (vs. APP").
Markedly lower mRNA level of Nrxnl was also found in the cortex of 12-month-old APP*
mice, and lower expression of Sytl in the hippocampus of 3-month-old transgenic animals.
Changes in immunoreactivity (substantial increase in SYP and SYT levels) were observed only
in the brain cortex of 3-month-old APP* mice. Administration of fingolimod to 12-month-old
APP* animals markedly increased the downregulated expression of Stxla, Snap25, Cplx1 and
Nrxnl in the hippocampus and Vampl in the brain cortex. There was no significant effect of
fingolimod on other changes.

In the next step, the influence of mutation in the APP gene on gene expression and the
level of phosphorylation of the prosurvival AKT kinase and its downstream proteins — GSK-3f
kinase and the proapoptotic BAD protein was examined. No changes in Aktl, Gsk3b or Bad
MRNA level were observed. Statistically significant changes in the ratio of the phosphorylated
AKT to total AKT were noted in the hippocampus — a decrease in 3-month-old and an increase
in 12-month-old transgenic animals. An increase in GSK-3f phosphorylation was also found in
the hippocampus of older APP* animals. Administration of fingolimod to transgenic animals
had no significant effect on the observed changes in AKT or GSK-3f phosphorylation level.

No changes were observed in the mRNA level of Mapt (the gene encoding Tau protein)

or the immunoreactivity of the total Tau protein. The London mutation in the gene for APP also



did not affect the phosphorylation of the Tau protein by GSK-3 at serine 396 or serine 199/202,
key sites for the pathomechanism of AD. In contrast, in the hippocampus of 12-month-old APP*
mice, substantial increase in phosphorylation at serine 416 was observed, which is dependent
on CAMKII. Administration of fingolimod had no significant effect on the observed change.

Results from in vivo studies indicate that the London mutation in the APP gene primarily
causes changes in the hippocampus, the severity of which depends on the age of the animals/the
stage of the disease. Mutation in the gene for APP affects the expression of presynaptic proteins
mainly at the transcriptional level, while the effect of this mutation on the prosurvival AKT-
dependent pathway occurs only at the level of posttranslational modifications. The effectiveness
of fingolimod, limited only to changes in the expression of genes for presynaptic proteins in
a group of 12-month-old mice, suggests that in the model of AD used, disturbances in S1P-
dependent signaling are primarily important in the regulation of synaptic transmission in more
advanced phases of the disease.

In vitro studies were performed on murine hippocampal neuronal (HT22) and microglial
(BV2) cell lines treated for 24 hours with AB1-42 oligomers (APo) at a final concentration of
1 uM. In the aforementioned models, the influence of following S1P receptor modulators:
0.1 uM ponesimod (S1PR1), 1 uM CYM5541 (S1PR3), 0.1 uM CYM50308 (S1PR4), 0.1 uM
A971432 (S1PRS), 0.1 uM siponimod (S1PR1,5), and 1 nM phosphorylated fingolimod on the
cell viability, mitochondrial membrane potential and level of free radicals, as well as on the
expression of genes encoding S1P receptors, pro- and antiapoptotic proteins and
proinflammatory cytokines was tested.

Analysis of the expression of genes for S1IPRs showed a significantly reduced mRNA
level of S1prl in BV2 cells after administration of APo, which was markedly increased after
administration of A971432. In APo-treated microglial cells, there was also a clear tendency to
downregulate S1pr5 mRNA level. There was no effect of Apo administered alone on S1prd
expression in any of the cell lines tested. In turn, a significant decrease in the mRNA level of
S1prd was found in HT22 cells treated with a combination Afo and CYM5541, and a significant
increase in BV2 cells treated with ABo together with pFTY 720 and siponimod.

APo significantly decreased the mitochondrial membrane potential and cell viability,
with the reduction in viability being more pronounced in BV2 cells. The tested modulators in
the concentrations used had no effect on the observed changes. No significant effect of ABo on
the intracellular level of free radicals was observed in any of the studied cell lines.

In BV2 cells, APo induced a significant decrease in Bad expression, which was not

counteracted by any of the modulators used. There were no significant changes in Bax mMRNA



level after ABo administration in any of the tested cell lines. In turn, the administration of Apo
together with ponesimod, CYM5541 and CYM50308 caused a significant increase in Bax
expression in BV2 cells compared to cells treated with ABo alone. Significantly reduced
expression of Bcl2 after ABo treatment was found in both cell lines, more clearly marked in
microglial cells. In HT22 cells, the use of CYMS50308 and A971432 in Afo toxicity restored
Bcl2 mRNA level to control values (those of ABo-untreated cells). In contrast, there were no
significant changes in Bcl2I1 expression after ABo administration in any of the studied cell
lines.

An over sevenfold increase in mMRNA level of 111b in BV2 cells treated with ABo was found,
and the tested modulators (except for CYM5541 and pFTY720) enhanced the proinflammatory
effect of APo. In BV2 cells, it was also found a significant increase in Tnf expression under the
influence of APo. The modulators used tended to increase mMRNA level of Tnf in microglia
(except for A971432, which slightly decreased Tnf expression). In hippocampal neurons,
despite the lack of a significant effect of ABo alone, a marked increase in the mRNA level of
I11b was induced by the administration of APo together with siponimod, and a significant
increase in Tnf expression was found in cells treated with APo together with ponesimod.
A substantial increase in the mRNA level of 116 was found in both tested cell lines, and it was
more pronounced in BV2 cells. Most of the tested compounds (except pFTY 720) caused a clear,
though insignificant, increase in 116 expression in microglia. On the other hand, in HT22 cells,
the administration of pFTY720 significantly reduced the mRNA level of 116. A significantly
reduced mRNA level of 1118 in the HT22 and BV2 cell lines treated with ABo was shown for
the first time, which was not affected by the studied S1IPR modulators. The observed reduction
was more pronounced in microglial cells.

The results obtained in in vitro studies indicate a low apoptotic potential of APo in the
tested cell lines. The clear proinflammatory effect of Ao is more pronounced in microglia.
Modulation of S1P receptors in HT22 cells has an antiapoptotic effect and may mitigate
inflammation to a small extent. In contrast, the same compounds in BV2 cells tend to exacerbate
APo-induced inflammatory and proapoptotic changes. The observed alterations indicate that
both the toxicity of APo and the effect of SIPR stimulation depend on the cell line.

In summary, in in vivo studies, a negative effect of the London mutation in the APP
gene on the expression of genes for presynaptic proteins and on the AKT kinase-dependent
prosurvival signaling pathway was observed. The administration of fingolimod counteracted
the London mutation-induced changes in the expression of genes encoding presynaptic proteins

in 12-month-old APP* animals, indicating the importance of S1P-dependent signaling in the



regulation of synaptic transmission in more advanced stages of the disease. In addition, in vitro
studies have shown the negative effect of ABo on the expression of genes for pro- and
antiapoptotic proteins, proinflammatory cytokines, and on the mitochondrial functions. At the
same time, the results of in vitro experiments point out that the effect of S1P receptor
modulation in Ao toxicity may vary depending on the cell line, which should be taken into

account in further studies on the use of these compounds in Alzheimer's disease.



