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3xTg — mysi model rodzinnej postaci choroby Alzheimera, w ktorym zwierzeta wykazuja
mutacje w genie dla APP, PSEN1 i Tau

5XFAD — mysi model rodzinnej postaci choroby Alzheimera, w ktorym zwierzeta
wykazuja 3 mutacje w genie dla APP oraz 2 mutacje w genie dla preseniliny 1/PSEN1
6-OHDA — 6-hydroksydopamina

a-APP — N-koncowy fragment APP powstaly na skutek dziatania a-sekretazy

ABC - biatka transportowe posiadajgce kasete wigzgcg ATP (ang. ATP-binding cassette
transporters)

ACTB - B-aktyna (ang. p-actin)

AICD — wewnatrzkomoérkowa domena APP (ang. APP intracellular domain)

AIF — czynnik indukujacy apoptoze (ang. apoptosis-inducing factor)

AKT/PKB — AKT/kinaza biatkowa B (ang. protein kinase B)

ALAT — aminotransferaza alaninowa

ALS - stwardnienie boczne zanikowe (ang. amyotrophic lateral sclerosis)

ANOVA - analiza wariancji (ang. analysis of variance)

ApoE — apolipoproteina E

ApoM - apolipoproteina M

APP — biatko prekursorowe peptydu amyloidu B (ang. amyloid-p precursor protein)
APPswe — mutacja szwedzka w genie kodujacym APP

ATP — adenozynotrifosforan (ang. adenosine triphosphate)

AP — peptyd amyloidu

Apo — oligomery peptydu amyloidu

B-APP — N-koncowy fragment APP powstaly na skutek dziatania -sekretazy

BACEL1 — p-sekretaza (ang. B-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1)

BCA — kwas bicinchoninowy (ang. bicinchoninic acid)

BDNF — neurotroficzny czynnik pochodzenia moézgowego (ang. brain-derived
neurotrophic factor)

BSA — albumina surowicy bydlgcej (ang. bovine serum albumine)

C1P — ceramido-1-fosforan (ang. ceramide-1-phosphate)

C83 — 83-aminokwasowy C-koncowy fragment APP powstaly w wyniku dziatania
a-sekretazy

C99 — 99-aminokwasowy C-koncowy fragment APP powstaly w wyniku dziatania
B-sekretazy

CaMKIIl - kinaza Il zalezna od wapnia i kalmoduliny (ang. calcium—calmodulin-
dependent protein kinase I1)

CDKS5 — kinaza cyklinozalezna 5 (ang. cyclin-dependent kinase 5)

CcDNA — DNA komplementarny do mRNA (ang. complementary DNA)

CEM — mikrodomena bogata w kaweoling (ang. caveolin-enriched microdomain)

ChA — choroba Alzheimera

ChAT - acetylotransferaza cholinowa (ang. choline acetyltransferase)

ChH — choroba Huntingtona
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ChP — choroba Parkinsona

cPLAZ2 — cytozolowa fosfolipaza A2 (ang. cytosolic phospholipase A2)

CPLX1 — kompleksyna 1 (ang. complexin 1)

CPLX2 — kompleksyna 2 (ang. complexin 2)

CRMP2 — biatko-2 posredniczace w odpowiedzi na kolapsyne (ang. collapsin response-
mediated protein 2)

CTFp — C-koncowy fragment biatka prekursorowego peptydu amyloidu 3 (ang. C-terminal
fragments of the amyloid precursor protein)

DCF -2, 7’-dichlorofluoresceina (ang. 2°,7’-dichlorofluorescein)

DEPC — dietylopiroweglan (ang. diethyl pyrocarbonate)

DMEM - pozywka Eagle’a zmodyfikowana przez Dulbecco (ang. Dulbecco's Modified
Eagle Medium)

DMSO - dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)

DRP1 — biatko dynamino-podobne (ang. dynamin related protein 1)

DTT — ditiotreitol

EBI — wczesna faza urazu mézgu (ang. early brain injury)

EDG — blonowy receptor sprz¢zony z biatkami G zaangazowany W réznicowanie komorek
srodblonka (ang. endothelial differentiation G-protein coupled receptor)

EMA — Europejska Agencja Lek6éw (ang. European Medicines Agency)

EOAD - choroba Alzheimera o wczesnym poczatku (ang. early onset Alzheimer’s
Disease)

ERK - kinaza regulowana sygnatem zewnatrzkomorkowym (ang. extracellular signal-
regulated kinase)

FAD — rodzinna posta¢ choroby Alzheimera (ang. familial Alzheimer’s Disease)

FBS — ptodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine serum)

FDA — Amerykanska Agencja Zywnoéci i Lekow (ang. Food and Drug Administration)
FIS1 — biatko rozszczepienia mitochondriow 1 (ang. mitochondrial fission 1 protein)
FTY720 — fingolimod

GAPDH - dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (ang. glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase)

GPCR - btonowe receptory sprzgzone z biatkami G (ang. G-protein-coupled receptors)
Gpx — peroksydaza glutationowa (ang. glutathione peroxidase)

GSK-3 — kinaza 3 syntazy glikogenu (ang. glycogen synthase kinase-3)

GSK-3a — kinaza 3a syntazy glikogenu (ang. glycogen synthase kinase-3a)

GSK-3p — kinaza 3p syntazy glikogenu (ang. glycogen synthase kinase-3p3)

GUSB — B-glukuronidaza (ang. p-glucuronidase)

H2DCF — 2°,7’-dichloroddihydrofluorescyna (ang. 2°,7’-dichlorodihydrofluorescein)
H2DCF-DA — dioctan 2’,7’-dichlorodihydrofluoresceiny (ang. 2°,7-
dichlorodihydrofluorescein diacetate)

HB-EGF — czynnik wzrostu wigzacy heparyng podobny do EGF (ang. heparin-binding
EGF-like growth factor)

HDAC — deacetylaza histonéw (ang. histone deacetylase)

HDL — lipoproteina o wysokiej gestosci (ang. high-density lipoprotein)

HRP — peroksydaza chrzanowa (ang. horseradish peroxidase)
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I2PP2A — endogenny inhibitor fosfatazy biatkowej 2A (ang. inhibitor 2 of protein
phosphatase 2A)

ICH — krwotok §rodmoézgowy (ang. intracerebral hemorrhage)

IGF-1R — receptor dla insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (ang. insulin-like growth
factor 1 receptor)

IR — receptor dla insuliny (ang. insulin receptor)

JC-1—jodek 1,1°,3,3’-tetraetylo-5,5,6,6’-tetrachloroimidokarbocyjaniny

JNK - kinaza N-koncowa c-Jun (ang. c-Jun N-terminal kinase)

LIF — czynnik hamujgcy biataczke (ang. leukemia inhibitory factor)

LOAD - choroba Alzheimera 0 p6znym poczatku (ang. late onset Alzheimer’s Disease)
LPS — lipopolisacharyd

LTD — dlugotrwale ostabienie synaptyczne (ang. long-term depression)

LTP — dlugotrwale wzmocnienie synaptyczne (ang. long-term potentiation)

m.C. — masa ciala

MAPK — kinaza aktywowana mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinase)
MAPT — biatko Tau zwigzane z mikrotubulami (ang. microtubule-associated protein Tau)
MCI — fagodne zaburzenia poznawcze (ang. mild cognitive impairment)

MCP-1 — biatko chemotaktyczne monocytow (ang. monocyte chemoattractant protein-1)
Mfn1 — mitofuzyna 1 (ang. mitofusin 1)

Mfn2 — mitofuzyna 2 (ang. mitofusin 2)

mHtt — zmutowana huntingtyna

MIP — bialko zapalne makrofagdw (ang. macrophage inflammatory protein)

MMP — potencjat btony mitochondrialnej (ang. mitochondrial membrane potential)
MPP* — 1-metylo-4-fenylopirydyna

MPTP — 1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyna

mtDNA — mitochondrialne DNA

MTT - bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylo-2H-tetrazoliowy

NFT — splatki neurofibrylarne (ang. neurofibrillary tangles)

NF-kB — jadrowy czynnik transkrypcyjny kappa B (ang. nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells)

NGF — czynnik wzrostu nerwow (ang. nerve growth factor)

NK — komorki natural Killers

NL — neuroliginy

NMDA — kwas N-metylo-D-asparaginowy (ang. N-methyl-D-aspartic acid)

NMDAR - receptor N-metylo-D-asparaginowy (ang. N-methyl-D-aspartic acid receptor)
NPC — neuronalne komorki progenitorowe (ang. neural progenitor cells)

NRF-1 — jadrowy czynnik oddechowy 1 (ang. nuclear respiratory factor 1)

Nrf2 — jadrowy czynnik transkrypcyjny pochodzenia erytroidalnego typu 2 (ang. nuclear
factor erythroid 2-related factor 2)

NRXN — neureksyny (ang. neurexins)

NRXN1 — neureksyna 1 (ang. neurexin 1)

NT — neurotransmiter/neuroprzekaznik

OCR - szybkos¢ zuzycia tlenu (ang. oxygen consumption rate)

OD — gestos¢ optyczna (ang. optical density)
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OPAL - biatko 1 zaniku nerwu wzrokowego (ang. optic atrophy protein 1)

OPC - komorki prekursorowe oligodendrocytow (ang. oligodendrocyte precursor cells)
OUN - osrodkowy uktad nerwowy

p21 — inhibitor kinaz zaleznych od cyklin (ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 1)
p75NTR — receptor dla neurotrofin p75 (ang. neurotrophin receptor p75)

PBS — buforowany roztwor soli fizjologicznej (ang. phosphate buffered saline)

PDGFB — podjednostka B ptytkopochodnego czynnika wzrostu (ang. platelet-derived
growth factor subunit B)

PERK - kinaza biatkowa siateczki $§rodplazmatycznej (ang. protein Kinase regulated by
RNA-like ER kinase)

pFTY720 — ufosforylowany fingolimod

PGC-1a — koaktywator la receptora y aktywowanego przez proliferatory peroksysomow
(ang. peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator-L1o)

PGC-1p — koaktywator 1B receptora y aktywowanego przez proliferatory peroksysomow
(ang. peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator-1p)

PHB2 — prohibityna 2 (ang. prohibitin 2)

PI3K — kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (ang. phosphatidylinositol 3-kinase)

PKA — kinaza bialkowa A (ang. protein kinase A)

PLK1 - kinaza typu polo 1 (ang. polo-like kinase 1)

PMR — ptyn mézgowo-rdzeniowy

PP2A — fosfataza bialkowa 2A (ang. protein phosphatase 2A)

PPAR-y — receptor y aktywowany przez proliferatory peroksysoméw (ang. peroxisome
proliferator-activated receptor vy)

PrP° — prionowe biatko komoérkowe (ang. cellular prion protein)

PSEN1 — presenilina 1

PSEN2 — presenilina 2

real-time PCR — reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-time
polymerase chain reaction)

RFT — reaktywne formy tlenu

RIP1 — biatko 1 oddziatujace z receptorem (receptor interacting protein 1)

ROCK - kinaza zwigzana z biatkiem Rho (ang. Rho-associated protein kinase)

RP — pula rezerwowa pecherzykdéw synaptycznych (ang. reserve pool of synaptic vesicles)
RPMI — pozywka Roswell Park Memorial Institute

RRMS — ustepujaco-nawracajaca posta¢ stwardnienia rozsianego (ang. relapsing remitting
multiple sclerosis,

RRP — pula tatwo uwalnianych pecherzykéw synaptycznych (ang. readily releasable pool
of synaptic vesicles)

RT — temperatura pokojowa (ang. room temperature)

S1P — sfingozyno-1-fosforan (ang. sphingosine-1-phosphate)

S1PP1 - fosfataza sfingozyno-1-fosforanu 1 (ang. sphingosine-1-phosphate
phosphatase 1)
S1PP2 — fosfataza sfingozyno-1-fosforanu 2 (ang. sphingosine-1-phosphate
phosphatase 2)

SAD - sporadyczna posta¢ choroby Alzheimera (ang. sporadic Alzheimer’s Disease)
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SDS - dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sulphate)

SDS-PAGE - rozdziat elektroforetyczny w zelu poliakrylamidowym z dodatkiem SDS
(ang. sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis)

SEM - odchylenie standardowe $redniej (ang. standard error of mean)

SM - stwardnienie rozsiane (tac. sclerosis multiples)

SNAP-25 — biatko zwigzane z synaptosomami, 25 kDa (ang. synaptosomal-associated
protein of 25 kDa)

SNARE - rozpuszczalny receptor biatka przylaczajacego czynnik wrazliwy na N-
etylomaleimid (ang. soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein
receptor)

SOD1 - dysmutaza ponadtlenkowa 1 (ang. superoxide dismutase 1)

SOD2 - dysmutaza ponadtlenkowa 2 (ang. superoxide dismutase 2)

Sph - sfingozyna (ang. sphingosine)

SphK1 — kinaza sfingozyny 1 (ang. sphingosine kinase 1)

SphK2 — kinaza sfingozyny 2 (ang. sphingosine kinase 2)

SPL - liaza sfingozyno-1-fosforanu (ang. sphingosine-1-phosphate lyase)

SPMS — wtérnie postepujaca postaé stwardnienia rozsianego (ang. secondary progressive
multiple sclerosis)

Spns2 — biatko transporterowe sfingozyno-1-fosforanu spinster 2

SPT — palmitoilotransferaza serynowa (ang. serine palmitoyltransferase)

STX1A — syntaksyna 1a (ang. syntaxin 1a)

STZ — streptozotocyna

SV — pecherzyki synaptyczne (ang. synaptic vesicles)

SYN1 - synapsyna 1

SYP — synaptofizyna (ang. synaptophysin)

SYT1 - synaptotagmina 1

TBS-T — roztwor soli fizjologicznej buforowanej tris z dodatkiem Tween 20 (ang. tris-
buffered saline with Tween 20)

TCF-1 — czynnik transkrypcyjny dla limfocytow T (ang. T cell factor 1)

TFAM — mitochondrialny czynnik transkrypcyjny A (ang. mitochondrial transcription
factor A)

TNF-a — czynnik martwicy nowotwordéw o, (ang. tumor necrosis factor o)

TOM - translokaza btony zewngtrznej (ang. translocase of the outer membrane)

TRAF2 — czynnik 2 zwigzany z receptorem dla TNF (ang. TNF receptor-associated factor
2)

URP — odpowiedz na biatka niesfatldowane (ang. unfolded protein response)

VAMPL1 — synaptobrewina 1 (ang. vesicle associated membrane protein 1)

VAMP2 — synaptobrewina 2 (ang. vesicle associated membrane protein 2)

VEGF — czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth
factor)

WB — Western Blot
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1. Wstep

1.1 Choroba Alzheimera

1.1.1 Epidemiologia i klasyfikacja choroby Alzheimera

Choroba Alzheimera (tac. morbus Alzheimer, ChA) jest neurodegeneracyjnym
schorzeniem, charakteryzujacym si¢ postepujaca utrata pamig¢ci, ostabieniem funkcji
poznawczych takich jak: orientacja przestrzenna, przyswajanie nowych informacji,
zdolno$¢ wydawania osadoéw, rozwigzywanie probleméw, rozumienie czy funkcje
jezykowe (pisanie, czytanie, moéwienie) [McKhan iwsp., 2011]. Obserwuje si¢ takze
uposledzenie funkcji spotecznych i wyrazania emocji [Levenson i wsp., 2014]. Choroba ta
stanowi gloéwnag przyczyne otepienia (odpowiada za okoto 60%-80% przypadkow)
[Gauthier i wsp., 2022].

Szacuje si¢, ze ChA dotyka okoto 30-40 milionow ludzi na catym $wiecie [ Gauthier
i wsp., 2022]. Metaanaliza epidemiologiczna dotyczaca populacji europejskiej wykazata,
ze na ChA cierpi 5,05% ludnosci Europy, wtym 3,31% mezczyzn i7,13% Kobiet,
a zapadalnos¢ (liczba nowo zarejestrowanych przypadkéw danej choroby) wynosi 11,8 na
1000 os6b na rok ijest rowniez wyzsza U kobiet niz U mezczyzn (13,25 versus 7,02
przypadkow na 1000 osob na rok) [Niu i wsp., 2017]. Prognozy wskazuja, ze w 2050 roku
liczba chorych wyniesie 106,8 min, wtym 16,51 min w Europie [Brookmeyer i wsp.,
2007]. Wystgpowanie schorzenia silnie koreluje z wiekiem. W grupie osob powyzej 65.
roku zycia chorzy na ChA stanowia 1-5%, a odsetek ten wzrasta do 20-25% w populacji
powyzej 80. roku zycia [Brickel i wsp., 2006; Bekris i wsp., 2010].

Jednym z kryteriow klasyfikacji choroby stanowi wiek pacjenta w momencie
wystgpienia pierwszych objawow. Wystapienie objawoéw powyzej 65. roku zycia jest
charakterystyczne dla ChA o0 p6éznym poczatku (ang. late onset Alzheimer’s Disease,
LOAD), zazwyczaj zwigzanej ze sporadyczng, niedziedziczng postacig (ang. sporadic
Alzheimer’s Disease, SAD), ktora to forma stanowi ponad 90% wszystkich przypadkow.
Natomiast wystgpienie objawoéw przed 65. rokiem zycia cechuje posta¢ 0 wczesnym
poczatku (ang. early onset Alzheimer’s Disease, EOAD), czgsto zwigzang z dziedziczna,
rodzinng formg schorzenia (ang. familial Alzheimer’s Disease, FAD) [Guerreiro i wsp.,
2012; Dorszewska i wsp., 2016].
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Gloéwnym czynnikiem ryzyka w przypadku SAD jest polimorfizm w genie APOE,
kodujagcym apolipoproteing E (ApoE) — bialko transportujace lipidy, witaminy
rozpuszczalne w thuszczach oraz cholesterol do uktadu chlonnego, a nastgpnie do krwi.
APOE wystepuje W trzech wariantach: €2, €3 1e4. Udowodniono, ze u heterozygot
posiadajgcych allel €4 trzykrotnie wzrasta ryzyko zachorowania na ChA, natomiast
w przypadku homozygot prawdopodobienstwo pojawienia si¢ schorzenia wzrasta
15-krotnie w porownaniu do homozygot €3 [Ashford, 2004]. Wystepowanie allelu &4
wplywa na zmniejszong zdolnos¢ ApoE do usuwania rozpuszczalnego peptydu amyloidu
B (AB) przy jednoczesnym wzroscie odktadania si¢ nierozpuszczalnej formy ApP.
W przeciwienstwie do €4, nosicielstwo allelu €2 moze zapewnia¢ ochrong przed rozwojem
ChA [Castellano i wsp., 2011].

Wystepowanie FAD jest zwigzane z dziedzicznymi (autosomalnie dominujaco)
mutacjami w genach: APP, ktore koduje biatko prekursorowe peptydu amyloidu f (ang.
amyloid-p precursor protein, APP), oraz PSEN1 i PSEN2, kodujacych, odpowiednio,
bialka preseniling 1 12 (odpowiednio PSEN1 i PSEN2), tworzace katalityczng
podjednostke y-sekretazy [Guerreiro iwsp., 2012] — enzymu biorgcego udzial
w metabolizmie APP. Mutacje w powyzszych genach sa prawdopodobnie zwigzane ze
zwigkszong synteza APP iwzrostem uwalniania AP, cho¢ przypuszcza si¢, ze moga

réwniez wplywaé na proces usuwania i odktadania AP [Dorszewska i wsp., 2016].

1.1.2 Patomechanizm choroby Alzheimera

Zmiany neuropatologiczne lezace u podtoza ChA mogg pojawic si¢ nawet 10-20 lat
przed wystgpieniem  wspomnianych wyze] objawow  klinicznych  choroby.
Charakterystyczne w obrazie mézgu chorych na ChA s3 zewnatrzkomoérkowe phytki
starcze zbudowane ze ztogow AP oraz wewnatrzkomorkowe splatki neurofibrylarne (ang.
neurofibrillary tangles, NFT) ztozone z nadmiernie ufosforylowanego biatka Tau.
Te neuropatologiczne zmiany zaczynaja si¢ W korze $rodwechowej i w hipokampie,
stopniowo rozszerzajg si¢ na kore skroniows, ciemieniowg i finalnie obejmujg czotowa
kore asocjacyjna (ztozona z kory przedczotowej i obszarow motorycznych z wyjatkiem

pierwotnej kory ruchowej) [Jahn, 2013].

1.1.2.1 Amyloid f (Af)
Wedlug powszechnie przyjetej hipotezy kaskady amyloidowej uwaza sig, ze

czynnikiem inicjujgcym powstawanie choroby sg zaburzenia metabolizmu biatka APP,
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ktore ostatecznie prowadzg do wytwarzania AP [Selkoe, 1991; Bilousova i wsp., 2016;
Selkoe iHardy, 2016]. APP jest transblonowym biatkiem, ktore w warunkach
fizjologicznych uczestniczy w powstawaniu i regulacji funkcji synaps [Miiller i1 wsp.,
2017]. APP moze zosta¢ poddane degradacji przez jedng z dwodch sekretaz: a-sekretaze lub
B-sekretaze (ang. PB-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1, BACEL).
W wyniku aktywnosci o-sekretazy, ktora przecina APP wewnatrz sekwencji AP,
produktem koncowym jest krotki, niepatogenny peptyd p3. Natomiast gdy w komoérkach
przewaza aktywno$¢ proamyloidogennej BACEL, od APP odcinany jest N-koncowy
fragment B-APP, a pozostawiony w btonie 99-aminokwasowy C-koncowy fragment (ang.
C-terminal fragment of the amyloid precursor protein, CTFEB) poddawany jest kolejnym
przeksztalceniom przez y-sekretaze, w wyniku ktorych powstaje 39-42-aminokwasowy A
[Takahashi i1 wsp., 2017] (ryc. 1.). Sposrdd istniejacych izoform AP najwazniejsze to
AP1-40i AP1-42. Udowodniono, ze AP1-42 jest bardziej toksyczny wobec komorek i szybciej
tworzy fibryle niz AP1-40, ktory z kolei jest w stanie hamowac agregacj¢ APB142 [Qiu i wsp.,
2015]. Badania przeprowadzone na materiale (ptyn mézgowo-rdzeniowy (PMR), kora
moézgu) pochodzagcym od pacjentow z ChA wykazaty podwyzszony poziom Api42, ale
obnizony A1 40, co sugeruje, ze stosunek AP1 42/AB1 40, a nie catkowita ilos¢ AP, moze
by¢ lepszym wskaznikiem wystepowania choroby [Wiltfang i wsp., 2007; Murray i wsp.,
2012].

AP moze wystepowac w postaci rozpuszczalnych monomerow, oligomerow oraz
nierozpuszczalnych fibryli i ptytek starczych [Chen i wsp., 2017]. Pierwotnie za glownego
sprawce szkodliwych zmian w ChA uwazano zewnatrzkomoérkowe ptytki starcze
sktadajace si¢ ze zagregowanych fibryli AP [Selkoe i Hardy, 2016]. Jednak fakt, ze
zaburzenia funkcji poznawczych charakterystyczne dla ChA wystepowaty, gdy poziom
blaszek starczych byt niski, natomiast poziom oligomeréw AP byl wysoki, skierowat
uwage na te postac¢ peptydu. Od tego czasu liczne badania wykazaty, ze oligomery moga
by¢ tak samo lub nawet bardziej toksyczne niz fibrylarne formy peptydu [Nimmrich 1 wsp.,
2008; He i wsp., 2012; Ruiz i wsp., 2014] i sg obecnie powszechnie uwazane za najbardziej
patogenng form¢ AP [Cline iwsp., 2018]. Oligomery AP (APo) wykazuja wysoka
heterogenno$¢ pod wzgledem rozmiaréw, struktury i cytotoksycznosci. Wystepuja
w postaci di-, tri-, tetra-, penta-, deka- i dodekamerow [Sengupta iwsp., 2016], aich
toksyczno$¢ zdaje si¢ by¢ odwrotnie proporcjonalna do wielkosci czgsteczki [Cizas i wsp.,
2010; Sengupta i wsp., 2016, Yang i wsp., 2017], chociaz badania Ono i wsp., sugeruja
wyzszg toksycznos$¢ tri- 1 tetrameréw niz dimeréw [Ono i wsp., 2009].
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Sciezka proamyloidogenna Sciezka nieamyloidogenna
Cytoplazma
Rycina 1. Sciezka proamyloidogenna i nicamyloidogenna metabolizmu biatka

prekursorowego peptydu amyloidu 3 (APP). Zmodyfikowano wg Cole i Vassar (2007).
Objasnienia skrotow: AP — amyloid f; AICD — wewnatrzkomérkowa domena APP; a-APP —
N-koncowy fragment APP powstaly w wyniku dziatania o-sekretazy; B-APP — N-koncowy
fragment APP powstaly w wyniku dziatania B-sekretazy; C99 — 99-aminokwasowy C-koncowy
fragment APP powstaty w wyniku dziatania B-sekretazy; C83 — 83-aminokwasowy C-koncowy
fragment APP powstaty w wyniku dziatania a-sekretazy.

1.1.2.2 Api biatko Tau

Biatko Tau, biatko Tau zwigzane z mikrotubulami (ang. microtubule-associated protein
Tau, MAPT) poprzez promowanie polimeryzacji tubuliny stabilizuje mikrotubule
I Wten sposob zapewnia prawidtowg organizacje cytoszkieletu neurondéw [Giacobini
i Gold, 2013]. Aby biatko Tau moglo spetnia¢ swojg funkcje, musi ulec fosforylacji
przeprowadzanej przez liczne kinazy, m.in.: kinaze 3 syntazy glikogenu (ang. glycogen
synthase kinase-3, GSK-3), kinaz¢ cyklinozalezng 5 (ang. cyclin-dependent kinase 5,
CDKY5), kinaze aktywowang mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinase, MAPK)
czy kinaze Il zalezng od wapnia i kalmoduliny (ang. calcium—calmodulin-dependent
protein kinase IlI, CaMKII) [Martin iwsp., 2013; Chong iwsp., 2018]. Dotychczas
zidentyfikowano 85 miejsc fosforylacji biatka Tau, z ktorych 28 jest charakterystycznych
tylko dla ChA, a w przypadku 16 miejsc fosforylacja zachodzi zar6wno w ChA, jak
i w warunkach fizjologicznych. Najwig¢kszy udziat w przytgczaniu reszt fosforanowych do

czasteczki biatka Tau ma serynowo-treoninowa kinaza GSK-3 — fosforyluje biatko Tau
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w 42 miejscach, z czego az 29 ulega fosforylacji w ChA [Martin i wsp., 2013]. GSK-3
wystepuje W postaci 2 izoform: GSK-3a i GSK-3p, z ktorych izoforma B wydaje si¢
odgrywaé¢ dominujacg rolg w patologii ChA [Muyllaert i wsp., 2008; Toral-Rios i wsp.,
2020]. GSK-3p jest bialkiem efektorowym prozyciowej S$ciezki  kinazy
3-fosfatydyloinozytolu (ang. phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K) i kinazy serynowo-
treoninowej AKT/kinazy biatkowej B (ang. protein kinase, PKB). Katalizowana przez
AKT fosforylacja GSK-3p na serynie 9 powoduje zahamowanie jej aktywnosci. Podobny
efekt ma fosforylacja enzymu na serynie 389, ktora przeprowadza kinaza p38 MAPK.
Z kolei autofosforylacja na tyrozynie 216 aktywuje enzym [Stambolic i Woodgett, 1994;
Bhat iwsp., 2000; Cole iwsp., 2004; Thornton iwsp., 2008]. W warunkach
fizjologicznych przylaczanie reszt fosforanowych do biatka Tau jest réwnowazone
defosforylacjg katalizowang przez fosfatazy, glownie fosfataze biatkowa 2A (ang. protein
phosphatase 2A, PP2A). Zaburzenie tej rownowagi stanowi przyczyng powstawania
nadmiernie ufosforylowanego biatka, ktére wykazuje mniejsze powinowactwo do
mikrotubul przy jednoczesnej zwigkszonej tendencji do tworzenia NFT [Wang i wsp.,
2007].

Badania post mortem moézgow pacjentow z ChA wykazaty pozytywna korelacje
miedzy zwickszong aktywnosciag GSK-3p i hiperfosforylacjg biatka Tau [Leroy iwsp.,
2007]. Potwierdzaja to doswiadczenia na modelach in vitro (neurony powstate
z indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych pacjentéw z FAD | SAD) oraz
in vivo (myszy z nadekspresja GSK-3B w mozgu; szczurzy model SAD indukowany
dokomorowym podaniem streptozotocyny, STZ) [Lucas i wsp., 2001; Gao i wsp., 2014;
Ochalek 1wsp., 2017]. Jednocze$nie zarowno W modelach zwierzgcych ChA, jak
I U pacjentow z ChA zaobserwowano obnizong aktywno$¢ PP2A w mdzgu, a u pacjentow
réwniez zmniejszong ekspresj¢ genu kodujacego PP2A oraz poziom biatka [Gong i wsp.,
1995; Vogelsberg-Ragaglia i wsp., 2001; Sontag i wsp., 2004; Corcoran i wsp., 2010; van
Eersel iwsp., 2010; Vitek iwsp., 2012]. Badania Yao iwsp. sugeruja, ze obnizona
aktywno$¢ PP2A moze by¢ zwigzana z jej fosforylacjg oraz demetylacjg stymulowang
przez GSK-3B [Yao iwsp., 2011; 2012], z kolei Liu iwsp. wskazuja na mozliwos¢
zwigkszania przez GSK-3f ekspresji endogennego inhibitora tej fosfatazy (ang. inhibitor 2
of protein phosphatase 2A, 12PP2A) [Liu i wsp., 2008]. Liczne badania wykazaty, ze Ap
przyczynia si¢ do nadmiernego ufosforylowania biatka Tau [Takashima iwsp., 1998;
Zheng i wsp., 2002; Oliveira i wsp., 2015], co jest, m.in. spowodowane stymulowaniem
przez AP aktywnosci GSK-3B [Ma i wsp., 2006; Terwel i wsp., 2008; Jin i wsp., 2011;
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Lloret i wsp., 2011; DaRocha-Souto i wsp., 2012]. Przytgczenie si¢ ABo do receptora dla
insuliny (ang. insulin receptor, IR) powoduje defosforylacje i zmniejszenie aktywnoS$ci
kinazy AKT, co pociaga za sobg wzrost aktywnosci GSK-3f i hiperfosforylacje biatka Tau
[Townsend i wsp., 2007]. Podobny efekt wywotuje przytaczenie si¢ ABo do receptora dla
neurotrofin p75 (ang. neurotrophin receptor p75, p75NTR) [Shen i wsp., 2019]. ABo moze
zwickszac¢ fosforylacje biatka Tau przez aktywacje receptora adrenergicznego B2 (ang. 2
adrenergic receptor, 2-AR) i jego biatek efektorowych: kinazy biatkowej A (ang. protein
kinase A, PKA) i kinazy N-koncowej c-Jun (ang. c-Jun N-terminal kinase, JNK) [Wang
iwsp., 2013]. Do zwigkszonej fosforylacji biatka Tau przyczynia si¢ zaburzona
homeostaza wapniowa w komorce. Oligomery moga bezposrednio aktywowac
jonotropowy receptor N-metylo-D-asparaginowy (ang. N-methyl-D-aspartic acid receptor,
NMDAR), ktéry przewodzi Ca?* do wnetrza komoérki [Liang i wsp., 2017]. Moga takze
oddziatywa¢ z prionowym biatkiem komorkowym (ang. cellular prion protein, PrPc), ktore
aktywuje kinaz¢ tyrozynowa Fyn fosforylujaca NMDAR [Um 1iwsp., 2012]. APo
oddziatujg takze bezposrednio na btong komorkows, tworzac w niej pory, co zaburza
strukture blony izwigksza jej przepuszczalnos¢. W efekcie dochodzi do zwigkszonego
naptywu jonéw Ca?* do komorki i aktywacji kalcyneuryny, Ca?*-zaleznej fosfatazy.
Aktywowana kalcyneuryna aktywuje GSK-3B poprzez defosforylacj¢ na serynie 9, tym
samym prowadzac do zwigkszonej fosforylacji biatka Tau [Kim i wsp., 2009; Huang i Liu,
2020] (ryc. 2.).
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Rycina 2. Wplyw amyloidu  na fosforylacje biatka Tau. Zmodyfikowano wg Lloret i wsp.
(2015) oraz Huang i Liu (2020).

Objasnienia skrétow: AP — amyloid B; APo — oligomery amyloidu f; B2-AR — receptor
adrenergiczny B2; Ca®* — kationy wapnia; Fyn — kinaza tyrozynowa; IR — receptor dla insuliny;
JNK —kinaza N-koncowa c-Jun; NMDAR — receptor N-metylo-D-asparaginowy; p75N™R — receptor
dla neurotrofin p75; pAKT (Ser473) — kinaza AKT ufosforylowana na serynie 473; pGSK-3f (Ser9)
— kinaza 3f syntazy glikogenu ufosforylowana na serynie 9; PKA — kinaza biatkowa A; PrP® —
prionowe biatko komoérkowe.

1.1.2.3 Apizaburzenia przekaZnictwa synaptycznego
AP, szczegdlnie W postaci oligomerow [Ferreira i wsp., 2015], jest uznawany za

przyczyne zaburzen synaptycznych [Fu iwsp., 2014], ktore sg jednym z wczesnych

objawow neurodegeneracji W ChA [Davies iwsp., 1987] iobejmujg m.in. zmienione
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przekaznictwo synaptyczne [Guo i wsp., 2017]. Waznym etapem tego ztozonego procesu
jest uwalnianie neuroprzekaznikéw (neurotransmiterow) poprzez egzocytoze pecherzykow
synaptycznych (ang. synaptic vesicles, SV), w czym uczestnicza wysoce wyspecjalizowane
bialka. Kluczowa rolg¢ odgrywa kompleks SNARE (ang. soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor attachment protein receptor), odpowiedzialny za przemieszczenie SV
W poblize blony presynaptycznej (dokowanie), ich przygotowanie do fuzji (ang. priming),
fuzje z blong i synchronizacj¢ uwalniania neuroprzekaznikow (ryc. 3.). Tworza go
znajdujace si¢ w blonie presynaptycznej syntaksyna la (STX1A) i biatko zwigzane
z synaptosomami, 25 kDa (ang. synaptosomal-associated protein of 25 kDa, SNAP-25)
oraz znajdujace si¢ w blonie pecherzykowej synaptobrewina 1 i synaptobrewina 2 (ang.
vesicle associated membrane protein 1 and 2, VAMP1/VAMP2) [Siidhof i Rizo, 2011;
Ramakrishnan i wsp., 2012; Zimmermann i wsp., 2014].

Analiza posmiertna mézgoéw osob z ChA z 3 grup wiekowych (70-81 lat, 82-88 lat
oraz 89-103 lat) wykazata obnizony poziom biatka i mMRNA SNAP-25 w istocie szarej
gornego zakretu skroniowego we wszystkich badanych grupach wiekowych [Beeri i wsp.,
2012]. Wskazuje to, ze W przeciwienstwie do takich objawow neuropatologicznych, jak
NFT czy ptytki starcze, ktorych udziat w patomechanizmie ChA maleje wraz z wiekiem
[Haroutunian i wsp., 2008], zaburzenia funkcji synaptycznych utrzymuja si¢ na statym
poziomie niezaleznie od wieku [Beeri i wsp., 2012]. Badania innej grupy wykazaty, ze
obnizona ekspresja SNAP25 w korze srodwechowej, korze stuchowej i hipokampie osob
Z SAD nie jest zwigzana ze zmianami W metylacji promotora genu kodujacego SNAP-25
[Furuya iwsp., 2012]. Z kolei zmniejszona immunoreaktywnos¢ SNAP-25 w korze
przedczotowej, ktorej towarzyszyt spadek aktywnosci acetylotransferazy cholinowej (ang.
choline acetyltransferase, ChAT), zostala zaobserwowana jedynie w zaawansowanym
stadium ChA [Minger i wsp., 2001]. Obnizony poziom SNAP-25 zaobserwowano rowniez
W hodowli organotypowych skrawkéw hipokampa traktowanych Apzs.3s (krotki fragment
AP zachowujacy wlasciwosci cytotoksyczne peptydu peinej dtugosci) [Suh i wsp., 2008]
oraz w hipokampie potrojnie transgenicznych myszy 3xTg (z mutacjg szwedzka w genie
dla APP (APPswe) oraz mutacjami w genach dla PSEN1 i Tau) — zwierzecym modelu FAD
[Carvalho i wsp., 2015]. W przeciwienstwie do mozgu, w PMR stwierdzono podwyzszony
poziom SNAP-25 juz u 0sdb z postepujgcymi tagodnymi zaburzeniami poznawczymi (ang.
mild cognitive impairment, MCI) i we wczesnym stadium ChA [Brinkmalm i wsp., 2014;
Zhang i wsp., 2018; Kivisdkk i wsp., 2022]. Ponadto poziom SNAP-25 w PMR w MCI byt
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wyzszy U 0sOb zZ genotypem ApoE &4, ktory jest jednym z czynnikoéw ryzyka rozwoju SAD
[Wang, 2018a].

Badania wskazuja rowniez na zaburzenia dotyczace innych biatek kompleksu
SNARE. Znakowanie immunofluorescencyjne fragmentow hipokampa pochodzacych od
0s0b ze zdiagnozowang ChA wykazato obnizony poziom kilku biatek presynaptycznych,
W tym STX1A oraz VAMP2. Wspomniane zmiany ograniczaty si¢ jedynie do zewnetrzne;j
warstwy molekularnej (drobinowej) zakrgtu zebatego i nie zaobserwowano zaleznosSci
miedzy stopniem obcigzenia amyloidem ani dystroficznymi neuronami, wskazujacymi na
nadmierng fosforylacje biatka Tau [Haytural iwsp., 2021]. Dane kliniczne sg zgodne
z wynikami otrzymanymi w badaniach na modelu zwierzecym. Obnizonemu poziomowi
STX1A i VAMP2 w korze czotowej transgenicznych myszy z podwdjng mutacja w genie
dla APP (mutacja szwedzka i mutacja londynska) towarzyszyl wzrost poziomu
monomerow, dimerow oraz oligomeréow AP wyzszego rzedu [Pham i wsp., 2010]. Badania
Yanga i wsp. sugeruja, ze silnie obnizony poziom kompleksu SNARE moze by¢ wynikiem

bezposredniej interakcji migdzy Ao 1 STX1A [Yang i wsp., 2015].
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Rycina 3. Cykl pecherzyka synaptycznego. Na czerwono zaznaczono ectapy, W ktorych
biorg udziat biatka kompleksu SNARE. Zmodyfikowano wg Stidhof (1995).
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Objasnienia skrotow: ATP — adenozynotrifosforan; Ca?* — kationy wapnia; H* — kationy wodoru;
NT — neurotransmiter/neuroprzekaznik.

Zaburzenia kompleksu bialek SNARE moga réwniez powstawaé na skutek
nieprawidlowo$ci zwigzanych z biatkami regulatorowymi takimi jak synapsyna 1 (SYN1),
synaptofizyna (ang. synaptophysin, SYP), synaptotagmina 1 (SYT1), kompleksyna 1
i kompleksyna 2 (ang. complexin 1/complexin 2, CPLX1/CPLX2) czy neureksyny (ang.
neurexins, NRXN) [Cesca i wsp., 2010; Gordon i Cousin, 2014; Trimbuch i Rosenmund,
2016; Zhou i wsp., 2017].

Synapsyna 1 (SYN1) nalezy do rodziny presynaptycznych fosfoprotein, ktore
dzigki naprzemiennej fosforylacji i defosforylacji reguluja dostepnos¢ SV do udziatu
w uwalnianiu neuroprzekaznikow. W postaci nieufosforylowanej SYNI1 wigze SV
z wldknami aktynowymi | W ten sposob utrzymuje je w tzw. puli rezerwowej (ang. reserve
pool of synaptic vesicles, RP) z dala od blony presynaptycznej. Pod wpltywem
depolaryzacji SYN1 ulega fosforylacji na serynie 9 i odtacza si¢ od powierzchni SV, co
umozliwia czesci Z nich zblizenie si¢ do btony presynaptycznej i utworzenie tzw. puli fatwo
uwalnianych pecherzykow (ang. readily releasable pool of synaptic vesicles, RRP)
gotowych do egzocytozy [Cesca i wsp., 2010]. Badania na myszach ze znokautowanym
genem dla APP wykazaly zwickszong RRP i zmniejszong RP, ktorym towarzyszyt wzrost
fosforylacji SYNI na serynie 9, co wskazuje, ze APP za posrednictwem SYN1 negatywnie
reguluje uwalnianie neuroprzekaznikow [Liu iwsp., 2019]. Inaczej niz APP, APo
powodowaty, ze poziom ufosforylowanej SYNI1 pozostawat podwyzszony roéwniez
w okresie repolaryzacji [Marsh i wsp., 2017]. Nieprawidtowosci dotyczace SYN1 w ChA
wigzg si¢ takze z zaburzeniem jej ekspresji zarowno na poziomie transkrypcyjnym, jak
i translacyjnym. Podanie Ai-42 do hipokampa myszy byto zwigzane z obnizong ekspresja
Synl w tej strukturze mozgu [Mirza iwsp., 2021]. Obnizony poziom SYN1
zaobserwowano natomiast w neuronalnych egzosomach pochodzacych z osocza pacjentow
z ChA oraz w hipokampie myszy po dokomorowym podaniu STZ (model SAD) — w tym
ostatnim przypadku obnizeniu SYNI towarzyszyly wzrost poziomu AP oraz fosforylacji
biatka Tau na serynie w pozycjach 199 i 202 [Goetzl i wsp., 2016; Ravelli i wsp., 2017].
Natomiast doswiadczenia Maesako 1wsp. wykazaty, ze SYNI1 zwigksza aktywno$¢
BACE1 i w ten sposob stymuluje wytwarzanie Ap [Maesako i wsp., 2019].

Obnizony poziom synaptofizyny (SYP), ktora reguluje dostepnos¢ VAMP2 do
reakcji fuzji SV z btong presynaptyczng [Gordon i Cousin, 2014], zostatl stwierdzony
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w neuronalnych egzosomach pochodzacych z osocza pacjentow z ChA [Goetzl iwsp.,
2016] oraz w organotypowych skrawkach hipokampa traktowanych Ap2s.3s [Suh i wsp.,
2008]. Ponadto bezposrednia interakcja AR z SYP hamowala tworzenie kompleksu
VAMP2-SYP, co powodowato nadmierng liczbe¢ dojrzalych SV i ich zwigkszong
egzocytoze [Russell i wsp., 2012].

Egzocytoza SV jest zalezna od kationéw Ca?*, ktérych stezenie monitoruje
znajdujaca si¢ na blonie pecherzykow synaptycznych synaptotagmina 1 (SYT1) [Pang
i Stidhof, 2010]. Analiza post mortem mozgoéw osob we wczesnym stadium ChA ujawnita
obnizony poziom SYT1 w korze czotowej [Reddy i wsp., 2005]. Z kolei podwyzszony
poziom SYT1 stwierdzono w PMR os6b z MCI i otepieniem zwigzanym z ChA [Ohrfelt
I wsp., 2016]. Badania wskazujg na istotng role SYT1 w powstawaniu Af. Mysie neurony
z wyciszonym genem kodujacym SYT1 odznaczaty si¢ nizszym poziomem Af1-40 I AP1-42.
Wykazano rowniez, ze SYT1 bezposrednio przytacza si¢ do APP [Gautam i wsp., 2015],
a takze do PSENI i w ten sposob zwigksza aktywno$¢ y-sekretazy [Kuzuya i wsp., 2016].

Do bialek, ktére moga wspolpracowaé z SYTI, ale rowniez funkcjonowaé
niezaleznie [Xue i wsp., 2010] nalezy rodzina niewielkich (okoto 150 aminokwasow,
15-20 kDa) biatek zwanych kompleksynami (CPLX), ktore reguluja zarowno spontaniczna
(wystepujaca przy braku depolaryzacji presynaptycznej), jak iwywotang przez Ca®
egzocytoze SV [Lin i wsp., 2013]. Sposrdd 4 istniejacych izoform najlepiej poznane sg
CPLX1 i CPLX2. CPLX1 wystepuje glownie w synapsach hamujacych (GABA-
ergicznych), natomiast CPLX2 jest charakterystyczna dla synaps pobudzajacych
(glutaminergicznych) [Salimi i wsp., 2008; Xue i wsp., 2008]. Badania wskazuja, ze CPLX
utatwiajg egzocytoze poprzez obnizenie energii aktywacji, tj. bariery energetycznej, ktorg
dojrzate SV muszg pokonac, aby przytaczy¢ si¢ do btony presynaptycznej [Schotten i wsp.,
2015]. Analiza post mortem mo6zgdéw osob z ChA wykazata obnizony poziom CPLX1
w dolnej korze skroniowej i CPLX2 w hipokampie [Tannenberg i wsp., 2006]. Co wigcej,
obnizony poziom CPLX2 byl zwigzany z wigksza atrofig korowa, natomiast wyzszy
poziom obu izoform odpowiadat mniejszemu prawdopodobienstwu demencji i polepszeniu
funkcji poznawczych [Honer i wsp., 2012]. Bardziej szczegétowe badania wskazuja, ze
wpltyw CPLX1 i CPLX2 na funkcje poznawcze w ChA zalezy od zaawansowania choroby
— zmiany w poziomie CPLX1 maja wigksze znaczenie we wczesnych etapach ChA,
natomiast zmiany w poziomie CPLX2 w zaawansowanym stadium choroby [Ramos-
Miguel i wsp., 2017].
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Neureksyny (NRXN) to grupa bialek presynaptycznych wystepujacych w postaci
2 izoform: dtugiej a i krotkiej B. Razem z postsynaptycznymi neuroliginami (NL) tworza
trans-synaptyczne kompleksy i w ten sposob odpowiadajg za powstawanie, dojrzewanie,
roznicowanie i plastyczno$¢ synaps [Reissner i wsp., 2013]. Ponadto NRXN lacza si¢
zZSYT i wten sposob mogg kontrolowa¢ uwalnianie SV [Hata i wsp, 1993]. Obnizony
poziom NRXNI1B zaobserwowano W synaptosomach pochodzacych z kory i hipokampa
transgenicznych myszy z podwdjna mutacja w genie dla APP (mutacja szwedzka i mutacja
Indiana) [Naito i wsp., 2017]. Zarowno NRXN, jak i NL sg mediatorami toksycznego
dzialania AB. Badania wykazaty, ze APo przytaczaja si¢ do réznych izoform NRXN oraz
NL, co prowadzi do wzrostu wytwarzania reaktywnych form tlenu (RFT), utraty kolcow
dendrytycznych, niszczenia synaps i w konsekwencji do zaburzen pamigci [Brito Moreira
I wsp., 2017]. Ponadto interakcja APpo z NRXN, poprzez zmniejszenie powierzchniowej
ekspresji izoformy B, hamuje ro6znicowanie presynaptyczne, w ktorym posrednicza NRXN
[Naito i wsp., 2017].

1.1.2.4 Ap i zaburzenia mitochondrialne

Nieprawidlowe funkcjonowanie mitochondriow uznaje si¢ za jeden
z najwczesniejszych objawow ChA, jednak jego znaczenie w patomechanizmie tej choroby
jest niejednoznaczne. Wedlug pierwotnej hipotezy mitochondrialnej to zaburzenia
mitochondrialne i zwigzane z nimi zmiany bioenergetyczne leza u podstaw ChA
i prowadza do zachwiania homeostazy A i jego odktadania si¢ [Swerdlow i Khan, 2004;
Swerdlow i Khan, 2009]. Natomiast wtorna hipoteza mitochondrialna, zgodna z hipoteza
kaskady amyloidowej, zaktada, ze zaburzenia mitochondrialne sg skutkiem i po$rednikiem
toksycznego dziatania AP [Swerdlow, 2018; Wang i wsp., 2020]. Liczne badania in vitro
i in vivo wskazuja na zdolno$¢ AP, w tym APo, do odktadania si¢ w mitochondriach, przede
wszystkim w wewnetrznej btonie mitochondrialnej i macierzy mitochondrialnej [Manczak
i wsp., 2006; Hansson Petersen iwsp., 2008; Calkins iwsp., 2011]. Z badan Hansson
Petersen i wsp. wynika, ze transport AB do mitochondriow odbywa si¢ przy udziale
translokazy btony zewngtrznej (ang. translocase of the outer membrane, TOM) i jest
niezalezny od potencjatu blony mitochondrialnej (ang. mitochondrial membrane potential,
MMP) [Hansson Petersen i wsp., 2008]. Toksyczne dziatanie A przejawia si¢ juz na etapie
biogenezy mitochondrialnej. Obnizony poziom koaktywatora la receptora 7y
aktywowanego przez proliferatory peroksysomow (ang. peroxisome proliferator-activated

receptor-y coactivator-la , PGC-1a), gtbwnego regulatora biogenezy, stwierdzono w korze
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transgenicznych myszy z mutacjg szwedzka w genie dla APP (myszy Tg2576), a takze
W hodowli pierwotnej szczurzych neuronéow i W komorkach ludzkiej neuroblastomy (SH-
SY5Y) inkubowanych z ABo [Porcellotti i wsp., 2015; de la Cueva i wsp., 2022]. Zaréwno
badania przeprowadzone na materiale autopsyjnym pochodzgcym od pacjentéw z ChA, jak
i na modelach ChA in vitro i in vivo wykazaty, ze AP zaburza dynamik¢ mitochondriow.
Widoczna jest obnizona ekspresja biatek fuzji mitochondrialnej takich jak mitofuzyna 1i 2
(ang. mitofusin 1/mitofusin 2, Mfn1/Mfn2) oraz biatko 1 zaniku nerwu wzrokowego (ang.
optic atrophy 1, OPAL) z jednoczesnym wzrostem ekspresji biatek odpowiedzialnych za
rozszczepienie mitochondriow, takich jak biatko rozszczepienia mitochondriow 1 (ang.
mitochondrial fission protein 1, FIS1) i biatko dynamino-podobne (ang. dynamin-related
protein 1, DRP1) [Wang i wsp., 2009; Calkins i wsp., 2011; Manczak i wsp., 2011; Chen
I wsp., 2016; Joshi i wsp., 2018]. Efektem tej nierbwnowagi jest zwickszona fragmentacja
i zmiany morfologiczne w tych organellach, ktére moga prowadzi¢ do zaburzen transportu
aksonalnego mitochondriéw do zakonczen synaptycznych i finalnie do dysfunkcji
przekaznictwa synaptycznego [Wang iwsp., 2010; Calkins iwsp., 2011; Chen iwsp,
2016].

Oprocz negatywnego wptywu na biogeneze i dynamik¢ mitochondriow
AP powoduje zaburzenia czynno$ciowe tych organelli. Liczne badania wskazujg na
wywotane przez AP dysfunkcje tancucha oddechowego (w tym obnizenie aktywnoSci
oksydazy cytochromu c) [Rhein i wsp., 2009; Calkins i wsp., 2011; Bobba i wsp., 2013;
Chiang i wsp., 2020] oraz redukcje MMP [Eckert i wsp., 2008; Dragicevic i wsp., 2010],
co prowadzi do obnizenia poziomu adenozynotrifosforanu (ang. adenosine triphosphate,
ATP) i niedoboréw energii. Zachwianiu ulega rownowaga redoks, prowadzac do wzrostu
stresu oksydacyjnego, co przejawia si¢ zwickszong produkcja RFT oraz zmianami
w ekspresji 1 aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych takich jak dysmutaza
ponadtlenkowa 1 i 2 (ang. superoxide dismutase 1/superoxide dismutase 2, SOD1/SOD?2)
czy peroksydaza glutationowa (ang. glutathione peroxidase, Gpx) [Dragicevic i wsp., 2010;
Li i wsp., 2011; Cha i wsp., 2012; Porcellotti i wsp., 2015; Fossati i wsp., 2016; Chiang
i wsp., 2020]. AB powoduje zachwianie rownowagi miedzy pro- i antyapoptotycznymi
bialkami z rodziny Bcl2: obniza poziom antyapoptotycznych biatek Bcl-w i Bcl2,
a zwigksza poziom proapoptotycznych biatek BAX i Bim [Yao i wsp., 2005; Cha i wsp.,
2012; Kudo iwsp., 2012; Chiang i wsp., 2020]. Za posrednictwem proapoptotycznego
biatka BAK AB powoduje uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriéw [Kim i wsp., 2014a],
co aktywuje kaspaze 9 i kaspaze 3, prowadzac do apoptozy neuronéw [Cha i wsp., 2012;
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Fossati i wsp., 2016; Wang i wsp., 2017a; Chiang i wsp., 2020] (ryc. 4.). Wywotana przez
AP apoptoza zwigzana jest Z hamowaniem prozyciowej $ciezki PI3K/AKT, natomiast jej
aktywacja (zwigzana z zahamowaniem aktywnos$ci GSK-3[3) prowadzi do zahamowania
kaspazy 3, obnizenia poziomu BAX i wzrostu poziomu Bcl2 [Lou iwsp., 2011; Zhang
i wsp., 2015]. Aktywacja $ciezki PI3K/AKT/GSK-3p prowadzi takze do obnizenia
wytwarzania RFT [Park i wsp., 2021], zmniejszenia fosforylacji biatka Tau [Yao i wsp.,
2019a] i zwickszenia neurogenezy w hipokampie [Zheng iwsp., 2017].
Zaobserwowano rowniez aktywacj¢ jadrowego czynnika transkrypcyjnego pochodzenia
erytroidalnego typu 2 (ang. nuclear factor erythroid 2-related factor 2, Nrf2), ktory chroni
neurony przed uszkodzeniami oksydacyjnymi i metabolicznymi wywotanymi przez ABo
[Sotolongo iwsp., 2020]. Obnizenie wywolanych przez AP wysokiej $miertelnosci
neurondéw 1 zwigkszonego wytwarzania wolnych rodnikéw zostato osiagnigte rowniez

poprzez bezposrednie hamowanie GSK-3f [Koh i wsp., 2008].
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Rycina 4. Wptyw AP na funkcjonowanie mitochondriow. Schemat autorski.
Objasnienia skrotow: ATP — adenozynotrifosforan; MMP — potencjat btony mitochondrialnej; RFT
— reaktywne formy tlenu.

1.1.2.5 Apineurozapalenie
Obok zaburzen mitochondrialnych cecha towarzyszaca ChA jest neurozapalenie,
czyli proces zapalny odbywajacy si¢ W obrgbie osrodkowego uktadu nerwowego (OUN),

w ktorym uczestniczg komorki glejowe, przede wszystkim mikroglej [Leng i Edison,
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2021]. W stanie fizjologicznym mikroglej kontroluje biezacg aktywno$¢ synaptyczna,
posredniczy W usuwaniu zbednych potgczen synaptycznych (ang. synaptic pruning), usuwa
szczatki komorkowe i zapewnia wsparcie troficzne neuronom [Onyango i wsp., 2021].
W odpowiedzi na stany patologiczne w OUN, mikroglej zostaje aktywowany w celu
wytworzenia czynnikdw prozapalnych (fenotyp M1) lub czynnikow przeciwzapalnych
(fenotyp M2). Analiza materialu autopsyjnego od pacjentow z ChA jak i badania
z zastosowaniem neuroobrazowania in vivo wykazaty, ze aktywowany mikroglej otacza
zarowno blaszki amyloidowe, jak ineurony zawierajace NFT [Mattiace iwsp., 1990;
Serrano-Pozo i wsp., 2011; Dani i wsp., 2018], jednak aktywacje mikrogleju moze rowniez
wywotywacé AP w postaci fibryli i oligomerow [Jana i wsp., 2008; Sondag i wsp., 2009].
Po pojawieniu si¢ blaszek amyloidowych w mozgu, mikroglej jest rekrutowany do udziatu
w ich usuwaniu na drodze fagocytozy. Jednoczesnie aktywowany mikroglej w celu
neutralizacji i eliminacji toksycznych czasteczek uwalnia cytokiny prozapalne, takie jak
interleukina 1B (IL-1p), interleukina 6 (IL-6), interleukina 18 (I1L-18) czy czynnik martwicy
nowotworow o (ang. tumor necrosis factor, TNF-a), chemokiny: biatko chemotaktyczne
monocytow (ang. monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1) i biatko zapalne
makrofagéw (ang. macrophage inflammatory protein, MIP), a takze RFT, prostaglandyny,
tlenek azotu i biatka uktadu dopeiniacza [Bronzuoli iwsp., 2016]. Cho¢ poczatkowo
aktywacja mikrogleju ma pozytywne znaczenie, to jego przedtuzona aktywnos$¢ wraz ze
statym wytwarzaniem mediatorOw stanu zapalnego prowadzi, paradoksalnie, do
zmniejszonej skuteczno$ci W usuwaniu AP, a w konsekwencji do jego akumulacji [Kinney
i wsp., 2018], czemu towarzyszy zmniejszenie plastycznosci synaptycznej i zywotnosci

neuronow [ Yates i wsp., 2000; Kim i wsp., 2014b] (ryc. 5).
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Rycina 5. Nastepstwa aktywacji mikrogleju pod wptywem AP. Zmodyfikowano wg
Heneka i wsp. (2015).

24



Wstep

1.2 Bioaktywne sfingolipidy

W ostatnich latach poszukiwania wyjasnien dotyczacych patomechanizmu ChA
skierowaty uwage naukowcow na sfingolipidy — rodzing btonowych lipidéow bedacych
pochodng 18-weglowego nienasyconego aminoalkoholu sfingozyny (ang. sphingosine,
Sph). Ze wzgledu na réznice W budowie poszczegdlnych przedstawicieli wyrdézniamy trzy
duze grupy sfingolipidow: ceramidy, fosfosfingolipidy (w tym najcze$ciej wystepujaca
w btonach komérkowych sfingomieling) oraz glikosfingolipidy, ktore z kolei dzielimy na
cerebrozydy i gangliozydy [Quinville i wsp., 2021]. Sfingolipidy sa waznymi elementami
strukturalnymi bton komorkowych. Razem z cholesterolem tworza w btonie komorkowe;j
tzw. tratwy lipidowe — heterogeniczne i dynamiczne nanodomeny btonowe (zdolne do
taczenia si¢ w mikrodomeny) o uporzadkowanej strukturze, odgrywajace wazng rolg
w regulacji aktywnosci zwigzanych z nimi biatek, a przez to regulujace wazne funkcje
komorkowe [Sezgin iwsp., 2017]. Oprocz istotnej roli w budowie bton komorek
eukariotycznych, niektore z nich, tj. ceramid, ceramido-1-fosforan (ang. ceramide-1-
phosphate, C1P) i sfingozyno-1-fosforan (ang. sphingosine-1-phosphate, S1P) sa takze
waznymi czasteczkami sygnatowymi 0 przeciwstawnym wptywie na los komorek.

Ceramid, centralny element metabolizmu sfingolipidow (jest substratem dla
syntezy innych sfingolipidéw) (ryc. 6.), sprzyja starzeniu si¢ komorek, zatrzymaniu cyklu
komorkowego i apoptozie komorek, w tym neuronéw [Hannun i Obeid, 2008]. Ceramid
moze inicjowac apoptoze¢ poprzez bezposrednie generowanie RFT, powodujacych
uszkodzenia oksydacyjne [Czubowicz i Strosznajder, 2014]. Inny mechanizm $mierci
zaktada hamowanie przez ceramid szlaku PI3K/AKT, z nastepcza aktywacja GSK-3
[Arboleda i wsp., 2010, Czubowicz i Strosznajder, 2014] oraz szlaku MAPK/ERK (ang.
extracellular signal-regulated kinase) z nastgpcza aktywacja kinazy JNK [Arboleda i wsp.,
2010]. W postaci ufosforylowanej (przy udziale kinazy ceramidu) jako C1P, hamuje
apoptozg, promuje przezywalnos$c¢ i proliferacj¢ komoérek [Gangoiti i wsp., 2008; Gangoiti
I wsp., 2012], natomiast poprzez stymulacj¢ cytozolowej fosfolipazy A2 (ang. cytosolic
phospholipase A2, cPLA2) zwigksza poziom prozapalnych eikozanoidéw [Presa i wsp.,

2020]. Podobnie jak C1P, wyraznym dziataniem prozyciowym charakteryzuje si¢ S1P.
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Rycina 6. Ceramid jako centralny element metabolizmu sfingolipidow. Schemat autorski.
Objasnienia skrotow: C1P — ceramido-1-fosforan; C1PP — fosfataza ceramido-1-fosforanu; Sph —
sfingozyna.

1.2.1 Metabolizm sfingozyno-1-fosforanu (S1P)

S1P jest fosforanowg pochodng Sph, ktéra z kolei powstaje w wyniku deacetylacji
ceramidu przez kwasng ceramidazg. Za fosforylacje Sph do S1P odpowiadaja dwie
izoformy kinazy sfingozyny (ang. sphingosine kinase, SphK): SphK1 i SphK2 [Moruno
Manchon i wsp., 2015]. Pomimo duzego podobienstwa sekwencji aminokwasow, te dwie
izoformy sa kodowane przez 2 rézne geny, wykazuja odmienng specyficzno$¢ substratowa,
r6zng ekspresje W tkankach, inng lokalizacje subkomorkowsg oraz wptyw na losy komorki.
SphK1 najliczniej wystepuje W ptucach, sledzionie, limfocytach oraz grasicy i nerkach
[Melendez iwsp., 2000], natomiast SphK2 najwyzsza ekspresje wykazuje w nerkach
i watrobie [Liu i wsp., 2000a]. Obie izoformy wystepuja W mozgu ludzkim i mysim [Liu
i wsp., 2000a; Melendez iwsp., 2000], natomiast sprzeczne wyniki dotychczas
prowadzonych badan nie pozwalaja stwierdzi¢, ktora z nich jest formg dominujacg [Fukuda
i wsp., 2003; Blondeau i wsp., 2007]. Podczas gdy SphK1 znajduje si¢ W cytozolu komorek
eukariotycznych i jest aktywowana po translokacji do blony komoérkowej, SphK2
zlokalizowana jest w organellach komoérkowych, takich jak jadro komorkowe, siateczka

$rodplazmatyczna (ang. endoplasmic reticulum, ER) i mitochondria [Ghasemi i wsp.,
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2016; Diaz Escarcega iwsp., 2021]. SphK1 pobudza proliferacje komoérek i hamuje
apoptoze [Olivera i wsp., 2003], natomiast zwickszona ekspresja SphK2 prowadzi do
zahamowania cyklu komorkowego i apoptozy [lgarashi i wsp., 2003; Liu i wsp., 2003;
Maceyka i wsp., 2005]. Proces degradacji S1P warunkowany jest dziataniem 2 rodzajow
enzyméw zlokalizowanych w ER. Fosfatazy sfingozyno-1-fosforanu 1 12 (ang.
sphingosine-1-phosphate phosphatase 1 and 2, S1PP1/S1PP2) katalizujag odwracalng
reakcje defosforylacji S1IP do Sph. Natomiast zalezna od fosforanu pirydoksalu liaza
sfingozyno-1-fosforanu (ang. sphingosine-1-phosphate lyase, SPL) posredniczy
w nieodwracalnym rozktadzie S1P do fosfoetanolaminy i heksadecenalu, w ten sposob
zmniejszajac dostepng pule SIP w komorce [Ikeda iwsp., 2004; Di Pardo i Maglione,
2018a] (ryc. 7.).

/2

Heksadecenal

Sfingozyno-1- .

——
s1pPP1/
51PP2

sfingozyna (Sph} fosforan (S1P)

/2

Fosfoetanolamina

S

Rycina 7. Metabolizm sfingozyno-1-fosforanu. Schemat autorski.

Objasnienia skrotow: S1P — sfingozyno-1-fosforan; S1PP1 — fosfataza sfingozyno-1-fosforanu 1;
S1PP2 — fosfataza sfingozyno-1-fosforanu 2; Sph — sfingozyna; SphK1 — kinaza sfingozyny 1,
SphK2 — kinaza sfingozyny 2; SPL — liaza sfingozyno-1-fosforanu.

Cecha wyrdzniajacg S1P wsrod pozostatych sfingolipidow jest to, ze wykazuje
dwutorowe dzialanie: wewnatrzkomérkowo jako przekaznik drugiego rzgdu oraz

zewnatrzkomorkowo poprzez specyficzne dla siebie receptory [Strub i wsp., 2010].

1.2.2 Wewnatrzkomorkowe dzialanie S1P
Wewnatrzkomorkowa pula SIP jest syntetyzowana gltownie przez SphK2.
Dotychczasowe badania wykazaty, ze jako przekaznik drugiego rzedu S1P uczestniczy

W wielu waznych procesach komérkowych.
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S1P syntetyzowany przez jadrowg SphK2 (ta zwigzana jest z histonem 3)
specyficznie taczy sie z deacetylazami histonow 1 i 2 (ang. histone deacetylase 1 and 2,
HDAC1/HDAC?2), zapobiegajac W ten sposob usunigciu grup acetylowych z reszt
lizynowych histonow. Skutkuje to zwigkszong transkrypcja genéw kodujacych inhibitor
kinaz zaleznych od cyklin (ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 1, p21) oraz czynnik
transkrypcyjny c-fos [Hait i wsp., 2009].

Z kolei S1P wytwarzany przez mitochondrialng SphK2 przylacza si¢ z wysokim
powinowactwem i specyficznoscia do prohibityny 2 (ang. prohibitin 2, PHB2) [Strub
i wsp., 2011]. PHB2 jest wysoce konserwatywnym biatkiem zlokalizowanym przede
wszystkim w wewngtrznej btonie mitochondrialnej, ktore odpowiada, m.in. za utrzymanie
prawidlowej struktury tych organelli oraz biogeneze kompleksoéw tancucha transportu
elektronéw [Merkwirth i Langer, 2009]. Homozygotyczna delecja SphK2 (sphk2”)
umyszy prowadzita do zmniejszenia interakcji pomiedzy PHB2 i podjednostkami
kompleksu IV tancucha oddechowego (oksydaza cytochromu c¢) z nastgpczym zaburzeniem
fosforylacji oksydacyjnej w mitochondriach [Strub i wsp., 2011], co wskazuje na istotng
role S1P w prawidtowym funkcjonowaniu mitochondriow.

Wewnatrzkomorkowy S1P, powstaty w wyniku dziatania SphK1, bierze udziat
w zaleznej od TNF-a aktywacji jadrowego czynnika transkrypcyjnego kappa B (ang.
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NF-xB), wczym
posredniczy czynnik 2 zwigzany z receptorem dla TNF (ang. TNF receptor-associated
factor 2, TRAF2). TRAF2 taczy si¢ z Sphk1, powodujac jej aktywacje. To z kolei prowadzi
do wzrostu wytwarzania S1P, ktéry przylacza si¢ do domeny RING na N-koncu biatka
TRAF2 i stymuluje jego aktywnos$¢ jako ligazy ubikwitynowej. Aktywowany TRAF2
katalizuje ubikwitynacje biatka 1 oddziatujgcego z receptorem (receptor interacting protein
1, RIP1). W ten sposob prowadzi do aktywacji kinazy IkB z nast¢pcza fosforylacja
(degradacja) IxBa, biatka hamujacego NF-xB, co ostatecznie umozliwia translokacje
NF-xB z cytoplazmy do jadra komorkowego [Alvarez i wsp., 2010].

Innym biatkiem efektorowym dla S1P jest receptor y aktywowany przez
proliferatory peroksysomow (ang. peroxisome proliferator-activated receptor y, PPAR-y),
czynnik transkrypcyjny zaangazowany W regulowanie metabolizmu lipidéw | homeostazy
glukozowej. S1P wigze si¢ z PPAR-y poprzez histydyne 323 w jego domenie wigzacej
ligand, co pobudza tworzenie kompleksu PPAR-y z koaktywatorem 1 receptora vy

aktywowanego przez proliferatory peroksysomow (ang. peroxisome proliferator-activated
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receptor-y coactivator-1p, PGC-1f) w komorkach $rodblonka naczyniowego,
a to sprzyja tworzeniu nowych naczyn krwiono$nych [Parham i wsp., 2015].

Autofagia jest wewnatrzkomérkowym procesem, ktory polega na degradacji
zbednych, uszkodzonych lub starzejacych si¢ biatek iorganelli komérkowych w celu
zachowania homeostazy komoérkowej. W komoérkach z wyciszonym genem kodujacym
S1PP1 wzrost wewnatrzkomoérkowego poziomu S1P prowadzit do pobudzenia autofagii,
ktora wywotywata stres ER z nastgpczym uruchomieniem mechanizmu tzw. odpowiedzi
na biatka niesfaldowane (ang. unfolded protein response, URP), ktérego rolg jest
zmniejszenie stresu i przywrocenie homeostazy biatek (proteostazy). Autofagia wywotana
przez S1P byla niezalezna od biatka supresorowego nowotworéw p53. Co wiecej,
W odréznieniu od autofagii wywotanej przez ceramid, nie prowadzila do apoptozy
komorek, co bylo zwigzane z zaleznym od kinazy biatkowe;j siateczki §rodplazmatycznej
(ang. protein kinase regulated by RNA-like ER kinase, PERK) wzrostem ufosforylowania

(aktywacja) prozyciowej kinazy AKT [Lépine i wsp., 2011].

1.2.3 Zewngtrzkomérkowe dzialanie S1P. Receptory dla S1P

Wytwarzanie zewnatrzkomorkowej puli S1P jest zadaniem SphK1 i ma miejsce
gtéwnie W erytrocytach, komorkach $rodbtonka naczyn i ptytkach krwi. Te ostatnie ze
wzgledu na brak ekspresji SPL pelnig funkcje magazynu dla S1P, natomiast erytrocyty
I komorki $rodbtonka sg ukierunkowane na uwalnianie S1P poza komorke [Yatomi, 2008].
S1P jest transportowany na zewnatrz komorki za posrednictwem transporteréw takich jak
spinster 2 (Spns2) oraz biatka transportowe posiadajace kasete wigzaca ATP/transportery
ABC (ang. ATP-binding cassette transporters, ABC transporters) [Takabe i Spiegel, 2014].
Po opuszczeniu komorki S1P wigze si¢ z apolipoproteing M (ApoM) (~65%), elementem
lipoproteiny 0 wysokiej gestosci (ang. high-density lipoprotein, HDL) lub w mniejszym
stopniu z osoczowg albuming (~35%), a jedynie niewielka ilo§¢ S1P krazy w postaci
wolnej (niezwigzanej) (ryc. 8.). Zewnagtrzkomorkowo SI1P wykazuje aktywno$é
autokrynng lub parakrynng poprzez specyficzne dla siebie btonowe receptory zwigzane
z biatkami G (ang. G protein-coupled receptors, GPCR). Dotychczas zidentyfikowano
5 takich receptorow (S1PR1-5), z ktorych kazdy jest powiazany z okreslonym typem biatka

G, co determinuje funkcj¢ receptora.
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Rycina 8. Synteza i uwalnianie S1P poza komorke. Zmodyfikowano wg Blaho i Hla
(2014).

Objasnienia skrotow: ABC — biatka transportowe posiadajace kasete wiazacag ATP; ApoM —
apolipoproteina M; S1P — sfingozyno-1-fosforan; SphK1 — kinaza sfingozyny 1; SPL — liaza
sfingozyno-1-fosforanu; Spns2 — biatko transporterowe sfingozyno-1-fosforanu spinster 2.

S1PR1, taczacy si¢ wylacznie z podjednostka Gai, wystepuje W wigkszo$ci tkanek
organizmu, a szczeg6lnie wysoka ekspresje wykazuje W mozgu, plucach, Sledzionie,
uktadzie sercowo-naczyniowym i nerkach. Pierwotnie zostat zidentyfikowany jako sierocy
GPCR zaangazowany W rdoznicowanie komorek s$rodbtonka (ang. endothelial
differentiation G-protein coupled receptor-1, EDG-1) [Hla i Maciag, 1990]. S1PR1
odgrywa znaczaca role w angiogenezie. Delecja s1pl” powodowata zahamowanie migracji
komorek migéni gladkich i perycytow oraz niepetne dojrzewania naczyn krwionosnych, co
prowadzito do $miertelnych dla mysich zarodkéw krwotokéw [Liu iwsp., 2000b].
Zaburzenia w budowie naczyn krwiono$nych spowodowane brakiem S1PR1 wywotuja

hipoksje, ktéra prowadzi do zwigkszonej ekspresji czynnika wzrostu $rodbtonka
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naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor, VEGF) i hiperwaskularyzacji, co
zaburza morfogeneze konczyn [Chae iwsp.,, 2004]. S1PR1 znajdujacy sie
w mikrodomenach bogatych w kaweoling (ang. caveolin-enriched microdomain, CEM)
odpowiada réwniez za utrzymanie integralnosci bariery $rodblonkowej. Dzieje si¢ to
poprzez aktywacj¢ kinazy AKT z nastgpcza aktywacja biatka Rac, co prowadzi do
reorganizacji cytoszkieletu aktynowego i wzmocnienia bariery naczyniowej [Singleton
i wsp., 2006; Singleton iwsp., 2009]. SI1PR1 jest zaangazowany W recyrkulacje
limfocytow. Obecno$¢ S1PR1 na powierzchni limfocytow T 1 B umozliwia ich wyjscie
z weztéw chtonnych, a obnizenie ekspresji tego receptora skutkuje limfopenia [Matloubian
i wsp., 2004].

S1PR2 (EDG-5) rowniez charakteryzuje si¢ ekspresja W wigkszosci tkanek
organizmu (wysoka ekspresja w OUN, uktadzie odpornosciowym i Sercowo-
naczyniowym). Jest sprzezony z biatkami Gai, Gog, oraz G12/13 [Fan i wsp., 2021].
U myszy z homozygotyczna delecja SIPR2 (s1p27") zaobserwowano wzrost pobudliwosci
neuronow piramidowych kory nowej, jak réwniez sporadyczne napady padaczkowe
pomiedzy 3 17 tygodniem zycia [MacLennan iwsp., 2001, Akahoshi iwsp., 2011].
Dodatkowo myszy s1p2’- sa ghiche oraz wystepuja U nich zaburzenia systemu
przedsionkowego, co wskazuje, ze S1PR2 jest niezbedny do prawidlowego rozwoju
narzadu stuchu i rownowagi [MacLennan i wsp., 2006; Kono i wsp., 2007]. Jednoczesna
delecja S1IPR1 i S1IPR2 powoduje powazniejsze defekty w budowie naczyn krwiono$nych
I wyzsza $miertelno$¢ embriondw myszy w poréwnaniu do myszy z delecjg tylko SIPR1
[Kono i wsp., 2004]. W przeciwienstwie do SIPR1 i SIPR3, ktorych aktywacja pobudza
migracje komorek, aktywacja SIPR2 powoduje zahamowanie migracji komorek, co jest
zwigzane z aktywacja biatka Rho i serynowo-treoninowej kinazy ROCK (ang. Rho-
associated protein kinase) [Lepley i wsp., 2005]. Aktywacja S1IPR2 z nastepczg aktywacja
szlaku Rho/ROCK wiaze si¢ ze zwigkszong przepuszczalnoscia naczyn [Sanchez i wsp.,
2007]. S1IPR2 odgrywa takze istotng role W biogenezie mitochondriéw. S1P poprzez
S1PR2 aktywuje $ciezke PKA/CREB, co prowadzi do zwigkszenia poziomu PGC-1a i jego
biatek efektorowych: jadrowego czynnika oddechowego 1 (ang. nuclear respiratory factor
1, NRF-1) oraz mitochondrialnego czynnika transkrypcyjnego A (ang. mitochondrial
transcription factor A, TFAM) [Shen i wsp., 2014]. Wykazano réwniez, ze S1PR2 jest
niezbedny do prawidtowej degranulacji komorek tucznych, co ma istotne znaczenie
w reakcjach alergicznych [Jolly i wsp., 2004].

31



Wstep

S1PR3 (EDG-3), podobnie jak S1PR2, sprzezony jest z Gai, Gaq, oraz G12/13
I wystepuje W wiekszo$ci tkanek (wysoka ekspresja W uktadzie sercowo-naczyniowym,
plucach, nerkach, jelitach, §ledzionie i tkance chrzgstnej). W OUN wykazuje wysoka
ekspresje przede wszystkim w astrocytach i neuronach, chociaz istniejg doniesienia, ze jest
obecny rowniez W mikrogleju [Noda i wsp., 2013; Blaho i Hla, 2014; Dusaban i wsp.,
2017]. Myszy z delecjg S1PR3 pozostajg zywotne i nie wykazujg nieprawidtowosci
rozwojowych [Ishii i wsp., 2001]. Jednoczesny brak S1PR2 i S1IPR3 skutkuje nieznacznie
zwickszong $miertelnoscig okotoporodowa i zmniejszong liczebnoscig miotu [Ishii 1 wsp.,
2002], natomiast brak receptorow SI1PR1-3 prowadzi do masowej $mierci mysich
embriondéw z powodu licznych nieprawidtowosci naczyniowych. Efekt ten jest silniejszy
niz w przypadku wystepowania pojedynczej delecji s1p1” oraz podwdéjnej delecji s1pl”
s1p2” [Kono iwsp., 2004]. SIPR3 wystepujacy W miocytach i okotonaczyniowych
komorkach miegsni gladkich odgrywa znaczaca role w regulacji rytmu serca — jego
aktywacja prowadzi do bradykardii i podwyzszenia cisnienia tetniczego u myszy [Forrest
I wsp., 2004].

W odréznieniu od wezesniej omoéwionych receptorow, ekspresja SIPR4 i SIPR5
ogranicza si¢ do okreslonych typéw komorek. Oba receptory sa sprzezone z biatkami Gai
oraz G12/13.

S1PR4 (EDG-6) wystepuje gldwnie w narzadach limfatycznych i krwiotworczych,
wlaczajac W to grasice, Sledzione, szpik kostny, wyrostek robaczkowy i obwodowe
leukocyty. Jego powinowactwo do SIP jest okoto 150 razy mniejsze niz pozostatych
receptorow. Zwierzeta S1p4” charakteryzuja si¢ prawidlowa liczba limfocytow
obwodowych i nie wykazujg zaburzen w budowie narzagdow limfatycznych. Brak S1PR4
jedynie nieznacznie wplywa na funkcje limfocytow T in vivo, natomiast wyraznie zaburza
migracje komorek dendrytycznych i wydzielanie cytokin oraz rdéznicowanie si¢
subpopulacji limfocytow Th17 [Schulze iwsp., 2011]. Stymulacja receptora S1PR4
hamuje 5-lipooksygenaze |tym samym wytwarzanie prozapalnych leukotrienow oraz
zmniejsza migracje makrofagow i neutrofili w ptucach w odpowiedzi na lipopolisacharyd
(LPS) [Fettel i wsp., 2018]. Pobudzenie S1PR4 aktywuje kinazy ERK1/2 i fosfolipazg C
oraz moduluje otwieranie wewnatrzkomérkowych magazynow wapnia [Van Brocklyn
i wsp., 2000; Yamazaki i wsp., 2000]. Najnowsze badania Hansen i wsp. wskazuja na
istotng role S1IPR4 wystepujacego W srodbtonku mikronaczyn mézgowych w utrzymaniu

integralnosci bariery krew-mozg [Hansen i wsp., 2022].
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S1PR5 (EDG-8) wykazuje najwyzsza ekspresje W oligodendrocytach [Terai, 2003]
oraz w komorkach NK (ang. natural Killers) [Walzer iwsp., 2007]. U myszy
z homozygotyczng delecja SIPRS (s1p57) nie zaobserwowano zaburzen mielinizacji
[Jaillard 1wsp., 2005] ani innych zaburzen rozwojowych. Odnotowano natomiast
zmniejszong liczbe komorek NK we krwi, $ledzionie i ptucach, a zwiekszong w szpiku
kostnym i weztach chtonnych [Walzer i wsp, 2007], co wskazuje na istotng rolg S1IPR5
w recyrkulacji tej subpopulacji limfocytow [Jenne iwsp., 2009; Mayol i wsp., 2011].
Fibroblasty pochodzace od tych zwierzat charakteryzowaty si¢ zwigkszong proliferacja
oraz odpornoscig na starzenie komorkowe [Talmont i wsp., 2022]. Efekt aktywacji SIPR5
na powierzchni oligodendrocytow jest zalezny od stadium zréznicowania komorek.
Aktywacja S1PR5 na powierzchni komorek prekursorowych oligodendrocytow (ang.
oligodendrocyte precursor cells, OPC) hamuje migracje tych komérek [Novgorodov i wsp.,
2007]. Stymulacja S1PR5 =znajdujacych si¢ na preoligodendrocytach prowadzi do
fosforylacji biatka-2 posredniczacego W odpowiedzi na kolapsyne (ang. collapsin response-
mediated protein, CRMP2) przez kinaz¢ Rho i cofnigcia procesu dojrzewania komorek.
Natomiast aktywacja S1IPR5 wystepujacych na dojrzatych oligodendrocytach prowadzi do
wzrostu zywotnosci komorek, co jest zwigzane z aktywacja kinazy AKT poprzez Gai
[Jaillard i wsp., 2005]. Wystepujacy W komorkach srodbtonka naczyn wtosowatych istoty
bialej SIPR5 ma istotne znaczenie w utrzymaniu integralno$ci bariery krew-mozg oraz
w regulacji stanu zapalnego. Delecja SIPR5 w komorkach $rodbtonka wigzata sie ze
zwiekszong migracja przezsrodbtonkowa monocytéw i zwigkszong syntezg prozapalnych
cytokin i chemokin oraz biatek adhezyjnych dla leukocytow [van Doorn i wsp., 2012].
Dodatkowo S1PRS poprzez aktywacj¢ kinazy AKT oraz kinazy typu polo 1 (ang. polo-like
kinase 1, PLK1) stymuluje podziaty mitotyczne [Andrieu i wsp., 2017].

1.2.4 Rola S1P w ukladzie nerwowym

S1P odgrywa istotng role w rozwoju i funkcjonowaniu uktadu nerwowego zaréwno
jako przekaznik drugiego rze¢du, jak | zewnatrzkomdrkowo poprzez receptory. Pobudzenie
SphK przez czynnik wzrostu nerwoéw (ang. nerve growth factor, NGF) i wzrost poziomu
S1P zwigkszaty przezywalno$¢ neuronalnych komorek PC12 (szczurza linia komorek guza
chromochtonnego nadnerczy) [Edsall iwsp., 1997]. Wewnatrzkomorkowy S1P
posredniczy rowniez W wywotane] przez NGF zwigkszonej pobudliwo$ci neurondow

czuciowych [Zhang i wsp., 2006]. Brak S1P spowodowany homozygotyczng podwojna
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delecjg obu izoform SphK powodowat zaburzenia wzrostu i przezywalnosci neuronalnych
komorek progenitorowych (ang. neural progenitor cells, NPC) i neuronéw W rozwijajacych
sic  zwojach czuciowych [Meng iwsp., 2011]. Z kolei u myszy SphK1”
SphK27- niezdolnych do wytwarzania S1P zaobserwowano niecatkowite zamknigcie cewy
nerwowej [Mizugishi iwsp., 2005]. Dziatanie receptorowe S1P mozliwe jest dzieki
wystepowaniu SIPR w komorkach OUN. W NPC stwierdzono wyst¢powanie wszystkich
receptoréw dla S1P, przy czym najwigkszg ekspresjc mRNA odnotowano dla S1PR1
I SIPR2 [Kimura iwsp., 2008; Blanc i wsp., 2015]. W neuronach najwyzsza ekspresje
wykazuja S1PR1 i S1PR3, w mikrogleju S1PR1, w astrocytach S1PRS3,
a w oligodendrocytach S1PRS5 (w odréznieniu od OPC, gdzie dominujagcym receptorem
jest SIPR1) [Chun i Hartung, 2010; Blaho i Hla, 2014; Dusaban i wsp., 2017; Roggeri
i wsp., 2020]. Badania przeprowadzone na mysich zarodkach wykazaty, ze S1PR1-3
poprzedzaja pojawianie si¢ SIPR4 iS1PR5 w rozwijajacym si¢ ukladzie nerwowym
[Meng i Lee, 2009]. Poprzez receptory S1P stymuluje proliferacj¢ i zmiany morfologiczne
w NPC [Harada iwsp., 2004]. W odpowiedzi na NGF pobudzenie S1PR1 w sposob
zalezny od SphK1 promowato wydluzenie neurytow w neuronach zwojowych korzeni
grzbietowych [Toman i wsp., 2004]. Aktywacja SIPR1 wzmagata rOwniez neurogeneze
w hipokampie w szczurzym modelu urazowego uszkodzenia moézgu [Ye iwsp., 2016]
I stymulowata migracje NPC do uszkodzonych czgsci OUN w szczurzym modelu urazu
rdzenia kregowego [Kimura i wsp., 2007]. Z kolei stymulacja SIPR2 hamowata migracje
NPC do miejsc dotknigtych uszkodzeniem w mysim modelu udaru niedokrwiennego
[Kimura iwsp., 2008]. Badania przeprowadzone na mysich i ludzkich astrocytach
wykazaty, ze jednoczesna aktywacja S1IPR1 i S1IPR2 indukuje ekspresje genéw kodujacych
czynniki neurotroficzne, takie jak neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego (ang.
brain-derived neurotrophic factor, BDNF), czynnik wzrostu wigzacy heparyn¢ podobny do
EGF (ang. heparin-binding EGF-like growth factor, HB-EGF), czynnik hamujacy
biataczke (ang. leukemia inhibitory factor, LIF) i podjednostka B ptytkopochodnego
czynnik wzrostu (ang. platelet-derived growth factor subunit B, PDGFB) [Tran i wsp.,
2019]. S1P moze rowniez posrednio chroni¢ neurony hipokampa przed
ekscytotoksycznoscig indukowang przez kwas N-metylo-D-asparaginowy (ang. N-methyl-
D-aspartic acid, NMDA), gdy neurony sg hodowane w kokulturze z komérkami glejowymi
[Tran i wsp., 2019].
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1.2.5 Rola S1P w chorobach neurodegeneracyjnych

Istotne znaczenie S1P w prawidtowym rozwoju i funkcjonowaniu OUN pozwolito
wysungé hipoteze, ktorg potwierdzily badania na materiale klinicznym ina modelach
zwierzecych | komorkowych, ze stany patologiczne uktadu nerwowego, w tym choroby
neurodegeneracyjne moga wigza¢ si¢ z zaburzeniami sygnalizacji zaleznej od tego
sfingolipidu.

Analiza post mortem mozgdéw osob z ChA wykazala, ze ztogom AP w korze
srodwechowej towarzyszyt obnizony poziom SphK1 i podwyzszony poziom SPL. Sugeruje
to, ze niski poziom SIP wynikajacy ze wzrostu jego rozkladu moze wigzaé si¢
Z uposledzonym usuwaniem AP [Ceccom iwsp., 2014], co jest zgodne z negatywna
korelacja pomig¢dzy poziomem SIP i AB zaobserwowang w badaniach post mortem
przeprowadzonych przez He iwsp. [2010]. Dodatkowo w korze czotowej i hipokampie
wykazano obnizony poziom receptora dla insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (ang.
insulin-like growth factor 1 receptor, IGF-1R), ktorego pobudzenie przez IGF indukuje
translokacj¢ SphK1 z cytoplazmy do btony komorkowej. W korze $rodwechowej
i czotowej stwierdzono takze obnizony poziom S1PR1 [Ceccom iwsp., 2014]. Inne
badania na materiale autopsyjnym wykazaty obnizong aktywnos$¢ obu izoform SphK
w hipokampie oraz spadek aktywnosci SphK2 i S1IPP w czesci skroniowej istoty Szarej
pacjentow z ChA. Stwierdzono takze obnizony poziom S1P w rejonie CA1 hipokampa oraz
w dolnym zakregcie skroniowym istoty szarej i biatej, ktory negatywnie korelowat
Z postgpem zmian neuropatologicznych wg klasyfikacji Braaka. Co wigcej,
zaobserwowano zalezno$¢ pomigdzy genotypem ApoE a poziomem S1P w hipokampie.
U nosicieli allelu ApoE €2 poziom S1P w hipokampie byt 2,5 razy wyzszy niz W tej samej
strukturze mézgu u osob posiadajacych allel ApoE €4. Nie stwierdzono natomiast korelacji
pomiedzy poziomem SI1P i AP [Couttas iwsp., 2014]. SphK2 wydaje si¢ odgrywaé
niejednoznaczng rol¢ w ChA, gdyz Takasugi | wsp. zaobserwowali zwigkszong aktywnos¢
SphK2 w korze mézgu chorych na ChA [Takasugi i wsp., 2011]. Dodatkowo badania in
vitro wykazaty, ze S1P syntetyzowany przez SphK2 przylacza si¢ do P-sekretazy
I zwigksza jej aktywnos$¢ proteolityczng, natomiast zwigkszona ekspresja enzymow
odpowiedzialnych za rozklad S1P (SPL lub S1PP) powoduje obnizenie poziomu CTFf
I AP [Takasugi i wsp., 2011].

W przeciwienstwie do SphK2 badania wskazuja na neuroprotekcyjny charakter
SphK1 w toksycznosci AP. W komorkach ludzkiej (SH-SY5Y) i mysiej (N2a)
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neuroblastomy poddanych dziataniu AB2s.35 Stwierdzono obnizony poziom SphK1, ktory
skutkowal obnizeniem poziomu S1P oraz wzrostem poziomu ceramidu, a w konsekwencji
zwigkszong $miertelnoscig komorek [Gomez-Bouchet i wsp., 2007; Yang i wsp., 2014].
Natomiast nadekspresja SphK1 i zwigzany z tym wzrost poziomu S1P zwigkszata
zywotnos¢ komoérek obu linii, a w komorkach N2a dodatkowo hamowata apoptoze oraz
zapobiegata zmianom strukturalnym w mitochondriach [Gomez-Bouchet i wsp., 2007,
Yang i wsp., 2014]. Ochrong przed apoptoza wywotang przez rozpuszczalne oligomery
AP140 stwierdzono takze w hodowli szczurzych neuronéw korowych traktowanych
egzogennym S1P. Neuroprotekcyjne dziatanie SI1P bylo zwigzane z hamowaniem
aktywnosci kwasnej sfingomielinazy, ktora Kkatalizuje rozktad sfingomieliny do
proapoptotycznego ceramidu [Malaplate-Armand i wsp., 2006].

Zaburzony metabolizm/poziom S1P moze wigza¢ si¢ z zaburzong fosforylacja
biatka Tau. W mozgach osob z ChA zwigkszona fosforylacja biatka Tau na Ser396/404
negatywnie korelowata z poziomem S1P [He iwsp., 2010]. Inaczej niz w materiale
klinicznym, analiza hipokampa ikory moézgu myszy z wyciszonym genem dla SPL
W neuronach wykazata, ze akumulacja S1P prowadzi do wzrostu ufosforylowania biatka
Tau w miejscach istotnych w patomechanizmie ChA (Ser396/404, Ser262/356) [Alam
i wsp., 2020].

Zaburzenia metabolizmu SI1P zaobserwowano réwniez W innych chorobach
neurodegeneracyjnych. Badania post mortem moézgoéw chorych na chorobe Huntingtona
(ChH) ujawnity znaczaco zwickszong ekspresj¢ SPL W prazkowiu ikorze moézgowej,
(strukturach mézgu szczegodlnie dotknietych patologicznymi zmianami w ChH), a takze
obnizong ekspresje SphK1 w prazkowiu. Podobne zmiany poziomu enzymow
metabolizujacych S1P zaobserwowano w mysich modelach ChH [Di Pardo i wsp., 2017].
Zaburzona rownowaga pomiedzy ekspresja SphK1 i SPL zostata stwierdzona rowniez
w jelicie cienkim mysiego modelu ChH, a wzrost poziomu SPL mial miejsce juz na
wczesnym etapie choroby [Di Pardo iwsp., 2020]. Farmakologiczna aktywacja SphK1
powodowata zmniejszenie agregatow zmutowanej huntingtyny (mHtt) i wzrost poziomu
BDNF w prazkowiu i korze. Ponadto aktywowata AKT i ERK oraz prowadzita do wzrostu
ekspresji SIPR1 i S1PR5 w prazkowiu [Di Pardo iwsp., 2019]. Pobudzenie SphK1
zapobiegato takze dysfunkcjom ruchowym [Di Pardo iwsp., 2019] i mialo korzystny
wplyw na zachowanie homeostazy jelitowej [Di Pardo i wsp., 2020]. W przeciwienstwie
do obnizonego poziomu SphK1 badania na szczurzym modelu ChH wykazaty zwigkszona

fosforylacj¢/aktywno$¢ SphK2 w korze moézgu [Hait iwsp., 2007; Moruno-Manchon
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i wsp., 2017]. Farmakologiczna inhibicja SphK2 tagodzita zmiany neurodegeneracyjne
(uszkodzenia DNA, zmniejszona przezywalno$¢ neurondw) wywotane przez mHtt
w komoérkowym modelu ChH. Powyzsze dane wskazuja na przeciwstawng role obu
izoform w patomechanizmie ChH i podkreslaja istotne znaczenie SphK2 jako mediatora
neurotoksyczno$ci W tej chorobie [Moruno-Manchon i wsp., 2017].

Badania surowicy pacjentow z chorobg Parkinsona (ChP) wykazaly obnizony
poziom SIP, co wigzalo si¢ ze zwigkszonymi zaburzeniami ruchowymi [Schwedhelm
i wsp., 2021]. W mysim modelu ChP wywotanym podaniem 1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-
tetrahydropirydyny/1-metylo-4-fenylopirydyny (MPTP/MPP*) zaobserwowano obnizong
ekspresj¢ Sphk2 oraz poziom SphK2 w substancji czarnej mozgu, co wigzato si¢
z zaburzonym funkcjonowaniem mitochondriow. Odnotowano obnizenie ekspresji genow
kodujacych biatka biogenezy mitochondriow, takie jak PGC-1a i jego biatka efektorowe
NRF-1 i TFAM. Stwierdzono takze znaczgco zredukowany poziom ATP, SOD2 oraz
wzrost poziomu RFT [Sivasubramanian i wsp., 2015]. W tym samym mysim modelu ChP
zaobserwowano takze obnizenie poziomu mRNA, immunoreaktywnosci oraz aktywnosci
SphK1 w $§rodmoézgowiu [Motyl i wsp., 2018].

Badania przeprowadzone na transgenicznych myszach FUS(1-359), genetycznym
modelu stwardnienia bocznego zanikowego (ang. amyotrophic lateral sclerosis, ALS),
wykazaty znaczaco zwigkszong ekspresj¢ Spl (mysi gen kodujacy SPL) wraz ze znacznie
obnizonym poziomem mRNA S1pp2 w rdzeniu krggowym [Gutner iwsp., 2019].
W rdzeniu krggowym w innym zwierzecym modelu ALS (myszy z nadekspresja
zmutowanego genu dla dysmutazy ponadtlenkowej 1, SOD1C®R) ekspresja Spl
wykazywata wzrost, jednak nie byt on znamienny statystycznie. Zaobserwowano natomiast
korelacje miedzy poziomem mRNA gendéw kodujacych niektére enzymy metabolizujace
S1P isita migsni: pozytywna w przypadku S1PP2 i negatywng w przypadku SphK1
[Henriques i wsp., 2018].

1.3 Zwiazki dzialajace na receptory dla S1P

1.3.1 Fingolimod

Fingolimod (FTY720), syntetyczny analog sfingozyny, zostat odkryty w wyniku
modyfikacji myriocyny — metabolitu wyizolowanego z grzyba Isaria sinclairii

o wilasciwo$ciach immunosupresyjnych [Fujita iwsp., 1994; Adachi iwsp., 1995].
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Myriocyna jest silnym inhibitorem palmitoilotransferazy serynowej (ang. serine
palmitoyltransferase, SPT) — enzymu katalizujgcego pierwszy etap syntezy ceramidu
[Miyake i wsp., 1995]. Radykalne uproszczenie struktury myriocyny znaczaco zmniejszyto
toksyczno$¢ 1 zwigkszylo aktywno§¢ immunosupresyjng FTY720 w poréwnaniu ze
zwigzkiem wyjsciowym (jednoczesniec pozbawiajagc zdolno$ci do hamowania SPT)
[Adachi i wsp., 1995; Kiuchi et al., 2000], co pozwolito mysle¢ nad jego zastosowaniem
w praktyce klinicznej. Pierwotnie FTY720 w potaczeniu z cyklosporyna A byt stosowany
w profilaktyce odrzucania przeszczepu po transplantacji nerki [Troncoso iwsp., 1999;
Budde iwsp., 2002; Mulgaonkar iwsp., 2006; Salvadori iwsp., 2006]. W 2010
Amerykanska Agencja Zywnoéci i Lekow (ang. Food and Drug Administration, FDA),
aw 2011 Europejska Agencja Lekow (ang. European Medicines Agency, EMA) dopuscity
fingolimod do leczenia ustgpujaco-nawracajacej postaci stwardnienia rozsianego (ang.
relapsing remitting multiple sclerosis, RRMS) jako pierwszy doustny lek w tej chorobie
[Sharma iwsp., 2011]. FTY720 jest prolekiem, ktory w watrobie pod wptywem SphK2
ulega fosforylacji do aktywnego farmakologicznie fosforanu FTY720 (pFTY720) [Paugh
I wsp., 2003; Zemann i wsp., 2006]. Ufosforylowany fingolimod przytacza si¢ do czterech
z pieciu specyficznych dla S1P receptorow (S1PR1, S1IPR3, S1PR4, S1PR5) obecnych na
szerokim spektrum komorek (neurony, astrocyty, mikroglej, oligodendrocyty, komorki
endotelialne  bariery krew-moézg). Immunomodulujagca wlasciwos¢ fingolimodu
wykorzystywana w terapii stwardnienia rozsianego (lac. sclerosis multiples, SM) opiera si¢
na interakcji z S1IPR1 znajdujacymi si¢ na powierzchni limfocytoéw T. Poczatkowo,
pFTY720 aktywuje receptory S1PR1, ktorych liczba na skutek dtugotrwatej ekspozycji na
agoniste obniza si¢ (jest to antagonizm funkcjonalny). To sprawia, ze limfocyty nie reaguja
na podwyzszone st¢zenie S1P, co zapobiega ich uwalnianiu z grasicy i wtornych narzadoéw
limfatycznych do krazenia obwodowego (limfopenia obwodowa), a w konsekwencji
zmniejsza ich przenikanie do OUN [Matloubian i wsp., 2004; Chiba, 2005; Chiba i wsp.,
2006; Chun iHartung, 2010; Ingwersen iwsp., 2012]. Nieufosforylowany fingolimod
hamuje aktywacje limfocytow T, co moze by¢ wynikiem hamowania cPLA2, wzrostu
ekspresji czynnika transkrypcyjnego dla limfocytow T (ang. T cell factor 1, TCF-1) lub
zwigkszonej acetylacji histonu 3 na lizynie 9 (H3K9) w limfocytach [Ntranos et al., 2014,
Mazzola iin., 2015; Baer iin., 2018]. Nieufosforylowany FTY720 hamuje réowniez
aktywno$¢ SPL, nie wpltywajac przy tym na ekspresje genu czy poziom biatka [Bandhuvula
i wsp., 2005; Berdyshev i wsp., 2011; Park i wsp., 2014].
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Ze wzgledu na wysoka lipofilno$¢, FTY720 moze przenikaé przez barier¢ krew-
mozg i dziata¢ bezposrednio w OUN, gdzie ulega fosforylacji pod wplywem SphK2
I wigze si¢ z receptorami dla S1P rozmieszczonymi zaréwno na neuronach, jak
I komorkach glejowych [Foster 1wsp., 2007; Hunter iwsp., 2016]. Ta wlasciwos¢
fingolimodu stata si¢ podstawg badan nad jego zastosowaniem W innych niz SM chorobach
neurodegeneracyjnych.

Traktowanie fingolimodem pierwotnych mysich neuronéw korowych w sposob
zalezny od stezenia zmniejszato produkcje APi-40 | AP1-42. Z kolei podanie fingolimodu
myszom z podwojng mutacja w genie dla APP (mutacja szwedzka i austriacka)
spowodowato obnizenie poziomu A1-40, Natomiast podwyzszenie poziomu AP1-42 W korze
mozgu [Takasugi i wsp., 2013]. Zalezny od dawki wplyw fingolimodu na poziom Ap
zaobserwowano w korze przedczotowej myszy 5XFAD (myszy z 3 mutacjami w genie dla
APP oraz 2 mutacjami w genie dla PSEN1), ktorym podawano nast¢pujace dawki: 0,03;
0,1; 0,3, 1 mg/kg masy ciata (m.c.)/dzien. Poziom rozpuszczalnego Api-40 ulegat istotnemu
obnizeniu juz przy dawce 0,3 mg/kg m.c./dzien, natomiast tylko najwyzsza dawka
skutkowala  znaczacym  zmniejszeniem  poziomu  nierozpuszczalnego  APi-40
i nierozpuszczalnego APi42 [Carreras iwsp., 2019]. W tym samym badaniu
zaobserwowano zalezne od dawki obnizenie immunoreaktywnosci aktywnego mikrogleju
oraz niezalezne od zastosowanej dawki obnizenie immunoreaktywnosci astrocytow.
Ponadto zwierzeta, ktore otrzymaty najnizszg dawke fingolimodu, wykazywaty poprawe
zdolno$ci uczenia si¢ oraz pamigci krotko- i diugotrwatej [Carreras iwsp., 2019].
W modelu in vitro oraz in vivo neurotoksyczno$ci wywotanej oligomerami Api-42, podanie
fingolimodu zwigkszato poziom BDNF [Doi i wsp., 2013; Fukumoto i wsp., 2014] oraz
obnizato poziom TNF-a i cyklooksygenazy Il — markeréw zapalenia [Kolahdooz i wsp.,
2015]. Co wigcej, podanie fingolimodu tagodzito zaburzenia pamigci spowodowane przez
oligomery oraz poprawiato zdolno$¢ uczenia si¢ przestrzennego [Asle-Rousta i wsp.,
2013b; Fukumoto iwsp., 2014]. Poprawe pamigci przestrzennej I zmniejszenie stanu
zapalnego po podaniu fingolimodu zaobserwowano takze u myszy 3xTg. W tym modelu
ChA stwierdzono rowniez obnizong fosforylacje biatka Tau w pozycji Ser202/Thr205
w korze i hipokampie i obnizenie poziomu APP w korze [Fagan i wsp., 2022]. Ponadto
fingolimod cze$ciowo przywracat zaburzony metabolizm SI1P wywotany oligomerami
AP1-42 lub mutacja londynska w genie dla APP [Kolahdooz i wsp., 2015; Jegsko iwsp.,
2019].
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W modelu ChP wywolanym podaniem 6-hydroksydopaminy (6-OHDA)
fingolimod hamowat apoptoz¢ komorek, aktywowat prozyciowe $ciezki AKT i ERK1/2
oraz zwigkszat poziom BDNF. Zaobserwowano réwniez zmniejszenie stanu zapalnego
oraz obnizong S$miertelnos¢ neuronéw dopaminergicznych w substancji czarnej
1 prazkowil, cOo wigzalo si¢ ze zmniejszeniem zaburzen ruchowych wywotlanych przez
6-OHDA [Ren iwsp., 2017]. Podobne pozytywne efekty fingolimodu zaobserwowano
u myszy poddanych dziataniu MPTP [Motyl i wsp., 2018; Yao i wsp., 2019b, Pépin i wsp.,
2020].

Podanie fingolimodu prowadzito do zmniejszenia agregatow mHtt W prazkowiu
i poprawiato aktywno$¢ neuronow korowych myszy R2/6 (genetyczny model ChH).
Ponadto stwierdzono poprawe funkcji ruchowych, a takze wzrost poziomu BDNF w korze
I prazkowiu oraz zwigkszong fosforylacje AKT i ERK w prazkowiu [Di Pardo iwsp.,
2014]. Dlugotrwate stosowanie fingolimodu w innym genetycznym modelu ChH (myszy
R6/1) zwigkszato plastyczno$¢ synaptyczng w hipokampie i tagodzito zaburzenia pamigci
dhugotrwatej, co bylo skutkiem hamowania aktywacji astrocytow [Miguez i wsp., 2015].
Zalezne od dawki opoznienie wystepowania zaburzen neurologicznych i wydluzenie
dhugosci zycia, atakze zalezne od czasu podawania leku oraz badanej struktury (kora
ruchowa, odcinek szyjny i odcinek ledzwiowy rdzenia krggowego) zmiany w poziomie
markeréw zapalnych odnotowano u myszy mSOD1%%A  zwierzecego modelu ALS
[Potenza i wsp., 2016].

Ze wzgledu na wystgpowanie receptorow dla SIP w wielu tkankach i narzadach,
zaobserwowano szereg dziatan niepozadanych fingolimodu, do ktérych zaliczamy
biegunke, bole plecéw, podwyzszony poziom aminotransferazy alaninowej (ALAT),
zaburzenia wzroku (przede wszystkim obrzegk plamki zoltej, ale mogg si¢ rowniez pojawic
krwawienia z siatkowki czy niedrozno$¢ zyt siatkowki) [Mandal iwsp., 2017],
podwyzszone cisnienie krwi, infekcje dolnych drog oddechowych, dusznosci i kaszel.
Wigkszo$¢ z nich zwigzana jest z dziataniem fingolimodu na receptory dla S1P
zlokalizowane w $rodbtonku naczyniowym lub migéniach gtadkich [Cohen i Chun, 2011,
Ontaneda i Cohen, 2011]. Najci¢zsze dzialania niepozadane, chociaz wystepujace
stosunkowo rzadko, to bradykardia po podaniu pierwszej dawki i czasowy blok
przedsionkowo-komorowy [Behjati iwsp., 2014]. W tym przypadku przylaczenie si¢
fingolimodu do receptoréw znajdujacych si¢ na miocytach przedsionkowych poczatkowo
prowadzi do aktywacji cholinergicznych kanatéw potasowych, wywolujac naptyw K* do
komorki, hiperpolaryzacje btony komoérkowej, spadek pobudliwosci komorkowej
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i obnizenie kurczliwosci. Desensytyzacja receptorow sprawia, ze zjawisko to ulega
samowygaszeniu. Sporng kwestig jest udzial poszczegdlnych receptoréow W obnizaniu
czestosci akcji serca. Cho¢ badania z fingolimodem przeprowadzone na myszach wykazaty
istotny udzial SIPR3 w wywolywaniu bradykardii [Forrest i wsp., 2004; Sanna i wsp.,
2004], to nowsze badania, rowniez z udzialem selektywnego agonisty receptoréw S1PR1
i S1PRS5, siponimodu, przeprowadzone na szczurach i ludziach wskazujg na mechanizm
zalezny od S1PR1 [Fryer i wsp., 2012; Gergely i wsp., 2012].

1.3.2 Siponimod

W wyniku zmian strukturalnych w czasteczce fingolimodu powstat siponimod
(BAF312), selektywny modulator receptorow S1PR1 i SIPR5. Zastgpienie ugrupowania
n-oktylowego strukturg benzyloksyoksymu zniosto aktywnos$¢ wzgledem S1PR3. Z kolei
wykorzystanie kwaséw aminokarboksylowych do odtworzenia obecnego w aktywnym
metabolicie fingolimodu aminofosforanu sprawito, ze siponimod nie wymaga fosforylacji
in vivo do aktywnosci farmakologicznej [Dumitrescu i wsp., 2019]. Siponimod zostat
zatwierdzony w 2019 przez FDA i w 2020 przez EMA do leczenia wtornie postepujacej
postaci SM (ang. secondary progressive multiple sclerosis, SPMS) [Kipp, 2020].
W przeciwienstwie do fingolimodu siponimod, zaro6wno w dawkach terapeutycznych, jak
I supraterapeutycznych, nie wykazuje klinicznie istotnego potencjalu arytmogennego,
mierzonego wydluzeniem odcinka QT zapisu elektrokardiograficznego [Shakeri-Nejad
i wsp., 2015]. W badaniach Klinicznych trzeciej fazy siponimod znaczgco zmniejszat
atrofi¢ zarowno catego moézgu, jak i istoty szarej oraz poprawiat integralnos¢ i mielinizacje
tkanki mozgowej [Arnold i wsp., 2022]. Badania na modelach eksperymentalnych SM
wykazaly, ze niezaleznie od obwodowych wlasciwosci immunomodulujgcych siponimod
zapobiega degeneracji synaptycznej [Gentile i wsp, 2016] i poprawia funkcjonalnos¢ sieci
korowej [Hundehege i wsp., 2019]. Zastosowanie siponimodu w ludzkich indukowanych
astrocytach poddanych dziataniu cytokin prozapalnych pobudzatlo aktywacje czynnika
transkrypcyjnego Nrf2, kluczowego czynnika ochronnego w neurozapaleniu, a takze
hamowato translokacje NF-kB. Siponimod zwigkszal rowniez ekspresje transporterow
glutaminianu  GLAST i GLT1 odpowiedzialnych za utrzymanie stgzenia
zewnatrzkomérkowego glutaminianu ponizej poziomu neurotoksycznosci. W hodowli
neuronow rdzeniowych, ktérym podano pozywke pochodzaca od astrocytow poddanych
dziataniu cytokin prozapalnych, siponimod hamowat neurodegeneracje [Colombo i wsp.,

2020]. Zastosowanie siponimodu w kokulturze komorek $rodbtonka mikronaczyn mézgu
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oraz astrocytow (in vitro model bariery krew-moézg) poddanych dziataniu TNF-o
i interferonu y przywracato integralnos¢ bariery krew-mozg. Obserwowany efekt byt
zwigzany przede wszystkim ze wzrostem ekspresji biatek potaczen $cistych (klaudyna-5

I Z0-1) i zalezal od czasu inkubacji z siponimodem [Spampinato i wsp., 2021].

1.3.3 Ozanimod

Innym modulatorem S1PR1 i S1PRS5 jest ozanimod (RPC1063). W 2020 zostat
dopuszczony przez FDA i EMA do leczenia RRMS [McGinley i Cohen, 2021],
a w 2021 do terapii wrzodziejacego zapalenia jelita grubego [Cohen iwsp., 2022].
Podobnie jak siponimod ozanimod nie powoduje istotnej Kklinicznie bradykardii oraz
innych zaburzen kardiologicznych [Tran iwsp., 2018]. W mysim modelu krwotoku
srodmozgowego (ang. intracerebral hemorrhage, ICH) ozanimod zmniejszat obrzek mozgu
oraz poprawial sprawnos$¢ ruchowa. Zaobserwowano rowniez obnizenie $miertelnosci
neurondéw, zmniejszenie przepuszczalnosci bariery krew-moézg oraz ztagodzenie stanu
zapalnego [Wang i wsp., 2022; Li i wsp., 2023]. Hamowanie odpowiedzi zapalnej przez
ozanimod bylo zwigzane z aktywacja sirtuiny 3 i nastgpczym hamowaniem jej biatek

efektorowych: NF-kB i inflamasomu AIM2 [Li i wsp., 2023].

1.3.4 Ponesimod

Ostatnim, jak dotad, zarejestrowanym lekiem, ktory oddzialuje poprzez receptory
dla S1P, jest ponesimod (ACT-128800). W 2021 zostat dopuszczony przez FDA i EMA do
leczenia nawracajacych aktywnych form SM. Podobnie jak w przypadku siponimodu
i 0zanimodu, odpowiedni schemat zwigkszania dawki minimalizuje kardiologiczny efekt
pierwszej dawki, dzieki czemu monitorowanie uktadu sercowo-naczyniowego na poczatku
terapii nie jest konieczne. Tym co wyrdznia ponesimod W poréwnaniu do wczesniej
omowionych modulatoréw jest selektywnos¢ wobec S1PR1 oraz krotki okres pottrwania,
co pozwala na szybkie zakonczenie dziatania immunosupresyjnego [Ruggieri iwsp.,
2022]. Zastosowanie ponesimodu w eksperymentalnych modelach krwawienia
podpajeczynowkowego (ang. subarachnoid hemorrhage, SAH) zapobiegato $mierci
neuronow We wczesnej fazie urazu mozgu (ang. early brain injury, EBI). Byto to skutkiem
hamowania polaryzacji reaktywnych astrocytow do prozapalnego podtypu Al, ktory jest
odpowiedzialny za degradacj¢ tkanki nerwowej [Zhang i wsp., 2021]. Badanie na mysim
modelu demielinizacji wywotlanej kuprizonem wykazato, ze dlugotrwate podawanie

ponesimodu moze selektywnie (w zakrecie obreczy, ale nie w ciele modzelowatym)
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hamowa¢ demielinizacje | promowa¢ remielinizacje. Prawdopodobnie jest to zwigzane ze
wzrostem liczby oligodendrocytéw z jednoczesnym obnizeniem aktywno$ci mikrogleju
[Kihara iwsp., 2022]. Natomiast w modelu in vitro demielinizacji wywotanej przez
kuprizon zastosowanie ponesimodu wraz z medium kondycjonowanym pochodzgcym
Z hodowli komérek macierzystych nabtonka owodni prowadzito do zmniejszenia apoptozy
(obnizony poziom BAX, kaspazy 3 i kaspazy 8 oraz wzrost poziomu Bcl2) szczurzych

oligodendrocytow [Safaeinejad i wsp., 2021].

1.3.5 Pozostale zwiazki

Oprocz wspomnianych wyzej lekow w badaniach stosowane sg réwniez inne
agonisty receptorow dla S1P, z ktoérych wiekszos¢ wykazuje selektywne dzialanie wobec
wybranego receptora. Sg to, m.in.: amiselimod, CYM5542 (S1PR1), CYM5520 (S1PR2),
CYMb5541 (S1PR3), CYM50308 (S1PR4), A971432 (S1PRS5) i ceralifimod (S1PR1,5)
[Bravo i wsp., 2022] (ryc. 9.).
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Rycina 9. Receptory dla sfingozyno-1-fosforanu (S1P) — wybrane modulatory, najwyzsza
ekspresja w OUN oraz biatka G, z ktorymi sg sprzezone. Zmodyfikowano wg Bravo i wsp.

(2022).
Objasnienia skrotow: S1IPR1-5 — receptory 1-5 dla sfingozyno-1-fosforanu
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2. Cele pracy

2.1 Cel ogdlny

Celem rozprawy byto zbadanie wptywu modulatoréw receptoréw dla sfingozyno-
1-fosforanu na zmiany na poziomie transkrypcyjnym i translacyjnym wybranych biatek
zaangazowanych w: przekaznictwo synaptyczne, apoptoze, proces zapalny oraz $ciezke

prozyciowg zalezng od kinazy AKT w do§wiadczalnych modelach choroby Alzheimera.

2.2 Cele szczegolowe
Realizacja celu badan w modelu zwierzgcym ChA (myszy szczepu FVB-Tg
transfekowane ludzkim zmutowanym genem dla APP) obejmowata sprawdzenie wplywu
mutacji w genie dla APP w dwoch grupach wiekowych oraz oceng dziatania
nieselektywnego modulatora S1PR, fingolimodu, na:
» poziom mRNA i immunoreaktywno$¢ biatek presynaptycznych
w hipokampie i korze mozgu,
= poziom mRNA i zmiany w poziomie ufosforylowania kinazy AKT i jej biatek
efektorowych (GSK-3, BAD) w hipokampie i korze mozgu,
* poziom mRNA genu kodujacego bialkko Tau oraz zmiany

w ufosforylowaniu tego biatka w hipokampie i korze mézgu.

Realizacja celu rozprawy w modelach komorkowych ChA (komorki linii HT22

i BV2 traktowane oligomerami amyloidu p/Afo) obejmowata sprawdzenie wptywu Ao

oraz weryfikacje dzialania selektywnych agonistow receptoréw dla S1P (ponesimod,

CYMb5541, CYM50308, A971432, siponimod) i nieselektywnego modulatora receptorow
S1PR(1,3-5) (ufosforylowany fingolimod) na:

= zywotno$¢ komorek, potencjat blony mitochondrialnej oraz poziom wolnych

rodnikéw,
= ckspresje genow kodujacych receptory dla S1P, biatka pro- i antyapoptotyczne

oraz cytokiny prozapalne.
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3. Materialy i metody

3.1 Model in vivo

W eksperymentach in vivo wykorzystano transgeniczne myszy szczepu FVB-Tg
(APP LD2/B6) pochodzace z hodowli prowadzonej przez zwierzetarni¢ Instytutu
Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN. Myszy te charakteryzujg si¢ wystepowaniem
tzw. mutacji londynskiej w genie kodujagcym APP w okolicach miejsca cigcia przez
y-sekretaze (zamiana waliny na izoleucyn¢ W pozycji 717 tancucha biatkowego, V717I),
co prowadzi do zaburzen procesu proteolizy APP oraz zwigkszonego stezenia i akumulacji
AB w mozgu [Moechars iwsp., 1999, Van Dorpe iwsp., 2000]. W doswiadczeniach
wykorzystano osobniki zenskie. Na przeprowadzenie do§wiadczen uzyskano zgode IV
Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzgtach w Warszawie (uchwata nr
67/2015) oraz zgode Ministra Srodowiska (nr 139 z dnia 22.08.2016) na zamknicte uzycie
organizmoéw genetycznie modyfikowanych. Myszy byty hodowane w warunkach stabilnej
temperatury i wilgotnosci, z 12-godzinnym cyklem dnia/nocy. Zwierzetom zapewniono
swobodny dostep do wody i paszy.

3- i 12-miesigczne myszy z mutacjg w genie APP (APP™) oraz bez odziedziczonego
transgenu (APP") otrzymywaty dootrzewnowo przez okres 2 tygodni FTY720 (Cayman
Biochemicals, Ann Arbor, Michigan, USA; nr kat. 11975) w dawce 1 mg/kg m.c., ktora
zostala wybrana na podstawie analizy danych literaturowych (Potenza iwsp., 2016;
Becker-Krail i wsp., 2017; Gol i wsp., 2017). Zwierzgta z grupy kontrolnej otrzymywaty
rozpuszczalnik  (0,9% NaCl). Po przeprowadzonych doswiadczeniach myszy
dekapitowano, a wybrane struktury mozgu, tj. kore i hipokamp, izolowano na lodzie do

dalszych analiz.

3.2 Modele in vitro

3.2.1 Komorki linii HT22

HT22 jest uniesmiertelniong linig mysich komorek hipokampa, pochodna linii HT4,
ktora oryginalnie powstata W wyniku unie$miertelnienia pierwotnych hodowli mysich
neuronéw hipokampa [Klenke i wsp., 2020] poprzez inkubacj¢ z onkogenem wrazliwym
na temperature. W temperaturze 39°C dzialanie wspomnianego onkogenu zostaje
wyeliminowane, natomiast komorki zachowuja charakterystyczne cechy zréznicowanych

neuronow [Frederik i McKay, 1988]. Komorki tej linii nie wykazujg ekspresji receptorow
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cholinergicznych ani glutaminergicznych [He i wsp., 2013]. Komoérki byly hodowane
w pozywce Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA; nr kat. D5796) z dodatkiem 10% ptodowej surowicy bydlecej (ang. fetal
bovine serum, FBS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA; nr kat. F2442)
inaktywowanej w 56°C, 2 mM L-glutaminy (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA; nr
kat. G7513) oraz antybiotykow (50 jednostek/ml penicyliny, 50 pg/ml streptomycyny)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA; nr kat. P433). Hodowlg¢ prowadzono
w standardowych warunkach (5% CO2, 37°C) na sterylnych plastikowych szalkach lub
ptytkach (Falcon, Durham, Péinocna Karolina, USA). Morfologi¢ komorek obserwowano

w mikroskopie §wietlnym Olympus CKX41 (Olympus, Tokio, Japonia).

3.2.2 Komorki linii BV2

BV?2 jest mysig (szczep C57/BL6) linig komorek mikrogleju powstata w wyniku
unie$miertelnienia za pomocg retrowirusa J2 przenoszacego onkogeny v-raf/v-myc. BV2
wykazuje ekspresje jadrowych produktow onkogenu v-myc i cytoplazmatycznych
produktow onkogenu v-raf, jak rowniez ekspresje antygenu env gp70 na powierzchni. Linia
komorkowa BV2 zachowuje cechy morfologiczne i funkcjonalne mikrogleju. Komorki
byly hodowane w pozywce Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA; nr kat. R8758) z dodatkiem 10% FBS (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA; nr kat. F2442) inaktywowanej w 56°C oraz
antybiotykow (50 jednostek/ml penicyliny, 50 pg/ml streptomycyny) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA; nr kat. P433). Hodowl¢ prowadzono w standardowych warunkach
(5% COg2, 37°C) na sterylnych plastikowych szalkach lub ptytkach (Falcon, Durham,
P6inocna Karolina, USA). Morfologie komorek obserwowano w mikroskopie swietlnym

Olympus CKX41 (Olympus, Tokio, Japonia).

3.2.3 Komoérkowy model toksycznosci oligomerow Afp

W eksperymentach wykorzystano komorki pomiedzy 7 i 19 pasazem (linia HT22)
oraz pomiedzy 8 i 14 (linia BV2). Komérki HT22 wysiewano z gestoscia 7,5 x 1041 ml
pozywki, natomiast komorki BV2 — z gestoscia 1,5 x 10%/1 ml pozywki (doktadna liczba
komorek wysiewana na poszczegolne szalki/ptytki zostata podana w tabeli 1.). Komorki
liczono za pomocg automatycznego licznika komoérek (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
Kalifornia, USA). 24 godziny po wysianiu odciggano medium hodowlane, dodawano

swiezo przygotowane oligomery AP (APo) w stezeniu koncowym 1 puM zawieszone
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w pozywce Neurobasal-A bez czerwieni fenolowej (Life Technologies Corporation, Grand
Island, Nowy Jork, USA; nr kat. 12349-015) z 2% dodatkiem suplementu B27 (Life
Technologies Corporation, Grand Island, Nowy Jork, USA; nr kat. 17504-044)
I poddawano komorki 24-godzinnej inkubacji. Stezenie amyloidu zostalo wybrane na
podstawie danych literaturowych (Cieslik iwsp., 2015; Czapski i wsp., 2018; Cieslik
i wsp., 2020).

Tabela 1. Liczba komoérek wysiewana na poszczegélne szalki/ptytki

HT22 BV2
szalka 10 cm 75x10%10ml | e
szalka 6 cm 3,0 X 10°/4 ml 6,0 x 10°/4 ml
1 dotek — ptytka 6-dotkowa | --------------=-=nmmmmmmmmmm- 3,0 x 10%/2 ml
1 dotek — plytka 96-|7,5x 10%100 pl 1,5 X 104100 pl
dotkowa

3.2.3.1 Przygotowanie Afo

W badaniach wykorzystano bardziej toksyczng i podatng na agregacje¢ izoformeg
AP1-42. Ao przygotowywano zgodnie z metoda opisang przez Stine’a i wsp. [2003]. 1 mg
peptydu APi1-42 (rPeptide, Watkinsville, Georgia, USA; nr kat. A-1163-2) rozpuszczano
w 44,3 ul bezwodnego dimetylosulfotlenku (ang. dimethyl sulfoxide, DMSO) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA; nr kat. D2650). Nastgpnie 5 MM roztwor APi-42
rozcienczano W zimnej pozywce Ham’s F12 niezawierajacej czerwieni fenolowej (PAN
Bio-tech, Aidenbach, Niemcy; nr kat. P04-14559) do stezenia 100 uM, worteksowano

przez 30 sekund i inkubowano w temperaturze 4°C przez 24 godziny.

3.2.4 Charakterystyka zwigzkéw stosowanych w modelach in vitro

W badaniach stosowano ponizej wymienione zwigzki, ktoérych stezenia zostaty
wybrane na podstawie dostgpnej literatury. Wszystkie zwigzki dodawano do komorek
jednoczesnie z APo. Dzialanie badanych zwigzkéw W obecnosci ABo porownywano do
komorek traktowanych wytacznie Apo.

Ufosforylowany fingolimod (pFTY720) (Cayman Biochemicals, Ann Arbor,
Michigan, USA; nr kat. 10008639) — agonista receptorow SI1PR1, SIPR3, SIPR4, SIPRS;
rozpuszczany w réwnoobjetoSciowej mieszaninie DMSO i chloroformu, stosowany

w stezeniu koncowym 1 nM.
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Siponimod (BAF312) (Cayman Biochemicals, Ann Arbor, Michigan, USA; nr kat.
22057) — agonista receptorow SI1PRI1 i S1PR5; rozpuszczany w DMSO, stosowany
w stezeniu koncowym 100 nM.

Ponesimod (Cayman Biochemicals, Ann Arbor, Michigan, USA, nr kat. 22053) —
agonista receptora S1PR1; rozpuszczany w DMSO, stosowany w stezeniu koncowym
100 nM.

CYMb5541 (Cayman Biochemicals, Ann Arbor, Michigan, USA; nr kat. 15190) —
agonista receptora S1PR3; rozpuszczany w DMSO, stosowany w stezeniu koncowym
1 uM.

CYM50308 (Cayman Biochemicals, Ann Arbor, Michigan, USA; nr kat. 14667) —
agonista receptora S1PR4; rozpuszczany w DMSO, stosowany w stezeniu koncowym
100 nM.

A971432 (Cayman Biochemicals, Ann Arbor, Michigan, USA; nr kat. 25326) -
agonista receptora S1PR5; rozpuszczany w DMSO, stosowany w st¢zeniu koncowym
100 nM.

3.3 Metody spektrofotometryczne

3.3.1 Badanie zywotno$ci komorek za pomoca testu MTT

Podstawa kolorymetrycznego testu MTT [Mosmann, 1983] jest zdolno$¢
mitochondrialnego enzymu, dehydrogenazy bursztynianowej, do przeksztalcania zotte;j,
rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej, bromku 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-
difenylo-2H-tetrazoliowego (MTT), do nierozpuszczalnego w wodzie (ale
rozpuszczalnego w rozpuszczalnikach organicznych) formazanu o barwie fioletowej.
Powyzsza reakcja moze zachodzi¢ tylko w zywych i aktywnych metabolicznie komoérkach,
a stezenie formazanu jest proporcjonalne do zywotnosci komérek w hodowli.

Komoérki wysiewano na przezroczysta ptytke 96-dotkowa. Nastepnego dnia
pozywke hodowlang wymieniano na medium do traktowania (Neurobasal-A z 2%
dodatkiem suplementu B27), w ktorym podawano AP0 i badane zwiazki. Po uplywie
24 godzin usuwano medium do traktowania, dodawano przygotowany w buforowanym
roztworze soli fizjologicznej (ang. phosphate buffered saline, PBS) roztwor MTT (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA; nr kat. M5655) o st¢zeniu koncowym 0,25 mg/ml
i inkubowano w 37°C przez 2 godziny. Nast¢pnie usuwano roztwoér MTT i w celu

rozpuszczenia krysztatow formazanu dodawano 100 ul DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis,
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Missouri, USA; nr kat. D8418), po czym mierzono absorbancje¢ przy A =595 nm za pomoca
spektrofotometru Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

3.3.2 Oznaczanie poziomu bialka metoda BCA

Do oznaczania poziomu biatka wykorzystywano zestaw BCA Protein Assay Kit
Pierce™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, nr kat. 23227). Podstawa
oznaczen jest zdolno$é biatek do redukcji kationdow Cu?* do Cu* oraz zdolnos¢ tych
ostatnich do tworzenia barwnych kompleksow z kwasem bicinchoninowym (ang.
bicinchoninic acid, BCA) 0 maksimum absorbancji przy A = 562 nm. Absorbancja
kompleksow jest wprost proporcjonalna do zawarto$ci jonow Cu*, co z kolei zalezy od
ilosci biatka w badanej probce [Smith i wsp., 1985].

Probki biatka rozcienczano 5-krotnie i 10 ul standardu Iub badanej proby nanoszono
na dotek na przezroczystej ptytce 96-dotkowej W 3 powtdrzeniach. Nastepnie do kazdego
dotka dodawano 80 pl odczynnika do oznaczen BCA Working Reagent (przygotowanego
przez zmieszanie odczynnikow ,,A” i,,B” w stosunku 50:1). Po 30-minutowej inkubacji
w temperaturze 37°C mierzono absorbancje przy A = 562 nm za pomoca spektrofotometru
Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Zawarto$¢ biatka
obliczano na podstawie krzywej wzorcowej wykreslonej na podstawie wartosci absorbancji
roztworo6w wzorcowych albuminy surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumine, BSA)
0 stezeniach 0,025 — 2 mg/ml.

3.4 Metody fluorymetryczne

3.4.1 Oznaczanie poziomu wolnych rodnikéw metoda DCF

Podstawa  oznaczania  poziomu  wolnych  rodnikow  jest  reakcja
wewnatrzkomoérkowej deacetylacji niewykazujacego fluorescencji dioctanu 2°,7°-
dichlorodihydrofluoresceiny (ang. 2’,7°-dichlorodihydrofluorescein diacetate, H2DCF-
DA) do 2’,7’-dichloroddihydrofluorescyny (ang. 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein,
H2DCEF), ktora nastgpnie ulega utlenieniu przez wolne rodniki do silnie fluorescencyjnej
2°,7’-dichlorofluoresceiny (ang. 2°,7’-dichlorofluorescein, DCF) [Royall i Ischiropoulos,
1993]. Komérki wysiewano na 96-dotkowe czarne ptytki z przezroczystym dnem.
Nastepnego dnia pozywke hodowlang wymieniano na medium do traktowania, w ktorym
podawano oligomery AP i badane zwigzki. Po 24 godzinach medium do traktowania

zastepowano 10 uM roztworem H2DCF-DA (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA; nr
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kat. D6883) w buforze Hanksa (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA; nr kat. H8264)
i inkubowano w 37°C przez 50 minut bez dostepu $§wiatta. Fluorescencje mierzono przy
uzyciu spektrofluorymetru TECAN M100 PRO (Bioz, Los Altos, Kalifornia, USA) przy
Apobudzenia = 488 nm i Aemisii = 525 nm. Otrzymane wyniki fluorescencji przeliczano na

wartosci absorbancji uzyskane z wykonywanego rownolegle testu MTT.

3.4.2 Oznaczanie potencjalu blony mitochondrialnej

Do oznaczenia potencjatu btony mitochondrialnej (MMP) wykorzystano zestaw
JC-10 Assay (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA; nr kat. MAK159). Podstawg
metody jest reakcja agregacji kationowego, lipofilnego barwnika JC-10, ktory jest lepiej
rozpuszczalng W  wodzie  pochodng  jodku 1,1°,3,3’-tetraetylo-5,5,6,6’-
tetrachloroimidokarbocyjaniny (JC-1) [Nuydens iwsp., 1999]. Selektywna akumulacja
JC-10 w mitochondriach zalezy od MMP. W komoérkach ze spolaryzowang btong
mitochondrialng barwnik tworzy w mitochondrium agregaty o czerwonej fluorescencji,
natomiast w komoérkach apoptotycznych spadek MMP prowadzi do przejscia barwnika do
cytoplazmy i powrotu do formy monomerycznej o zielonej fluorescencji. Stosunek
fluorescencji agregatow (czerwone) do fluorescencji monomerow (zielone) jest miarg
poziomu uszkodzenia blony mitochondrialne;.

Komoérki wysiewano na 96-dotkowe czarne ptytki z przezroczystym dnem.
Nastepnego dnia pozywke hodowlang wymieniano na medium do traktowania, w ktorym
podawano oligomery AP i badane zwiazki. Po 24 godzinach odciaggano medium i na kazdy
dotek dodawano po 50 ul JC-10 Dye Loading Solution (sporzadzonego przez zmieszanie
odczynnika JC-10 x 100 ibuforu A w stosunku 1:100) iinkubowano w 37°C przez
60 minut bez dostepu $wiatta. Po inkubacji na kazdy dotek dodawano po 50 pl buforu B,
po czym mierzono fluorescencje¢ przy uzyciu spektrofluorymetru TECAN M100 PRO
(Bioz, Los Altos, Kalifornia, USA) przy Apobudzenia = 540 NM i Aemisii = 590 nm (czerwona

fluorescencja) oraz Apobudzenia = 490 NM i Aemisji = 525 nm (zielona fluorescencja).

3.5 Analiza ekspresji genow

3.5.1 lzolacja RNA i trawienie DNA

Tkanke zwierzeca oraz komorki zebrane z szalek o $rednicy 6 cm (linia HT22) lub
z ptytek 6-dotkowych (linia BV2), przeptukane dwukrotnie 2 ml zimnego buforu PBS
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA; nr kat. D8537) zawieszano w 1 ml odczynnika
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TRI-reagent (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA nr kat. AM9738)
w wolnych od RNaz i DNaz probéwkach typu Eppendorf,. Nastepnie homogenizowano za
pomoca strzykawki z igla 0 $rednicy 0,6 mm (20 pociggni¢¢), po czym inkubowano
w temperaturze pokojowej (ang. room temperature, RT) przez 5 minut. Do 1 ml
homogenatu dodawano 200 ul chloroformu (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA;
nr kat. 288306) i energicznie wytrzasano przez 15 sekund. Po 5-minutowej inkubacji w RT
probki wirowano (12 000 x g, 15 minut, 4°C). Fazg goérng (wodng) zawierajaca RNA
przenoszono do nowych probowek i w celu wytracenia RNA dodawano 0,5 ml zimnego
izopropanolu, mieszano, inkubowano przez 5 minut w RT iwirowano (12 000 x g,
10 minut, 4°C). Osad przemywano trzykrotnie 1 ml 75% etanolu. Po kilkuminutowym
osuszeniu probek, osad RNA zawieszano W 20 ul wody =zawierajacej 0,1%
dietylopiroweglanu (ang. diethyl pyrocarbonate, DEPC), ktory jest inaktywatorem RNaz
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA nr kat. 46-2224).

Stezenie |1 czystos¢ otrzymanego RNA oznaczano spektrofotometrycznie
w aparacie NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), mierzac gestos¢
optyczng (ang. optical density, OD) przy dtugosci fali 260 nm (RNA) oraz 280 nm (biatka
i DNA). Iloraz OD260/0D280 dla materiatu stosowanego do badan wynosit od 1,7 do 2,0.
W celu oczyszczenia wyizolowanego mRNA z pozostatosci DNA, do nowych probowek
przenoszono objeto$¢ zawierajaca 1 pg czystego mRNA i uzupetiano odczynnikami do
trawienia DNA (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA; nr kat. AMPD1) do obj¢tosci
10 pl. Mieszaning reakcyjna inkubowano 15 minut w temperaturze 25°C. Nastepnie
dodawano 1 pl odczynnika zatrzymujacego reakcje (Stop solution) i dalej prowadzono
inkubacje¢ przez 10 minut W temperaturze 70°C. Po zakonczeniu reakcji probki

przenoszono do lodu.

3.5.2 Odwrotna transkrypcja

Oczyszczony z pozostatosci DNA mRNA (1 pg) byt poddawany reakcji odwrotnej
transkrypcji, ktorej celem bylo uzyskanie DNA komplementarnego do mRNA (ang.
complementary DNA, cDNA). Reakcje syntezy cDNA (sktad mieszaniny reakcyjnej
przedstawiono w tabeli 2.) przeprowadzano zuzyciem zestawu odczynnikow High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornia,
USA, nr kat. 4368814) oraz inhibitora RNaz (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornia,
USA, nr kat. N8080119) w termocyklerze SimpliAmp™ Thermal Cycler (Applied
Biosystems, Foster City, Kalifornia, USA) w nastepujacych warunkach: 10 minut w 25°C,
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120 minut w 37°C, 5 minut w 85°C. Otrzymane cDNA rozcienczano 5-krotnie woda wolng
od RNaz (wyjatkowo do zbadania ekspresji 111b, 116 i Tnf w linii komérkowej HT22 oraz

ekspresji S1pr3 w obu liniach komoérkowych wykorzystano nierozcienczony cDNA).

Tabela 2. Sktad mieszaniny reakcyjnej uzywanej do reakcji odwrotnej transkrypcji.

Skladniki mieszaniny reakcyjnej Objetos¢ [pl]
10 x RT Buffer (bufor do odwrotnej 2,0
transkrypcji)

25 x ANTP Mix (100mM) 0,8
(deoksyrybonukleotydy)

10 x RT Random Primers (startery) 2,0
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1,0
(odwrotna transkryptaza)

RNase inhibitor (inhibitor RNaz) 1,0
H>0 (woda wolna od RNaz) 2,2
MRNA (matryca) 11,0
Calkowita objetos¢ 20,0

3.5.3 Reakcja lancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-time
polymerase chain reaction, real-time PCR)

Poziom mRNA genow kodujacych biatka wymienione w tabeli 3. oznaczano
metodg real-time PCR, wykorzystujac TagMan Gene Expression Assay (mieszanina
nieznakowanych starterow oraz fluorescencyjnej sondy Taqgman) oraz TagMan™ Fast
Advanced Master Mix (mieszanina zawierajaca, m.in. deoksyrybonuklotydy i polimeraze
DNA) (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornia, USA, nr kat. 4444557). Do reakcji
uzywano 4,5 pl matrycy cDNA, 0,5 ul TagMan Gene Expression Assay i 5,0 ul TagMan™
Fast Advanced Master Mix (laczna objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 10,0 pl).
Reakcje dla wszystkich badanych gendéw przeprowadzano na plytkach 96-dotkowych
MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornia, USA, nr kat. 4346907), a kazda probke cDNA amplifikowano
w 3 powtorzeniach. Real-time PCR wykonywano przy pomocy aparatu ABI PRISM 7500
Fast Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornia, USA),
stosujgc nastepujgce warunki: 20 minut aktywacji polimerazy w 95°C, 3 minuty denaturacji
w 95°C, 40 cykli (30 sekund kazdy) przytaczania w 60°C. Poziom mRNA wyrazano jako
wzgledny stosunek probki badanej do probki referencyjnej (kalibratora), po uprzedniej
normalizacji obydwu wzgledem genu referencyjnego (Actb w przypadku analiz

wykonywanych na tkance i komoérkach linii HT22 oraz Gusb w przypadku analiz
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wykonywanych na linii komérkowej BV2). Wzgledny poziom mRNA obliczano, stosujgc
metode AACt [Livak i Schmittgen, 2001]. Wyniki analizy przedstawiano jako % kontroli.

Tabela 3. Sondy Tagman zastosowane w reakcjach real-time PCR

Symbol genu Kodowane bialko Nr identyfikacyjny
Cpix1 kompleksyna 1/CPLX1 (ang. Mm01198853 m1
complexin 1)
Nrxnl neureksyna 1/NRXN1 (ang. Mm00660298 m1
neurexin 1)
Snap25 biatko zwigzane z synaptosomem, | Mm01276449 ml
25 kDa/SNAP-25 (ang.
synaptosomal-associated protein,
25 kDa)
Stxla syntaksyna 1a/STX1A (ang. Mm00444008_m1
syntaxin 1a)
Synl synapsyna 1/SYN1 MmO00449772_m1l
Syp synaptofizyna/SYP (ang. Mm00436850 _m1
synaptophysin)
Sytl synaptotagmina 1/SYT1 Mm00436858 m1
Vampl synaptobrewina 1/biatko 1 Mm01185107_g1
zwigzane Z blong pegcherzyka
(ang. vesicle-associated
membrane protein 1)
Slprl receptor 1 dla S1IP/S1PR1 Mm02619656 sl
Slpr3 receptor 3 dla S1IP/S1PR3 Mm02620181 sl
Slprd receptor 4 dla S1P/S1PR4 MmO00468695 sl
S1pr5 receptor 5 dla S1IP/S1PR5 Mm02620565 sl
Bad zwigzany z Bcl2 agonista $mierci | Mm00432042_m1
komorkowej/BAD (ang. Bcl2-
associated agonist of cell death)
Bax zwigzane z Bcl2 biatko X/BAX Mm00432051_m1
(ang. Bcl2-associated X protein)
Bcl2 Bcl2 MmO00477631_m1
Bcl2l1 Bcl-XL (ang. Bcl2-like 1) MmO00437783_m1
Tnf czynnik martwicy nowotworéw o/ | Mm00443258_m1
TNF-a (ang. tumor necrosis factor
®)
111b interleukina 1B/IL-18 Mm01336189_m1
116 interleukina 6/1L-6 MmO00446190_m1
1118 interleukina 18/1L-18 MmO00434225 m1l
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Symbol genu Kodowane bialko Nr identyfikacyjny

Aktl kinaza biatkowa B (PKB)/AKT MmO01331626_m1
(ang. protein kinase B)

Gsk3b kinaza syntazy glikogenu MmO00444911 _m1

3p/GSK-3p (ang. glycogen
synthase kinase-3f3)

Mapt biatko Tau zwigzane MmO00521988 _m1l
z mikrotubulami/Tau (ang.
microtubule associated protein

Tau)

Gusb B-glukuronidaza/GUSB (ang. Mm01197698 m1
B-glucuronidase)

Actb B-aktyna/ACTB (ang. -actin) nr kat. 4352341E

3.6 Immunodetekcja bialek metoda Western Blot (\WB)

3.6.1 Przygotowanie materialu do analizy

Mrozong tkanke rozdrabniano i mieszano z komercyjnym buforem do lizy
T-PER™ Tissue Protein Extraction Reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA, nr kat. 78510) w proporcji 20 ul buforu na 1 mg tkanki. Bezposrednio przed uzyciem
do buforu dodawano mieszaning inhibitoréw proteaz i fosfataz (1:100) (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA, nr kat. 78440). Tkank¢ homogenizowano za pomocg
strzykawki z igla 0 $rednicy 0,6 mm (20 pociagnie¢) i igta 0 $rednicy 0,4 mm (10
pociagnig¢). Zhomogenizowane probki poddawano krotkiej (15-sekundowej) sonikacji na
lodzie i wirowano (10 000 x g, 5 minut, 4°C). Nadsgcz zawierajacy biatko przenoszono do
nowych probéwek typu Eppendorf i oznaczano zawarto$¢ biatka metodg BCA zgodnie
z protokotem zataczonym przez producenta (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA, nr. kat. 23227). Nastepnie do homogenatu dodawano bufor obcigzajaco-barwigcy
(Bufor Laemmli 5x) o skfadzie podanym w tabeli 4. w proporcji objetosciowe;j

homogenatu do buforu 3:2 i denaturowano przez 5 minut w temperaturze 95°C.

Tabela 4. Sktad buforu Laemmli 5x

Skladnik Stezenie
Tris HCI pH 6,8 156,25 mM
Glicerol 50%
Dodecylosiarczan sodu (SDS) 5%

Biekit bromofenolowy 0,5%
Ditiotreitol (DTT) 250 mM
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3.6.2 Rozdzial elektroforetyczny i transfer bialek

Rozdziat elektroforetyczny biatek przeprowadzano metodg SDS-PAGE (ang.
sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis) w zelu poliakrylamidowym
z dodatkiem SDS o ggstosci 10% lub 15%, zaleznej od masy badanego biatka (tabela 5.).
Na zel naktadano probki w ilosci 30-50 pg oraz 5 pl markera Precision Plus Protein Dual
Color Standards (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, USA; nr kat. 1610374)
w celu identyfikacji masy czasteczkowej prazkow uzyskanych po rozdziale. Elektroforeze
prowadzono w buforze o sktadzie podanym w tabeli 5. w aparacie Mini-PROTEAN Tetra
Vertical Electrophoresis Cell (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, USA) przy
statym napigciu 100 V.

Nastepnie przeprowadzono mokry transfer bialek z zelu na membrang
nitrocelulozowg 0 $rednicy oczek 0,45 um (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia,
USA; nr kat. 1620115) w buforze do transferu (tabela 5.) w stalych warunkach (napigcie
50 V, 2 godziny). W celu sprawdzenia wydajnosci transferu membrany barwiono 0,1%
roztworem Ponceau S w 5% kwasie octowym (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA;
nr kat. 141194).

3.6.3 Immunodetekcja bialek

Aby zablokowaé¢ miejsca niespecyficznego wigzania przeciwcial, membrang
z biatkami poddawano inkubacji (1 h, RT) w 5% roztworze odtluszczonego mleka
w buforze TBS-T (ang. tris-buffered saline with Tween 20) o sktadzie przedstawionym
w tabeli 5. Gdy roztwor, w ktorym przygotowywano przeciwciato pierwszorzedowe byt
inny niz roztwér blokujacy, inkubacj¢ z przeciwciatem pierwszorzedowym poprzedzato
ptukanie membrany w TBS-T (3 razy po 5 minut). Nastgpnie membrang inkubowano (noc,
4°C) z odpowiednio przygotowanym przeciwcialem pierwszorzedowym (tabela 6.).
Kolejnego dnia membrang ptukano trzykrotnie po 5 minut w TBS-T i inkubowano (1h, RT)
z odpowiednim  (anty-mysie lub anty-krdlicze) przeciwciatem drugorzedowym
skoniugowanym z peroksydaza chrzanowa (ang. horseradish peroxidase, HRP) w 5%
roztworze odtluszczonego mleka w TBS-T. W celu usunigcia niezwigzanych specyficznie
przeciwcial membrang ptukano trzykrotnie po 5 minut w TBS-T. W ostatnim etapie
membrang poddawano reakcji chemiluminescencyjnej za pomocg Clarity Western ECL
Substrate (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, USA; nr kat. 1705061). Membrany

wykorzystane uprzednio inkubowano 30 minut w buforze do strippingu (tabela 5.) w celu
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odmycia zwigzanych przeciwcial | ptukano trzykrotnie po 5 minut w TBS-T, po czym
uzywano do kolejnych oznaczen immunochemicznych.

Chemiluminescencj¢ mierzono za pomocg aparatu Fusion FX6 (Vilber, Collégien,
Francja) lub naswietlajac swiattoczuty film (Roche Diagnostics, Mannheim, Niemcy; nr
kat. 11 666 916 001). Analize densytometryczng przeprowadzono W programie TotalLab
v1.11 (TotalLab Ltd., Gosforth, Wielka Brytania). Wyniki przedstawiano jako iloraz
sygnatu badanego biatka do biatka referencyjnego, ktorym byta dehydrogenaza aldehydu
3-fosfoglicerynowego (ang. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH).

Tabela 5. Sktad zeli i buforéw uzywanych do WB

Zel zageszczajacy 4% 4% akrylamid/bisakrylamid;
125 mM Tris-HCI (pH 6,8); 0,1% SDS;
0,1% TEMED,; 0,5% nadsiarczan amonu

Zel rozdzielajacy 10% 10% akrylamid/bisakrylamid;
375 mM Tris-HCI (pH 8,8); 0,1% SDS;
0,05% TEMED:; 0,5% nadsiarczan amonu

Zel rozdzielajacy 15% 15% akrylamid/bisakrylamid;
375 mM Tris-HCI (pH 8,8); 0,1% SDS;
0,05% TEMED: 0,5% nadsiarczan amonu

Bufor do elektroforezy (TGS 1x) 25 mM Tris; 192 mM glicyna; 0,6% SDS
(pH 8,3)
Bufor do transferu (bufor C 1x) 10 mM NaHCOs; 3 mM NaCOg;

20% metanol (pH 9,9)

Bufor TBS-T 1x 20 mM Tris-HCI; 500 mM NacCl;
0,1% Tween®20 (pH 7,6)

Bufor do strippingu 1% SDS; 50 mM glicyna-HCI (pH 2,0)
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Tabela 6. Warunki immunodetekcji dla poszczegdlnych biatek

Oznaczane bialko

Gestos¢ zelu

Przeciwcialo
I-rzedowe
(rozcienczenie,
producent, nr kat.)

Przeciwcialo
Il-rzedowe
(rozcienczenie,
producent, nr kat.)

w TBS-T
(Santa Cruz
Biotechnology;
sc-20039)

SYP 10% 1:750 w TBS-T anty-mysie, 1:4000
(Santa Cruz w 5% mleku
Biotechnology; w TBS-T (Santa
sc-5507) Cruz
Biotechnology,
sc-516102)
SYT1 10% 1:1000 w 5% BSA | anty-krolicze,
w TBS-T (Cell 1: 4000 w 5%
Signaling; 3347) mleku w TBS-T
(Sigma-Aldrich;
A0545)
SNAP-25 10% 1:1000 w 5% mleku | anty-krolicze,
w TBS-T (Cell 1: 4000 w 5%
Signaling; 5309) mleku w TBS-T
(Sigma-Aldrich;
A0545)
STX1 10% 1:1000 w 5% mleku | anty-mysie, 1:4000
w TBS-T w 5% mleku
(Santa Cruz w TBS-T (Santa
Biotechnology; Cruz
sc-12736 Biotechnology,
sc-516102)
VAMP1/2 15% 1:500 w 5% mleku | anty-mysie, 1:4000

w 5% mleku

w TBS-T (Santa
Cruz
Biotechnology,
sc-516102)
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Oznaczane bialko

Gestos¢ zelu

Przeciwcialo
I-rzedowe
(rozcienczenie,
producent, nr kat.)

Przeciwcialo
ll-rzedowe
(rozcienczenie,
producent, nr kat.)

CPLX1/2 15% 1:250 w TBS-T anty-mysie, 1:4000
(Santa Cruz w 5% mleku
Biotechnology; w TBS-T (Santa
sc-365152) Cruz
Biotechnology,
sc-516102)
NRXN1 10% 1: 500 w TBS-T anty-krolicze,
(Thermo Fisher 1: 4000 w 5%
Scientific; mleku w TBS-T
PA5-49444) (Sigma-Aldrich;
A0545)
SYN1A-B 10% 1:500 w TBS-T anty-mysie, 1:4000
(Santa Cruz w 5% mleku
Biotechnology; w TBS-T (Santa
sc-390867) Cruz
Biotechnology,
sc-516102)
Tau 10% 1:250 w 5% mleku | anty-mysie, 1:4000
w TBS-T w 5% mleku
(Santa Cruz w TBS-T (Santa
Biotechnology; Cruz
sc-32274) Biotechnology,
sc-516102)
pTau 10% 1:250 w TBS-T anty-mysie, 1:4000
(fosforylowane na (Cell Signaling; w 5% mleku
Ser396) 9632) w TBS-T (Santa

Cruz
Biotechnology,
sc-516102)
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Oznaczane bialko

Gestos¢ zelu

Przeciwcialo
I-rzedowe
(rozcienczenie,
producent, nr kat.)

Przeciwcialo
ll-rzedowe
(rozcienczenie,
producent, nr kat.)

pTau 10% 1:1000 w 5% mleku | anty-krolicze,
(fosforylowane na w TBS-T 1: 4000 w 5%
Ser199 i Ser202) (Sigma-Aldrich; mleku w TBS-T
T6819) (Sigma-Aldrich;
A0545)
pTau 10% 1:500 w 5% mleku | anty-krolicze,
(fosforylowane na w TBS-T (Cell 1: 4000 w 5%
Ser416) Signaling; 15013) mleku w TBS-T
(Sigma-Aldrich;
A0545)
AKT 10% 1:1000 w 5% mleku | anty-krolicze,
w TBS-T (Cell 1: 4000 w 5%
Signaling; 4691) mleku w TBS-T
(Sigma-Aldrich;
A0545)
pAKT 10% 1:1000 w 5% mleku | anty-krolicze,
(fosforylowane na w TBS-T (Cell 1: 4000 w 5%
Ser473) Signaling; 4060) mleku w TBS-T
(Sigma-Aldrich;
A0545)
GSK-3p 10% 1:1000 w 5% mleku | anty-krolicze,
w TBS-T (Cell 1: 4000 w 5%
Signaling; 9315) mleku w TBS-T
(Sigma-Aldrich;
A0545)
pGSK-3p 10% 1: 500 w 5% mleku | anty-krolicze,

(fosforylowane na
Ser9)

w TBS-T (Cell
Signaling; 9336)

1: 4000 w 5%
mleku w TBS-T
(Sigma-Aldrich;
A0545)
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Oznaczane bialko

Gestos¢ zelu

Przeciwcialo
I-rzedowe
(rozcienczenie,
producent, nr kat.)

Przeciwcialo
ll-rzedowe
(rozcienczenie,
producent, nr kat.)

(fosforylowane na
Ser136)

w TBS-T (Cell
Signaling; 4366)

BAD 15% 1: 500 w 5% mleku | anty-krolicze,
w TBS-T (Cell 1: 4000 w 5%
Signaling; 9292) mleku w TBS-T
(Sigma-Aldrich;
A0545)
pBAD 15% 1: 500 w 5% mleku | anty-krolicze,

1: 4000 w 5%
mleku w TBS-T
(Sigma-Aldrich;
A0545)

GAPDH

10%, 15%

1: 40 000 w 5%
mleku w TBS-T
(Sigma Aldrich;
G9545)

anty-krolicze,

1: 4000 w 5%
mleku w TBS-T
(Sigma-Aldrich;
A0545)

3.7 Statystyczne opracowanie wynikow

Wszystkie wyniki wyrazono jako §rednig arytmetyczng + odchylenie standardowe

$redniej (ang. standard error of mean, SEM). Liczb¢ doswiadczen podano w legendzie do

kazdej ryciny. W badaniach in vivo analizg statystyczna wynikow przeprowadzono,

stosujac dwuczynnikowg analize wariancji (ang. analysis of variance, ANOVA) z testem

post hoc Bonferroniego,

natomiast analize¢ wynikow z doswiadczen

in vitro

jednoczynnikowa ANOVA z testem post hoc Sidaka, przy uzyciu oprogramowania

GraphPad Prism 8.0. Roznice byly uznawane za znamienne statystycznie, gdy poziom

istotnosci wynosit p < 0,05.
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4. Wyniki

4.1 Badania in vivo

411 Wplyw modulatora receptorow dla S1P, FTY720, na zmiany w ekspresji
genow i immunoreaktywnos$ci wybranych bialek presynaptycznych w korze
moézgu i hipokampie myszy transgenicznych z mutacja londynska w genie dla
APP

4.1.1.1 Biatka kompleksu SNARE w korze mozgu 3- | 12-miesigcznych myszy
Jak wspomniano we wstepie, biatka kompleksu SNARE, tj. STX1A, SNAP-25 oraz

VAMPL i VAMP2, odgrywaja centralng role W przekaznictwie synaptycznym poprzez

koordynowanie egzocytozy pecherzykow synaptycznych z nastegpczym uwalnianiem

neuroprzekaznikow [Ramakrishnan iwsp., 2012]. Analiza poziomu mRNA gendéw
kodujacych STX1A, SNAP-25 i VAMP1 wykazala istotne statystycznie obnizenie
poziomu mRNA Vampl w korze mozgu myszy APP* w obu badanych grupach wiekowych

(ryc. 10E). Co wazne, u 12-miesi¢cznych zwierzat APP* podanie fingolimodu znamiennie

zwigkszato poziom mRNA Vampl (ryc. 10E). Nie zaobserwowano natomiast istotnych

roznic w poziomie mRNA Stx1a ani Snap25 pomiedzy myszami transgenicznymi (APP™)

i myszami kontrolnymi (APP") w zadnej z badanych grup wiekowych (ryc. 10A,C). Nie

stwierdzono rowniez istotnych zmian w poziomie immunoreaktywnosci badanych biatek

w zadnej z badanych grup wiekowych (ryc. 10B,D,F).
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Rycina 10. Wptyw FTY720 na ekspresj¢ genow (A,C,E) i immunoreaktywno$¢ (B,D,F)
bialek kompleksu SNARE w korze mézgowej 3- (3M) i 12-miesigcznych (12M) myszy
APP" i APP*,

Dwuczynnikowa ANOVA z testem post hoc Tukeya; n = 3-6 (dla Stxla, STX1, Vampl, VAMP1/2,
SNAP-25 w grupie 12-miesi¢cznych zwierzat); n = 6-8 (dla doswiadczen przeprowadzonych na 3-
miesigcznych zwierzgtach); n = 7-9 (dla Snap25 w grupie 12-miesigcznych zwierzat). * p < 0,05;
*** 5 <0,001 wzgledem NaCl APP". # p < 0,05 wzgledem NaCl APP*. Pod wykresami dotyczacymi
wynikoéw analizy Western Blot umieszczono reprezentacyjne obrazy immunodetekcji.

4.1.1.2 Biatka kompleksu SNARE w hipokampie 3- i 12-miesi¢ecznych myszy

W hipokampie 12-miesigcznych zwierzat transgenicznych zaobserwowano istotne
obnizenie poziomu MRNA Snap25 i Stxla. Podanie fingolimodu w tej grupie zwierzat
przywracato ekspresje badanych genow do/lub powyzej wartosci kontrolnych (ryc.
11A,C). Natomiast w hipokampie 3-miesi¢cznych myszy APP* odnotowano obnizenie
poziomu mMRNA Vampl (ryc. 11E). Nie stwierdzono istotnych zmian w poziomie

immunoreaktywno$ci badanych bialek w zadnej z badanych grup wiekowych
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(ryc. 11B,D,F), cho¢ zaobserwowano wyrazng tendencje do obnizenia poziomu
immunoreaktywnosci SNAP-25 u 3-miesi¢cznych myszy transgenicznych (p = 0,0565)
(ryc. 11B).
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Rycina 11. Wptyw FTY720 na ekspresj¢ genow (A,C,E) i immunoreaktywno$¢ (B,D,F)
biatek kompleksu SNARE w hipokampie 3- (3M) i 12-miesi¢cznych (12M) myszy APP-
i APP™.
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Dwuczynnikowa ANOVA ztestem post hoc Tukeya; n = 3-6 (dla Snap25 i SNAP-25 w obu
grupach wiekowych, Stxla iSTX1 w grupie 12-miesigcznych zwierzat, Vampl w grupie 3-
miesiecznych myszy, VAMP1/2 w grupie 12-miesi¢cznych myszy); n = 6-8 (dla Stxla, STX1,
VAMP1/2 w grupie 3-miesi¢cznych zwierzat); n = 9-13 (dla Vampl w grupie 12-miesi¢cznych
zwierzat). * p < 0,05; ** p < 0,01 wzgledem NaCl APP". ## p < 0,01; ### p < 0,001 wzgledem
NaCl APP*. Pod wykresami dotyczacymi wynikow analizy Western Blot umieszczono
reprezentacyjne obrazy immunodetekc;ji.

4.1.1.3 Biatka regulatorowe kompleksu SNARE w korze mozgu 3- i 12-miesiecznych
myszy

Analiza poziomu mRNA gendéw kodujacych biatka regulatorowe kompleksu
SNARE w korze mozgowej wykazata istotne obnizenie poziomie mRNA Nrxnl
u 12-miesigcznych myszy APP* w poréwnaniu do myszy kontrolnych (APP") z tej samej
grupy wiekowej (ryc. 12E). Natomiast na podstawie badan immunoreaktywnosci
stwierdzono znamienny wzrost poziomu SYP i SYT1 u 3-miesi¢cznych zwierzat

transgenicznych (ryc. 12B,D).
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Rycina 12. Wptyw FTY720 na ekspresj¢ genow (A,C,E,G,1) i immunoreaktywno$é
(B,D,F,H,J) biatek regulatorowych kompleksu SNARE w korze moézgowej 3- (3M)
i 12-miesiecznych (12M) myszy APP" i APP".

Dwuczynnikowa ANOVA z testem post hoc Tukeya; n = 3-6 (dla Syp, Sytl, Nrxnl w obu grupach
wiekowych, NRXN1 w grupie 12-miesigcznych myszy, Cplx1 w grupie 3-miesigcznych myszy);
n=6-9 (dlaSYP, SYT1, CPLX1/2, SYN1A-B, Synl w obu grupach wiekowych, NRXN1 w grupie
3-miesigcznych myszy, Cplx1 w grupie 12-miesiecznych zwierzat). * p < 0,05; ** p < 0,01
wzglgdem NaCl APP". # p < 0,05 wzgledem NaCl APP*. Pod wykresami dotyczacymi wynikow
analizy Western Blot umieszczono reprezentacyjne obrazy immunodetekcii.

4.1.1.4 Biatka regulatorowe kompleksu SNARE w hipokampie 3- i 12-miesi¢cznych
myszy

Zaréwno U 3-miesiecznych, jak i 12-miesiecznych zwierzat transgenicznych
stwierdzono istotne obnizenie poziomu mRNA Sytl w hipokampie (ryc. 13C). U starszych
zwierzat APP* zaobserwowano rowniez znamienne obnizenie ekspresji Nrxnl oraz Cplx1,
ktéra w przypadku obu genow istotnie zwigkszala si¢ powyzej wartosci kontrolnych po

podaniu fingolimodu (ryc. 13E,G). Nie odnotowano istotnych zmian w poziomie
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immunoreaktywnosci badanych bialek w zadnej z badanych grup wiekowych (ryc.

13B,D,F,H,J).
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Rycina 13. Wplyw FTY720 na ekspresje genéow (A,C,E,G,I) i immunoreaktywno$é
(B,D,F,H,J) biatek regulatorowych kompleksu SNARE w hipokampie 3- (3M)
i 12-miesiecznych (12M) myszy APP" i APP*,

Dwuczynnikowa ANOVA z testem post hoc Tukeya; n = 3-5 (dla Syt1, Nrxnl, NRXN1, SYN1A-
B w obu grupach wiekowych, Syp i Synl w grupie 3-miesigcznych myszy, SYP, SYT, CPLX1/2
w grupie 12-miesigcznych zwierzat); n = 6-9 (dla Cplx1 w obu grupach wiekowych, SYP, SYT,
CPLX1/2 w grupie 3-miesigcznych zwierzat, Synl w grupie 12-miesi¢cznych zwierzat); n = 9-14
(dla Syp w grupie 12-miesigcznych myszy). * p < 0,05 wzgledem NaCl APP". # p < 0,05; ## p <
0,01 wzgledem NaCl APP*. Pod wykresami dotyczacymi wynikéw analizy Western Blot
umieszczono reprezentacyjne obrazy immunodetekcji.

4.1.2 Wplyw modulatora receptorow dla S1P, FTY720, na zmiany w ekspresji
genow i poziomie ufosforylowania kinazy AKT i jej bialek efektorowych
w korze mézgu i hipokampie myszy transgenicznych z mutacja londynska
w genie dla APP

4.1.2.1 Kinaza AKT i jej biatka efektorowe w korze mozgu 3- i 12-miesiecznych myszy
Sciezka sygnatowa zalezna od PI3K jest dobrze znanym regulatorem przezycia
i proliferacji komorek. Biatkiem efektorowym dla PI3K jest serynowo-treoninowa kinaza
AKT, ktora posredniczy W sygnalizacji zaleznej od receptorow dla S1P [Safarian i wsp.,
2015; Gaire i wsp., 2018]. Kinaza AKT do catkowitej aktywacji wymaga ufosforylowania
reszt serynowych w pozycji 473 C-koncowej domeny regulatorowej. W niniejszej pracy
zbadano ekspresje¢ genu kodujgcego kinaze AKT oraz poziom ufosforylowania AKT na
serynie 473 w korze mézgu myszy z nadekspresja ludzkiego zmutowanego genu dla APP,

ktérym podawano fingolimod, modulator receptorow dla S1P.
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Nie zaobserwowano istotnych zmian w poziomie mMRNA Aktl w korze moézgu
zwierzat APP™ w zadnej z badanych grup wiekowych (ryc. 14A). Nie stwierdzono réwniez
znamiennych zmian w poziomie fosforylacji AKT, immunoreaktywno$ci catkowitej
kinazy AKT ani stosunku formy ufosforylowanej do catkowitej (ryc. 14B,C,D), co
wskazuje, ze zwigkszona ekspresja APP nie wptywa na aktywno$¢ tej kinazy w korze

moézgowej W badanym modelu ChA.
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Rycina 14. Wptyw FTY720 na ekspresje genu (A) i immunoreaktywnos$¢ calkowitej
i ufosforylowanej formy (B,C,D) kinazy AKT w korze mozgowe] 3- (3M)
i 12-miesigcznych (12M) myszy APP i APP™.

Dwuczynnikowa ANOVA z testem post hoc Tukeya; n = 7-8. # p < 0,05 wzgledem NaCl APP*.
Pod wykresami dotyczacymi wynikoéw analizy Western Blot umieszczono reprezentacyjne obrazy
immunodetekgcji.

Biatkiem efektorowym kinazy AKT jest proapoptotyczne biatko BAD z rodziny
bialek Bcl2. Nieufosforylowany BAD tworzy heterodimer z antyapoptotycznym biatkiem
Bcl-XL, co stymuluje uwalnianie cytochromu c¢ z mitochondriow do cytoplazmy.
Fosforylacja BAD na serynie 136 prowadzi do jego zwigzania si¢ z biatkiem 14-3-3, co

uniemozliwia taczenie si¢ z Bcl-XL i tym samym hamuje proapoptotyczne dziatanie BAD
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[Datta iwsp., 1997; Masters iwsp., 2001]. Nie wykazano istotnych réznic migdzy
poziomem mMRNA Bad w korze moézgu myszy transgenicznych (APPY) i myszy
kontrolnych (APP") w zadnej z badanych grup wiekowych (ryc. 15A). Nie stwierdzono
réwniez znamiennych zmian W poziomie fosforylacji BAD, immunoreaktywnosci

calkowitej biatka BAD ani stosunku formy ufosforylowanej do catkowitej (ryc. 15B,C,D).
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Rycina 15. Wptyw FTY720 na ekspresje genu (A) i immunoreaktywnos$¢ calkowitej
i ufosforylowanej formy (B,C,D) biatkka BAD w korze moézgowej 3- (3M)
i 12-miesigcznych (12M) myszy APP" i APP™.

Dwuczynnikowa ANOVA ztestem post hoc Tukeya; n = 7-8. Pod wykresami dotyczacymi
wynikoéw analizy Western Blot umieszczono reprezentacyjne obrazy immunodetekcji.

Innym biatkiem fosforylowanym przez AKT jest GSK-33. Jak wspomniano we
wstepie, W zaleznos$ci od miejsca fosforylacji GSK-3f moze by¢ aktywowana lub
hamowana. Kinaza AKT fosforyluje GSK-33 na serynie 9, wten sposob hamujac
aktywno$¢ tego enzymu [Cross iwsp., 1995]. Analiza poziomu mRNA nie wykazata

znamiennych réznic pomigdzy ekspresja Gsk3b w korze mozgu myszy transgenicznych
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(APP*) i myszy kontrolnych (APP") w zadnej z badanych grup wiekowych (ryc. 16A). Nie
stwierdzono istotnych zmian w poziomie fosforylacji GSK-3p ani immunoreaktywnosci
calkowite] kinazy GSK-3B w zadnej z badanych grup wiekowych (ryc. 16B,C).
Zaobserwowano natomiast wyrazng tendencj¢ wzrostowa stosunku formy ufosforylowane;j

do catkowitej (p = 0,0896) u 12-miesi¢cznych myszy transgenicznych (ryc. 16D).
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Rycina 16. Wptyw FTY720 na ekspresje genu (A) i immunoreaktywnos$¢ catkowitej
i ufosforylowanej formy (B,C,D) GSK-3B w korze mozgowej 3- (3M) i 12-miesiecznych
(12M) myszy APP" i APP*,

Dwuczynnikowa ANOVA z testem post hoc Tukeya; n = 6-8. Pod wykresami dotyczacymi
wynikoéw analizy Western Blot umieszczono reprezentacyjne obrazy immunodetekcji.

4.1.2.2 Kinaza AKT i jej biatka efektorowe w hipokampie 3- i 12-miesigcznych myszy
Wplyw nadekspresji ludzkiego zmutowanego genu dla APP oraz fingolimodu na

kinaz¢ AKT oraz jej biatka efektorowe zbadano réwniez w hipokampie — czgsci mozgu,

w ktorej, podobnie jak w korze, dochodzi do najwickszych zmian neuropatologicznych

w ChA. Nie stwierdzono istotnych zmian w poziomie mMRNA Aktl w hipokampie w zadnej

80



Wyniki

z badanych grup wiekowych (ryc. 17A). Nie wykazano zmian w poziomie ufosforylowania
AKT na serynie 473 ani w poziomie immunoreaktywnosci catkowitej formy AKT
w zastosowanym mysim modelu ChA (ryc. 17B,C). Zaobserwowano natomiast znamienne
obnizenie stosunku formy ufosforylowanej do catkowitej (pAKT (Serd73)/AKT)
w hipokampie 3-miesiecznych myszy transgenicznych oraz istotny statystycznie wzrost
stosunku pAKT (Ser473)/AKT w hipokampie 12-miesiecznych zwierzat APP* (ryc. 17D).
Podanie fingolimodu nie miato wptywu na zmiany w aktywnosci kinazy AKT. Otrzymane
wyniki wskazuja, ze kierunek zmian aktywnosci AKT pod wptywem mutacji londynskiej

w genie dla APP zalezy od wieku zwierzat.
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Rycina 17. Wptyw FTY720 na ekspresj¢ genu (A) i immunoreaktywnos$¢ catkowitej
i ufosforylowanej formy (B,C,D) kinazy AKT w hipokampie 3- (3M) i 12-miesi¢cznych
(12M) myszy APP" i APP*,

Dwuczynnikowa ANOVA z testem post hoc Tukeya; n = 5-8. * p < 0,05 wzgledem NaCl APP".
Pod wykresami dotyczacymi wynikoéw analizy Western Blot umieszczono reprezentacyjne obrazy
immunodetekgcji.

Nie zaobserwowano istotnych zmian w poziomie mRNA Bad w hipokampie
zwierzat APP™ w zadnej z badanych grup wiekowych (ryc. 18A). Nie stwierdzono réwniez
znamiennych zmian w poziomie fosforylacji BAD, immunoreaktywnosci catkowitej BAD

ani stosunku formy ufosforylowanej do catkowitej (ryc. 18B,C,D).
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Rycina 18. Wptyw FTY720 na ekspresje genu (A) i immunoreaktywnos$¢ calkowitej
i ufosforylowanej formy (B,C,D) biatka BAD w hipokampie 3- (3M) i 12-miesi¢cznych
(12M) myszy APP" i APP*,

Dwuczynnikowa ANOVA ztestem post hoc Tukeya; n = 5-8. Pod wykresami dotyczacymi
wynikow analizy Western Blot umieszczono reprezentacyjne obrazy immunodetekcji.

Nie stwierdzono istotnych zmian w poziomie mRNA Gsk3b w hipokampie
w zadnej z badanych grup wiekowych (ryc. 19A). Wykazano znamienny wzrost
ufosforylowania GSK-3 na serynie 9 w hipokampie 12-miesigcznych zwierzat
transgenicznych (ryc. 19B). Poziom immunoreaktywnos$ci catkowitej formy GSK-3f nie
ulegal zmianie W zadnej z badanych grup wiekowych (ryc. 19C). Zaobserwowano
natomiast wyrazng tendencje do wzrostu (p = 0,0718) stosunku formy ufosforylowanej do
catkowitej (pGSK-3p (Ser9)/GSK-3B) w hipokampie 12-miesiecznych myszy
transgenicznych (ryc. 19D).
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Rycina 19. Wplyw FTY720 na ekspresj¢ genu (A) i immunoreaktywnos¢ catkowitej
i ufosforylowanej formy (B,C,D) GSK-3p w hipokampie 3- (3M) i 12-miesi¢cznych (12M)
myszy APP" i APP*,

Dwuczynnikowa ANOVA z testem post hoc Tukeya; n = 6-8. * p < 0,05 wzgledem NaCl APP".
Pod wykresami dotyczacymi wynikow analizy Western Blot umieszczono reprezentacyjne obrazy
immunodetekcji.

4.1.3 Wplyw modulatora receptorow dla S1P, FTY720, na zmiany w ekspresji genu
i poziomie ufosforylowania bialka Tau w korze mozgu i hipokampie myszy
transgenicznych z mutacjg londynska w genie dla APP

4.1.3.1 Biatko Tau w korze mozgowej 3- i 12-miesiecznych myszy

Glownym substratem kinazy GSK-3p jest bialtko Tau, ktorego nadmierna
fosforylacja jest jedng z cech charakterystycznych ChA. W pierwszym etapie zbadano
wplyw mutacji londynskiej w genie kodujacym APP na poziom mRNA Mapt (gen
kodujacy biatko Tau) oraz immunoreaktywnos¢ catkowitego biatka Tau w korze mozgu.
Nie wykazano zmian w poziomie mRNA Mapt (ryc. 20A) ani w immunoreaktywnos$ci
catkowitego biatka Tau w zadnej z badanych grup wiekowych (ryc. 20B).

Nastepnie zbadano poziom fosforylacji biatka Tau przez kinaze GSK-33 w dwoch
charakterystycznych dla ChA miejscach (seryna 396 i seryna 199/202). Obie fosforylacje
nalezg do najwcze$niejszych modyfikacji biatka Tau w przebiegu ChA [Utton i wsp., 1997;
Li iwsp., 2013]. W zastosowanym modelu ChA nie zaobserwowano istotnych zmian
W poziomie ufosforylowania biatka Tau na Ser396 ani w stosunku formy ufosforylowanej
do catkowitej (pTau (Ser396)/Tau) w korze mdzgowej w badanych grupach wiekowych
(ryc. 20C,D). Nie zaobserwowano réwniez istotnych zmian w poziomie ufosforylowania
biatka Tau na Ser199/202 ani w stosunku formy ufosforylowanej do calkowitej
(pTau (Ser199/202)/Tau) w korze mozgowej zadnej z badanych grup wiekowych (ryc.
20E,F).

W fosforylacji biatka Tau biorg rowniez inne kinazy, dlatego dla poréwnania
zbadano wptyw mutacji londynskiej na poziom ufosforylowania biatka Tau na serynie 416,
za co odpowiada CaMKI|I [Steiner i wsp., 1990; Yamamoto i wsp., 2005]. Nie stwierdzono
istotnych zmian w poziomie ufosforylowania biatka Tau na Ser416 ani w stosunku formy
ufosforylowanej do catkowitej (pTau (Ser416)/Tau) w korze mézgowej zadnej z badanych

grup wiekowych (ryc. 20G,H).
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Rycina 20. Wptyw FTY720 na ekspresje genu (A) i immunoreaktywnos$¢ calkowitej
i ufosforylowanych form (B-H) biatka Tau w korze mézgowej 3- (3M) i 12-miesi¢cznych
(12M) myszy APP" i APP*,

Dwuczynnikowa ANOVA ztestem post hoc Tukeya; n = 5-8. Pod wykresami dotyczacymi
wynikow analizy Western Blot umieszczono reprezentacyjne obrazy immunodetekc;i.

4.1.3.2 Biatko Tau w hipokampie 3- i 12-miesi¢cznych myszy

Badania przeprowadzone w hipokampie nie wykazaty istotnych zmian w poziomie
MRNA Mapt (ryc. 21A) ani w immunoreaktywnos$ci catkowitego biatka Tau w zadne;j
z badanych grup wiekowych (ryc. 21B). Stwierdzono natomiast znamienny wzrost
poziomu fosforylacji biatka Tau na serynie 416 w hipokampie 12-miesi¢cznych zwierzat
transgenicznych (ryc. 21G). Nie wykazano znamiennych réznic w stosunku formy

ufosforylowanej na Ser416 do catkowitej biatka Tau (pTau (Ser416)/Tau) (ryc. 21H). Nie
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stwierdzono znamiennych zmian w poziomie fosforylacji na Ser396 (ryc. 21C,D) ani na
Ser199/202 (ryc. 21E,F).
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Rycina 21. Wptyw FTY720 na ekspresje genu (A) I immunoreaktywnos$¢ catkowitej
i ufosforylowanych form (B-H) biatka Tau w hipokampie 3- (3M) i 12-miesigcznych
(12M) myszy APP" i APP*,

Dwuczynnikowa ANOVA z testem post hoc Tukeya; n = 5-8. * p < 0,05; ** p < 0,01 wzgledem
NaCl APP. Pod wykresami dotyczacymi wynikow analizy Western Blot umieszczono
reprezentacyjne obrazy immunodetekcji.

92



Wyniki

4.2 Badania in vitro

4.2.1 Wplyw modulatorow receptoréw dla S1P na wywolane dzialaniem ABo zmiany
W ekspresji genéw kodujacych receptory dla S1P w komérkach HT22 i BV2

Rozwinigciem badan in vivo, w ktorych weryfikowano neuroprotekcyjne
wlasciwosci nieselektywnego modulatora S1PR, fingolimodu, byt drugi etap badan
przeprowadzony w warunkach in vitro. W doswiadczeniach na modelach komérkowych
ChA, tj. neuronach mysiego hipokampa (HT22) oraz komoérkach mysiego mikrogleju
(BV2) traktowanych oligomerami AP w stezeniu 1 pM, wykorzystano selektywne agonisty
S1PR (ponesimod, siponimod, CYM5541, CYM50308, A971432) oraz ufosforylowany
fingolimod (aktywna farmakologicznie posta¢ FTY720).

Ten etap badan rozpoczeto analizg wptywu wspomnianych zwigzkow na wywolane
dzialaniem Ao zmiany w ekspresji genéw kodujacych receptory dla S1P. Sposrod pigciu
zidentyfikowanych dotychczas receptorow wybrano cztery (S1PR1,3-5), poprzez ktore
dziatafingolimod. Zaobserwowano, ze poziom mRNA S1prl w komorkach linii BV2 ulegt
znamiennemu obnizeniu do okoto 50% warto$ci kontrolnej po podaniu APo. Jednoczesnie
A971432 (agonista S1PR5) istotnie zwiekszyt ekspresje S1prl do okoto 80% wartosci
kontrolnej (ryc. 22B). W komorkach linii BV2 ekspresja S1pr3 byta na bardzo niskim
poziomie, ktory uniemozliwit jej oznaczenie za pomoca metody real-time PCR. Poziom
ekspresji genéw kodujacych pozostate receptory nie ulegat znamiennym zmianom pod
wplywem Ao, chociaz w komorkach BV2 zaobserwowano wyrazng tendencje do
obnizenia ekspresji S1pr5 (p = 0,0643) (ryc. 22G). Odnotowano istotne obnizenie poziomu
MRNA S1pr4 po zastosowaniu Apo z CYM5541 (agonista SIPR3) w komoérkach HT22
(ryc. 22D) oraz znamienne podwyzszenie ekspresji tego genu po podaniu Apo z pFTY720
(modulator S1PR1,3-5) oraz siponimodem (agonista S1IPR1,5) w komoérkach BV2 (ryc.
22E).
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Rycina 22. Wptyw modulatorow receptorow dla S1P na wywotlane przez ABo zmiany
ekspresji genow kodujacych receptory dla S1P w komoérkach HT22 (A,C,D,F) i BV2
(B,E,G).

Jednoczynnikowa ANOVA z testem post hoc Sidaka; n = 4-5. **** p < 0,0001 wzglgdem komoérek
kontrolnych (nietraktowanych ABo). # p < 0,05 wzgledem komorek traktowanych Apo.

4.2.2 Wplyw modulatorow receptoréw dla S1P na wywolane dzialaniem Ao zmiany
poziomu wolnych rodnikéw, potencjalu blony mitochondrialnej oraz
zywotnos$ci komérek HT22 i BV2

Jak wskazujg dane literaturowe przytoczone we wstepie, ABo moze prowadzi¢ do
nieprawidtowosci morfologicznych i funkcjonalnych mitochondriéw, co prowadzi do
niekorzystnych zmian energetycznych w komorce. Dlatego w kolejnym etapie zbadano
wplyw modulatoréw receptorow dla SIP na zmiany w funkcjonowaniu mitochondriéw
wywotane przez APo. Zaréwno w komorkach HT22, jak i BV2 wykazano znamienne
statystycznie obnizenie potencjatu btony mitochondrialnej (ryc. 23C,D) oraz zywotnosci
(ryc. 23E,F) komérek poddanych dziataniu Ao, na co nie miaty wptywu zastosowane
modulatory S1PR. Nie zaobserwowano istotnych zmian w poziomie wolnych rodnikéw po
potraktowaniu komoérek APo (ryc. 23A,B), natomiast w komorkach BV2 odnotowano
tendencj¢ do zwiekszonego stresu oksydacyjnego po podaniu Afo z badanymi

modulatorami (ryc. 23B).
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Rycina 23. Wptyw modulatoréw receptoréow dla S1P na wywotane dziataniem ABo zmiany

poziomu wolnych rodnikow (A,B), potencjatu btony mitochondrialnej (C,D) i zywotnosci

komérek (E,F) linii HT22 i BV2.

Jednoczynnikowa ANOVA ztestem post hoc Sidaka; n = 4-6. * p < 0,05; ** p < 0,01;
**% p < 0,001 wzgledem komorek kontrolnych (nietraktowanych Apo).
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4.2.3 Wplyw modulatorow receptoréw dla S1P na wywolane dzialaniem Ao zmiany
w ekspresji genéow kodujacych bialka pro- i antyapoptotyczne w komérkach
HT22iBV2

Zaburzenia czynno$ciowe mitochondriow moga W konsekwencji prowadzi¢ do
apoptozy komorek. Dlatego W niniejszym podrozdziale zbadano wptyw modulatoréw
receptorow dla S1P na wywotane przez APo zmiany w ekspresji genow kodujacych biatka
proapoptotyczne (BAD, BAX) oraz antyapoptotyczne (Bcl2, Bcl-XL). Podanie APo
komoérkom BV2 spowodowato znamienne obnizenie poziomu mRNA Bad (ryc. 24B),
z kolei w komoérkach HT22 odnotowano tendencje do wzrostu ekspresji tego genu pod
wptywem Ao (ryc. 24A). W obu liniach komoérkowych zaobserwowano znamiennie
obnizony poziom mMRNA antyapoptotycznego biatka Bcl2 (ryc. 24E,F), ktory
w komoérkach HT22 zostal przywrocony do wartosci kontrolnych po zastosowaniu
CYM50308 (agonista S1PR4) i A971432 (agonista S1IPR5) (ryc. 24E). Nie stwierdzono
istotnych zmian w poziomie mRNA Bax po podaniu ABo, natomiast zastosowanie Ao
z ponesimodem (agonista S1PR1), CYM5541 oraz CYMS50308 znamiennie zwigkszato
ekspresje¢ tego genu w komorkach BV2 (ryc. 24D). Mimo znamiennego obnizenia ekspresji
Bcl2 stosunek Bax/Bcl2, ktory jest lepszym wskaznikiem podatno$ci komorek na apoptozg,
nie ulegat istotnym zmianom pod wplywem Ao w zadnej z badanych linii komérkowych
(ryc. 24G,H). Natomiast podanie ABo z ponesimodem, A971432 i pFTY720 znamiennie
zwigkszato stosunek Bax/Bcl2 (i tym samym potencjat proapoptotyczny) w komorkach
BV2 (ryc. 24H). W Zadnej z badanych linii komoérkowych nie zaobserwowano istotnych
roznic W ekspresji Bcl2l1 (gen kodujacy biatko Bel-XL) po podaniu Afo (ryc. 241,J).
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Rycina 24. Wplyw modulatoréw receptorow dla S1P na wywotane przez ABo zmiany
ekspresji genéw kodujacych biatka pro- 1 antyapoptotyczne w komorkach HT22
(A,C,E,G,I) i w komoérkach BV2 (B,D,F,H,J).

Jednoczynnikowa ANOVA z testem post hoc Sidaka; n = 4-5. * p < 0,05; ** p < 0,01 wzgledem
komorek kontrolnych (nietraktowanych ABo). # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001 wzgledem
komorek traktowanych Afo.

4.2.4 Wplyw modulatoréw receptoréw dla S1P na wywolane dzialaniem Ao zmiany
w ekspresji genow kodujacych cytokiny prozapalne w komorkach HT22 i BV2

Neurozapalenie jest uznawane za istotny element przebiegu ChA, ktory wynika
z zachwiania rownowagi miedzy pro- i przeciwzapalnymi cytokinami. W niniejszej pracy
poddano analizie ekspresje¢ genéw kodujacych cytokiny prozapalne. Badania wykazaty
znamienny wzrost poziomu mRNA 111b w komorkach BV2 poddanych dziataniu Ao (ryc.
25B), a podanie ponesimodu, CYMS50308, A971432 i siponimodu potegowato prozapalne
dziatanie ABo. W komorkach HT22 APo nie wywotaly istotnych zmian w ekspresji 111b,
natomiast podanie APo wraz z siponimodem powodowalo znamienny wzrost ekspresji tego
genu do ok. 200% wartosci kontrolnej (ryc. 25A). Zaréwno w komorkach HT22, jak i BV2
traktowanych Ao stwierdzono znamienny wzrost poziomu mRNA 116 (ryc. 25C,D), przy
czym podanie pFTY720 komorkom HT22 powodowato istotne statystycznie obnizenie
ekspresji tego genu, nie osiagajac jednak wartosci kontrolnej (ryc. 25C). W obu liniach
komorkowych wykazano rowniez znamiennie obnizony poziom mRNA 1118 wywotany
przez APo (ryc. 25E,F). Przeprowadzone do$wiadczenia wykazaly znamienny wzrost

poziomu MRNA Tnf w komérkach BV2 poddanych dziataniu Ao (ryc. 25H). ABo nie
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wywotatly istotnych zmian w ekspresji Tnf w komoérkach HT22, natomiast podanie ABo

Z ponesimodem spowodowato w tej linii komorkowej znamienny wzrost poziomu mRNA

Tnf do ok. 160% wartosci kontrolnej (ryc. 25G).
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Rycina 25. Wptyw modulatorow receptoréw dla S1P na wywolane przez ABo zmiany
ekspresji genéw kodujacych cytokiny prozapalne w komoérkach HT22 (A,C.E,G)
i BV2 (B,D,F,H).

Jednoczynnikowa ANOVA ztestem post hoc Sidaka; n = 4-5. * p < 0,05; ** p < 0,01;
*** p < 0,001; **** p < 0,0001 wzgledem komoérek kontrolnych (nietraktowanych Apfo).
#p <0,05; #p <0,01; #H# p <0,001; #H# p < 0,0001 wzgledem komorek traktowanych APo.
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5. Dyskusja

ChA jest dominujgca forma otgpienia, ktorej czesto$¢ wystgpowanie wzrasta wraz
z wiekiem. Obecnie dostepne w Europie (w tym w Polsce) leki: inhibitory
acetylocholinoesterazy (donepezil, galantamina i rywastygmina) oraz antagonista NMDAR
(memantyna) poprzez poprawe funkcjonowania ukladéow  cholinergicznego
I glutaminergicznego spowalniajg post¢ep choroby, nie zapobiegajac jednak jej
powstawaniu [Graham i wsp., 2019]. Pewnym przetomem moze wydawa¢ si¢ niedawne
warunkowe dopuszczenie do obrotu przez FDA dwodch przeciwcial monoklonalnych:
aducanumabu (2021) i lecanemabu (2023), ktoérych mechanizm dziatania ukierunkowany
jest na usuwanie ptytek starczych (aducanumab) lub protofibryli, czyli duzych
rozpuszczalnych oligomerow AP (lecanemab). Jednak mozliwo$¢ stosowania
wspomnianych przeciwciat jedynie w leczeniu wczesnych stadiow ChA, liczne dziatania
niepozadane (w tym zagrazajace zyciu obrzgki mozgu i krwawienia domoézgowe) oraz brak
dowodow na skuteczno$é¢ kliniczng lekow (nie udowodniono, ze usuwanie AP wigze si¢
z poprawa funkcji poznawczych u chorych) [Beshir i wsp., 2022; Budd Haeberlein i wsp.,
2022; van Dyck iwsp., 2023] wskazujg na konieczno$¢ prowadzenia dalszych badan
dotyczacych terapii ukierunkowanych na leczenie przyczynowe. Co wigcej, wczesniejsze
niepowodzenia ze zwigzkami ukierunkowanymi na hamowanie B- i y-sekretazy [Doody
i wsp., 2013; Imbimbo i Watling, 2019] sugeruja poszukiwanie innych, mniej oczywistych
punktow uchwytu. W niniejszej pracy podjeto badania dotyczace dzialania modulatorow
receptorow dla bioaktywnego sfingolipidu sfingozyno-1-fosforanu (S1P) w zwierzgcym
i komorkowych modelach ChA. Przeprowadzone badania, oprocz sprawdzenia
potencjalnych wlasciwosci neuroprotekcyjnych testowanych zwigzkdéw, w sposob posredni
miaty rowniez wskazac rolg S1P w patomechanizmie ChA.

Zgodnie z dominujagca w badaniach nad ChA hipotezg kaskady amyloidowej
przyczyna neurodegeneracji W ChA jest nieprawidlowy metabolizm biatka
prekursorowego peptydu amyloidu p (APP), w wyniku czego powstaje monomeryczny
amyloid B (AB) podatny na tworzenie struktur wyzszego rzedu takich jak oligomery, fibryle
I ptytki starcze [Selkoe i Hardy, 2016]. Zmieniony metabolizm APP jest w znacznej mierze
zwigzany z wystgpowaniem mutacji W genie APP, co jest cecha charakterystyczng ChA
0 wczesnym poczatku (EOAD), czesto tozsamej z rodzinng postacig tej choroby (FAD).
Dotychczas zidentyfikowano 52 mutacje, ktore mogg prowadzi¢ do odktadania si¢ AP

W migzszu oraz naczyniach krwiono$nych moézgu, z czego co najmniej 26 mutacji zmiany
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sensu zlokalizowanych w obrebie lub bliskim sgsiedztwie sekwencji kodujacej AP jest
zwigzanych z EOAD [Abondio iwsp., 2022]. Wspomniane mutacje daty podstawy
tworzenia genetycznych modeli zwierzecych i komérkowych ChA, ktore umozliwiajg
badanie mechanizméw choroby, jak rowniez sprawdzenie dziatania zwigzkow
farmakologicznie czynnych. W badaniach in vivo opisanych w niniejszej rozprawie
wykorzystano transgeniczne myszy szczepu FVB-Tg transfekowane ludzkim genem dla
APP z mutacje londynskg (oznaczane jako APPY), ktore stanowig jeden z modeli
EOAD/FAD. Wybrany model charakteryzuje si¢ zwigkszonym wytwarzaniem bardziej
toksycznego i podatnego na agregacje AP1-42 | wzrostem stosunku Api-42/AP1-40 [ECkman
i wsp., 1997], co odréznia go od rownie popularnych modeli noszacych mutacj¢ szwedzka,
ktéra powoduje ogdlny wzrost wytwarzania AP (bez znaczacego wplywu na stosunek
AP142/AP1-40) [Johnston iwsp., 1994]. Poniewaz zmiany neuropatologiczne w ChA
obejmuja przede wszystkim kore i hipokamp [Jahn, 2013], badaniom poddano te struktury
mozgu.

Zaburzenia aktywnoS$ci Synaptycznej i utrata synaps nalezg do najwczes$niejszych
zmian w ChA poprzedzajaca objawy kliniczne oraz odktadanie si¢ blaszek starczych i Sg
gtéwnie powodowane przez zwigkszony poziom oligomerow A (ABo) [Marsh i Alifragis,
2018]. Zaobserwowano, ze Ao wplywaja na plastyczno$¢ synaptyczna, hamujac
dlugotrwate wzmocnienie synaptyczne (ang. long-term potentiation, LTP), a promujac
dhugotrwate ostabienie synaptyczne (ang. long-term depression, LTD), co przyczynia sig¢
do powstawania zaburzen pamieci [Lambert i wsp., 1998; Walsh iwsp., 2002; Hsieh
i wsp., 2006; Li i wsp., 2009]. Dzieje sie¢ to w wyniku dtugotrwatej ekspozycji i/lub przy
wysokim stezeniu AP, gdyz krotkotrwata ekspozycja neuronéw na bardzo niskie stezenia
AP moze zwigksza¢ LTP [Puzzo i wsp., 2008; Russell i wsp., 2012]. Wywotane przez AP
zaburzenia synaptyczne moga by¢ zwigzane z pobudzeniem postsynaptycznych NMDAR,
co wigze si¢ ze zwigkszonym naptywem Ca?* do zakonczen postsynaptycznych, prowadzac
do ekscytotoksycznosci synaptycznej [Kelly i Ferreira, 2006; Shankar iwsp., 2007].
AP zaburza réwniez wychwyt glutaminianu ze szczeliny synaptycznej zarowno poprzez
hamowanie transporterow astrocytarnych, jak i neuronalnych [Matos iwsp., 2008; Li
i wsp., 2009; Matos iwsp., 2012]. Rownie istotnym zagadnieniem jest wplyw AP na
przekaznictwo Synaptyczne, w tym na jego poczatkowe etapy, czyli na dynamike
pecherzykow  synaptycznych (SV) 1 uwalnianie neuroprzekaznikow z zakonczen
presynaptycznych. Liczne badania wskazuja, ze AP wptywa na biatka, ktore reguluja
interakcj¢ SV z btong presynaptyczng oraz dostgpnos¢ SV do udzialu w uwalnianiu
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neuroprzekaznikéw [Russell i wsp., 2012; Carvalho i wsp., 2015; Mirza i wsp., 2021].
W niniejszej rozprawie w pierwszej kolejnosci zbadano ekspresje genow | poziom
immunoreaktywnosci biatek tworzacych kompleks SNARE. Biatka kompleksu SNARE,
czyli STX1A, SNAP-25 oraz VAMP1 i VAMP2, sg bezposrednio zaangazowane W fuzje
SV z blong presynaptyczng i przez to krytyczne dla regulacji uwalniania neuroprzekaznika
do szczeliny synaptycznej. W przeprowadzonych badaniach zaobserwowano istotne
obnizenie ekspresji Vampl w korze mézgu zwierzat APP* w obu grupach wiekowych oraz
w hipokampie myszy 3-miesi¢cznych, co pozostaje w zgodzie z wynikami uzyskanymi
z badan przeprowadzonych na hipokampie i korze s$rodwechowej pacjentow z ChA
[Berchtold i wsp., 2013]. Zmiany w poziomie mRNA Stx1a i Snap25 odnotowano jedynie
w hipokampie 12-miesi¢cznych myszy APP*, gdzie oba geny wykazywaly obnizong
ekspresje. Natomiast dane literaturowe pochodzace z badan na osobach z ChA wskazuja
na obnizong ekspresj¢ SNAP25 w hipokampie oraz korze przedczotowej [Berchtold i wsp.,
2013; Williams i wsp., 2021] oraz na obnizony poziom MRNA STX1A w korze czotowe;j
oraz gornym zakrecie czolowym [Yao i wsp., 2003; Saetre i wsp., 2011; Williams i wsp.,
2021]. Obnizenie ekspresji Stxla zaobserwowano takze W mozgu transgenicznych myszy
z mutacjg szwedzkg w genie dla APP (APPswe) [Yao i wsp., 2003]. Co ciekawe, analiza
porownawcza mozgow osob z ChA i1 0osob W podobnym wieku bez otepienia wykazata, ze
w obu przypadkach ekspresja wigkszosci genow Synaptycznych ulega obnizeniu, natomiast
dzieje si¢ t0 W réznych regionach mozgu. W zdrowym, starzejacym si¢ mozgu zmiany
ekspresji genow synaptycznych dotykaja przede wszystkim obszary kory nowej (zakret
czolowy gorny, zakret postcentralny), podczas gdy w ChA najwigcej zmian
obserwowanych jest w hipokampie [Berchtold i wsp., 2013]. Poza wyrazng tendencja do
obnizenia poziomu SNAP-25 w hipokampie 3-miesiecznych zwierzat APP* nie
stwierdzono istotnych zmian w poziomie immunoreaktywnosci biatek kompleksu SNARE,
chociaz obnizenie poziomu SNAP-25 i STX1A zostalo zaobserwowano zar6wno
w badaniach post mortem méozgow pacjentow z ChA [Minger i wsp., 2011; Furuya i wsp.,
2012; Williams iwsp., 2021], jak i winnych modelach doswiadczalnych ChA [Pham
I wsp., 2010; Carvalho i wsp., 2015]. Uzyskane wyniki pozwalaja przypuszczac, ze Wzrost
wytwarzania APi-42 spowodowany wystepowaniem mutacji londynskiej w genie dla APP
wplywa na regulacj¢ ekspresji tych biatek gldwnie na poziomie transkrypcji. A to, ktore
Z bialek przyczynia si¢ do uposledzenia funkcji kompleksu SNARE, zalezy od badanej

struktury mozgu i grupy wiekowej.
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Chociaz biatka SNARE sg wystarczajgce do fuzji SV z blong presynaptyczng in
vitro, proces ten w warunkach in vivo wymaga udziatu dodatkowych biatek, ktore reguluja
aktywnos¢ kompleksu SNARE [Sauvola i Littleton, 2021]. Dlatego w kolejnym etapie
badan analizowano zmiany na poziomie transkrypcyjnym i translacyjnym w wybranych
biatkach regulatorowych kompleksu SNARE. W hipokampie 3- i 12-miesiecznych myszy
APP* zaobserwowano znaczgco obnizong ekspresje Sytl, co koresponduje z wynikami
uzyskanymi w badaniach na materiale autopsyjnym pochodzacym od pacjentow z ChA
[Berchtold i wsp., 2013]. Powszechnie uznaje sig, Ze przylaczenie Ca®* do SYT1, ktéra
peti role czujnika stgzenia tych jonow, wywotuje szybkie synchroniczne uwalnianie
neuroprzekaznika. Delecja genu dla SYT1 w neuronach przodomoézgowia powodowata
zablokowanie wyzwalanego przez Ca®* szybkiego synchronicznego uwalniania
neuroprzekaznika [Maximov i Stidhof, 2005; Xu i wsp., 2012], dlatego obnizony poziom
MRNA Sytl moze wigzaé si¢ ze wzrostem znaczenia asynchronicznego (i jednoczesnie
wolniejszego) uwalniania zaleznego od Ca?* lub zwiekszona czgstotliwoscia spontanicznej
egzocytozy SV przy braku potencjatu czynnosciowego. Zmiang W immunoreaktywnosci
SYT1 stwierdzono jedynie w korze moézgu 3-miesigcznych zwierzat transgenicznych.
Istotny statystycznie wzrost poziomu SYT1 uzyskany w przedstawionych w tej rozprawie
badaniach rézni si¢ od wynikow uzyskanych na podstawie analizy post mortem mozgoéw
0sob we wczesnym stadium ChA, gdzie stwierdzono obnizony poziom SYT1 w korze
czotowej [Reddy iwsp., 2005]. Pozostaje on jednak w zgodzie z kierunkiem zmian
ekspresji Sytl w korze mézgu 3-miesiecznych myszy APP* zaprezentowanym w niniejszej
pracy, co oznacza, ze W miodszym wieku wptyw zmienionego metabolizmu APP na
synaptotagmine 1 jest r6zny w korze i hipokampie. Oprocz zmian w ekspresji Sytl,
w hipokampie 12-miesiecznych zwierzagt APP* stwierdzono rowniez znamiennie obnizony
poziom mMRNA Cplxl. CPLX1 jest cytozolowym biatkiem, ktore uczestniczy
w przygotowaniu SV do fuzji z btong presynaptyczng (ang. priming) oraz, podobnie jak
SYT1, promuje wywotane potencjalem czynno$ciowym synchroniczne uwalnianie
neuroprzekaznika [Yang iwsp., 2013; Lopez-Murcia i wsp., 2019]. Obnizony poziom
CPLX1 stwierdzono w dolnej korze skroniowej oraz gornym zakrgcie skroniowym
autopsyjnych mozgéw osob z ChA [Tannenberg iwsp., 2006; Beeri iwsp., 2012].
Dodatkowo w goérnym zakrecie skroniowym zaobserwowano wyrazng tendencje do
obnizenia poziomu mRNA CPLX1 [Beeri i wsp., 2012]. Bioragc pod uwage, ze zar6wno
SYT1, jak i CPLX1 pelnig istotng funkcje w synchronicznym uwalnianiu

neuroprzekaznika, obnizona ekspresja obu gendéw dla tych bialek w hipokampie
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12-miesi¢cznych myszy transgenicznych moze powodowaé powazniejsze zaburzenia
przekaznictwa synaptycznego niz te obserwowane U myszy 3-miesi¢cznych, U ktérych
obnizeniu ulega jedynie Sytl. W przeciwienstwie do ekspresji Sytl i Cplx1, znaczaco
nizszy poziom mMRNA Nrxnl stwierdzono zaréwno w korze, jak i hipokampie
12-miesiecznych myszy APP*. Nrxnl razem z postsynaptycznymi neuroliginami
odpowiada za przebieg synaptogenezy [Reissner i wsp., 2013]. Obnizony poziom izoformy
B zaobserwowano W szczurzym hipokampie po podaniu Afosas [Xiao i1wsp., 2021]
I w synaptosomach pochodzacych z kory i hipokampa transgenicznych myszy z podwdjna
mutacjg W genie dla APP (mutacja szwedzka i mutacja Indiana) [Naito iwsp., 2017].
Obnizona ekspresja Nrxnl w obu strukturach mézgu u 12-miesiecznych myszy APP* przy
braku istotnych zmian umlodszych zwierzat transgenicznych moze wskazywaé, ze
zaburzenia tworzenia synaps staja si¢ istotng przyczyng zaburzen przekaznictwa
synaptycznego dopiero w bardziej zaawansowanym stadium choroby. W przypadku SYP
oraz SYNL1 nie stwierdzono znamiennych réznic W ekspresji genow kodujacych te biatka
pomiedzy zwierzetami APP* i kontrolnymi (APP") w Zzadnej grupie wiekowej ani strukturze
moézgu, cho¢ dane literaturowe wskazuja na istotnie obnizony poziom mRNA zaréwno
SYP, jak i SYN1 w hipokampie i zakrgcie gornym czotowym oraz SYP w korze czotowe;j
autopsyjnych mozgéw osoéb z ChA [Heffernan iwsp., 1998; Berchtold i wsp., 2013].
Zaskakujacy moze wydawac si¢ znamienny wzrost immunoreaktywnosci SYP w korze
mozgu 3-miesigcznych myszy APP*, ktory nie koresponduje z kierunkiem zmian ekspresji
genu dla tego biatka oraz z wynikami uzyskanymi z analiz post mortem, gdzie poziom SYP
w korze mozgu nie ulegat zmianom lub ulegat obnizeniu [Sze i wsp., 1997; Yuki i wsp.,
2014; Poirel iwsp., 2018]. Zaobserwowana zmiana moze by¢ charakterystyczna dla
mutacji londynskiej w genie dla APP, co wymaga potwierdzenia na innych transgenicznych
modelach ChA. Podsumowujac, zarowno w przypadku bialek kompleksu SNARE, jak
I biatek regulatorowych mutacja londynska w genie dla APP powoduje przede wszystkim
obnizenie ekspresji badanych biatek na poziomie transkrypcyjnym. Czestsze zmiany w
poziomie mRNA obserwowane w hipokampie sugerujg, ze w badanym modelu wptyw A
na bialka presynaptyczne rézni si¢ w zaleznoSci od struktury moézgu. Dodatkowo
wystepowanie zmian gtdéwnie U myszy 12-miesigcznych wskazuje, Ze niekorzystny wptyw
mutacji londynskiej na przekaznictwo synaptyczne wzrasta wraz z wiekiem
i zaawansowaniem choroby.

W ostatnich dwoch dekadach zywo dyskutowanym tematem stal si¢ udziat

bioaktywnych sfingolipidow W patomechanizmie choréb neurodegeneracyjnych, w tym
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ChA. Sposérod licznych przedstawicieli tej rodziny szczegdlng uwage zwraca sfingozyno-
1-fosforan (S1P), fosforanowa pochodna sfingozyny, ktory wedtug obecnego stanu wiedzy
jako jedyny sfingolipid dziata wewnatrz- i zewnatrzkomorkowo. S1P poprzez hamowanie
apoptozy i promowanie proliferacji komoérek wykazuje wyrazny prozyciowy charakter
[Donati i wsp., 2005; 2007; Pyne i Pyne, 2010; Calise i wsp., 2012; Rutherford i wsp.,
2013]. Badania materiatu autopsyjnego pochodzacego od osob z ChA wykazaty obnizony
poziom S1P w kilku obszarach mézgu, w tym w hipokampie, atakze zaburzenia
W poziomie enzymow bioragcych udzial w metabolizmie S1P przesuwajace rownowage
w kierunku degradacji S1P [Ceccom i wsp., 2014; Couttas i wsp., 2014]. Chociaz S1P
moze dziata¢ dwutorowo, to wigkszo$§¢ badan skupia swojg uwagg na jego
zewnatrzkomorkowym dziataniu poprzez specyficzne receptory. Dlatego to one staty sie¢
glownym celem zwigzkow farmakologicznie czynnych, ktore moga wplywaé na
sygnalizacje¢ zalezng od S1P. Fingolimod (FTY720) jest pierwszym dopuszczonym do
praktyki Kklinicznej lekiem 2z rodziny modulatorow receptorow dla SIP, ktory
nieselektywnie przytacza si¢ do czterech z pigciu receptorow [Sharma i wsp., 2011].
Chociaz FTY720 jest definiowany jako agonista receptorow dla S1P, to zmniejszenie
liczby S1PR1 pod wptywem fingolimodu sugeruje, ze dziata on jako funkcjonalny
antagonista S1IPR1 [Matloubian iwsp., 2004]. W praktyce klinicznej fingolimod jest
stosowany w terapii ustepujaco-nawracajacej postaci SM, gdzie wykorzystywane sg
wlasciwos$ci immunomodulujgce tego zwigzku. Jednak badania przeprowadzone na
modelach réznych chordb neurodegeneracyjnych pokazuja, ze lek ten, ze wzglgdu na
bezposrednie dziatanie na uktad nerwowy, moze znalez¢ zastosowanie kliniczne w innych
schorzeniach niz SM [Bascunana i wsp., 2020]. Istnieja dowody na to, ze fingolimod moze
wptywa¢ na  przekaznictwo  synaptyczne. W  komoérkach — neuronalnych
I neuroendokrynnych fingolimod aktywowal SYT izwickszal egzocytozg W sposob
zalezny od st¢zenia [Darios i wsp., 2017]. W hodowli pierwotnej neuronéw hipokampa
pochodzacych od podwojnie transgenicznych myszy APP/PSEN1 podanie fingolimodu
zmniejszalo funkcjonalno$¢ pozasynaptycznych NMDAR, natomiast aktywowalo
receptory znajdujace si¢ na synapsach [Joshi i wsp., 2017]. Najnowsze badania Krivinko
I wsp. na tym samym zwierzgcym modelu ChA wykazaty wzrost poziomu biatek gestosci
postsynaptycznej w homogenacie korowym po podawaniu fingolimodu [Krivinko i wsp.,
2022]. W niniejszej pracy po raz pierwszy zbadano wptyw fingolimodu na poziom mRNA
I immunoreaktywno$¢ wybranych bialek presynaptycznych w korze mézgu i hipokampie
transgenicznych myszy FVB-Tg. Dootrzewnowe podanie fingolimodu 12-miesigcznym
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zwierzetom APP* znamiennie zwiekszato obnizong ekspresje Stxla, Snap25, Cplx1l
i Nrxn1 w hipokampie oraz Vampl w korze mozgu. W tej grupie wiekowej u myszy APP*
po podaniu fingolimodu zaobserwowano takze znamienny wzrost poziomu mRNA Syp
i Vampl w hipokampie oraz Stxla, Snap25, Sytl i CpIx1l w korze moézgu. Fingolimod
wywotal réwniez istotne statystycznie obnizenie immunoreaktywnosci SNAP-25
w hipokampie. Nie stwierdzono natomiast istotnego wptywu fingolimodu na obnizony
poziom mRNA Sytl w hipokampie myszy APP™ z zadnej grupy wieckowej ani na obnizony
poziom mMRNA Vampl w korze i hipokampie 3-miesi¢cznych zwierzat transgenicznych.
Nie zaobserwowano réwniez znaczacego wplywu FTY720 na zwigkszong
immunoreaktywno$¢ SYT1 i SYP w korze mozgu 3-miesigcznych myszy APP*. Uzyskane
wyniki wskazuja, ze fingolimod moze cze¢sciowo przywracaé zaburzong ekspresje genow
dla biatek synaptycznych, aprzez to poprawia¢ zaburzone przekaznictwo Synaptyczne.
Skuteczno$¢ fingolimodu w przeciwdziataniu wywolanym przez mutacj¢ londynska
zmianom w ekspresji gendow kodujacych biatka presynaptyczne w grupie starszych
zwierzat wskazuje na istotne znaczenie sygnalizacji zaleznej od S1P w bardziej
zaawansowanych stadiach choroby.

Sciezka sygnatowa PI3K-AKT jest uznawana za jednego z gtéwnych regulatorow
przezycia i proliferacji komorek. Dodatkowo odgrywa istotng role w funkcjonowaniu
uktadu nerwowego, w tym w funkcjonowaniu synaps. Stymulacja receptora dla melatoniny
MT2 aktywowata AKT z nastgpczym hamowaniem GSK-33 i w ten sposob zwigkszata
aksonogenezg i przekaznictwo synaptyczne W hodowli pierwotnej neuronow hipokampa
[Liu i wsp., 2015]. W podobnym modelu aktywacja PI3K-AKT przez insuling promowata
rozwdj kolcow dendrytycznych i tworzenie synaps pobudzajacych [Lee iwsp., 2011].
Pobudzenie sciezki PI3K-AKT wigzato si¢ rowniez z wywotaniem LTP w przysrodkowe;j
korze przedczotowej szczura [Sui i wsp., 2008]. W niniejszej rozprawie zbadano wptyw
mutacji w genie dla APP na poziom mRNA Aktl. Nie zaobserwowano zmian w ekspresji
Aktl w zadnej grupie wickowej ani W zadnej z badanych struktur, co oznacza, ze
zwigkszone wytwarzanie A1-42 na skutek mutacji londynskiej w genie dla APP nie wptywa
na regulacj¢ ekspresji AKT na poziomie transkrypcji. Jest to zgodne z wynikami analizy
poziomu mMRNA Aktl przeprowadzonej w mozgu myszy z mutacjg szwedzka w genie dla
APP (myszy Tg2576) [Xia iwsp., 2019]. Kinaza AKT ulega aktywacji poprzez
fosforylacje na serynie 473, dlatego w kolejnym etapie zbadano poziom
immunoreaktywnosci 1 stopien ufosforylowania kinazy AKT w mozgu transgenicznych

myszy APP*. Brak istotnych zmian w immunoreaktywnosci AKT i poziomie

108



Dyskusja

ufosforylowania tego bialka stwierdzono w korze mozgu zwierzat APP™ z obu grup
wiekowych. Dane literaturowe dotyczace poziomu immunoreaktywnosci oraz aktywnos$ci
AKT w korze mézgu sa rozbiezne. W innym modelu ChA —myszy NSE/hPS2m (z ludzkim
zmutowanym genem dla PSEN2) — zaobserwowano obnizong fosforylacje kinazy AKT na
serynie 473 [Gu iwsp., 2016] oraz stosunek formy ufosforylowanej na serynie 473 do
catkowitej w korze mozgu [Koo i wsp., 2013]. Z kolei analiza post mortem kory skroniowej
pacjentow z ChA (stadium IV i V wg Braaka) wykazata wzrost aktywnosci AKT
(mierzonej stosunkiem pAKT (Serd473)/AKT) we frakcji podkomoérkowej zwigzanej
Z blong komorkowa oraz nieistotne statystycznie obnizenie aktywnosci AKT we frakcji
cytozolowej [Griffin i wsp., 2005]. Jeszcze inne badanie post mortem przeprowadzone na
osobach ze zdiagnozowang ChA (stadium V i VI wg Braaka) wykazalo znamiennie
obnizony poziom catkowitej formy AKT oraz brak istotnych zmian w poziomie formy
ufosforylowanej [Liu i wsp., 2011]. Biorac pod uwagg powyzsze dane, przedstawiony W tej
pracy brak istotnych zmian w immunoreaktywnosci AKT oraz W poziomie
ufosforylowania tego biatka w korze mozgowej myszy z mutacja londynska w genie dla
APP moze oznacza¢, ze jest to cecha charakterystyczna zastosowanego modelu
badawczego. W przeciwienstwie do kory mozgowej, w hipokampie myszy transgenicznych
odnotowano istotne statystycznie zmiany w stosunku pAKT (Ser473)/AKT — obnizenie
u 3-miesi¢cznych zwierzat i wzrost u 12-miesigcznych myszy. Podobnie jak w przypadku
zmian w korze moézgowej dostepne dane literaturowe nie dostarczajg jednoznacznej
odpowiedzi na temat roli AKT w hipokampie w ChA. Badania przeprowadzone przez
Salkovic-Petrisic i wsp. na szczurzym modelu sporadycznej postaci ChA (SAD) wywotanej
dokomorowym podaniem streptozotocyny (STZ) wykazaty brak istotnych zmian
w hipokampie w poziomie catkowitej kinazy AKT po 1 miesigcu od podania STZ oraz
istotne statystycznie obnizenie po 3 miesigcach od podania STZ [Salkovic-Petrisic i wsp.,
2006]. Yu iwsp., wykazali istotnie obnizony poziom pAKT i AKT w hipokampie
w szczurzym modelu ChA wywotanym podaniem chlorku glinu [Yu iwsp., 2018].
Rowniez badania post mortem oso6b z ChA (stadium Vi VI wg Braaka) wykazaty obnizony
poziom pAKT w hipokampie [Steen iwsp., 2005]. Wyniki innej analizy na materiale
autopsyjnym pokazaty jednak wyrazng tendencj¢ do wzrostu aktywnosci AKT (poziom
pAKT oraz stosunek pAKT/AKT) w hipokampie oséb z ChA w poroéwnaniu do grupy
kontrolnej bez ChA [Mufson i wsp., 2012]. Co wazne, stosunek pAKT (Serd73)/AKT
uosoéb z ChA byt istotnie podwyzszony W poréwnaniu do oséb z MCI, u ktérych

aktywnos¢ AKT byla nieznacznie obnizona W poréwnaniu do zdrowej kontroli [Mufson
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i wsp., 2012]. Wspomniany fakt wskazuje, ze aktywno$¢ AKT nie jest stata we wszystkich
stadiach zaburzen poznawczych. Co wigcej, aktywnos¢ AKT wydaje si¢ ulegaé
przejSciowemu obnizeniu we wczesnych fazach otepienia i wzrasta¢ w bardziej
zaawansowanych stadiach choroby, na co wskazujg rowniez wyniki uzyskane w niniejszej
pracy.

PISK-AKT poprzez liczne biatka efektorowe reguluje roéznorodne funkcje
komorkowe, takie jak synteza bialek, autofagia, przezywalno$¢ komorkowa, cykKl
komorkowy, réznicowanie komorek i apoptoza [Kumar i Bansal, 2022]. Jednym z biatek
efektorowych kinazy AKT jest proapoptotyczne Dbiatko BAD. W postaci
nieufosforylowanej BAD przylacza si¢ do prozyciowego biatka Bcl-XL, co powoduje
uwolnienie cytochromu ¢ z mitochondriéw i aktywacje apoptozy. Kinaza AKT natomiast
fosforyluje biatko BAD na serynie 136, co prowadzi do jego zwigzania si¢ z biatkiem
adaptorowym 14-3-3 i uniemozliwia interakcje z Bcl-XL. W ten sposob zalezny od BAD
proces apoptozy ulega zahamowaniu. W ChA obserwuje si¢ zwigkszong apoptoze
neuronow [Smale i wsp., 1995; Eckert i wsp., 2003; Dickson, 2004], dlatego w niniejszej
pracy zbadano wptyw mutacji londynskiej w genie dla APP na ekspresje genu i poziom
biatka BAD oraz stopien jego ufosforylowania. W pierwszej kolejnosci skupiono si¢ na
analizie zmian na poziomie transkrypcji. Nie stwierdzono istotnych zmian w poziomie
MRNA Bad w Zadnej z badanych struktur mézgu ani w zadnej grupie wiekowej. Uzyskane
wyniki pozostaja W stusznosci z wynikami ekspresji Bad w moézgach transgenicznych
myszy APP/PSENL1 z trzech grup wiekowych: 6-, 9- i 12-miesiecznych [Abid i wsp., 2019],
co sugeruje, ze ani mutacja W APP ani w PSEN1 nie prowadza do zmian w ekspresji biatka
BAD na poziomie transkrypcji. Nastepnie zbadano poziom immunoreaktywnos$ci
i ufosforylowania BAD, gdzie, podobnie jak w przypadku ekspresji Bad, nie stwierdzono
istotnych zmian w zadnej z badanych struktur mézgu ani grup wiekowych. Brak istotnych
zmian poziomu ufosforylowania BAD w korze mézgu myszy APP* moze by¢ zwigzany
z brakiem znamiennych roznic w poziomie ufosforylowania/aktywnosci AKT, inhibitora
apoptotycznego dziatania biatka BAD, w tej strukturze méozgu. W kontekscie hipokampa,
szczegodlnie w przypadku 3-miesigcznych myszy, u ktorych zaobserwowano tendencje do
wzrostu poziomu pBAD (Ser136), uzyskane wyniki wydajg si¢ przeczy¢ zaleznosci (ktora
potwierdzono u myszy 5XxFAD [Modi i wsp., 2014]), ze fosforylacja BAD jest pozytywnie
skorelowana z ufosforylowaniem kinazy AKT. Podobng rozbiezno$¢ do tej przedstawionej
w niniejszej pracy zaobserwowano jednak w badaniach Li iwsp., gdzie brak zmian

w poziomie pAKT powodowal znamienne obnizenie poziomu pBAD w Szczurzym
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hipokampie po podaniu APi-42 [Li i wsp., 2010]. Moze to sugerowac, ze W regulowanie
fosforylacji biatka BAD na Ser136 zaangazowane sg inne kinazy.

W kontekscie patomechanizmu ChA szczegdlng role odgrywa kinaza GSK-3f,
ktora w najwiekszym stopniu odpowiada za fosforylacje¢ (rowniez t¢ patologiczng) biatka
Tau [Martin iwsp., 2013]. Ponadto GSK-3f zaangazowana jest W proces apoptozy
[Llorens-Martin i wsp., 2014]. W niniejszej pracy zbadano ekspresje Gsk3b w zwierzecym
modelu ChA. Nie zaobserwowano zmian w poziomie mRNA Gsk3b w zZadnej grupie
wiekowej ani w zadnej z badanych struktur moézgu. Jedyne badanie dotyczace ekspresji
Gsk3b w ChA przeprowadzone w mézgu podwdjnie transgenicznych myszy APP/PSEN1
wykazato istotny statystycznie wzrost poziomu mRNA Gsk3b. Zaobserwowane zmiany
byly mniejsze U zwierzat 6-miesi¢cznych i wzrastaly do podobnego poziomu u myszy
9- i1 12-miesigcznych [Abid iwsp., 2019]. Przedstawione wyniki moga sugerowac, ze
mutacja w genie dla APP samodzielnie nie jest wystarczajaca do zmiany ekspresji GSK-3[3
na poziomie transkrypcyjnym. Aktywno$¢ GSK-3B zalezy od modyfikacji
potranslacyjnych. Jedng z nich jest katalizowana przez AKT fosforylacja na serynie 9,
ktora powoduje zahamowanie aktywnosci GSK-3p. W kolejnym etapie badan sprawdzono
zatem poziom immunoreaktywnosci i stopien ufosforylowania GSK-3f na serynie 9
U myszy z mutacja londynska w genie dla APP. W korze mézgu zaobserwowano wyrazny,
cho¢ nieznamienny (p = 0,0896) wzrost stosunku pGSK-3B (Ser9)/GSK-3p
u 12-miesiecznych myszy APP*, ktéry koreluje z kierunkiem zmian aktywno$ci AKT
w korze (tendencja wzrostowa stosunku pAKT (Ser473)/AKT u tych zwierzat). Poza tym
wzrostowy Kierunek zmian stwierdzono w przypadku poziomu ufosforylowanej formy
GSK-3B. Nie odnotowano istotnych zmian w poziomie ufosforylowania/aktywnosci
GSK-3B u 3-miesiecznych myszy APP*, cho¢ zaobserwowano niewielkg tendencje
wzrostowa. Brak znamiennych zmian w poziomie catkowitej i ufosforylowanej formy
GSK-3B w korze czotowej wykazano rowniez W badaniach post mortem moézgow osob
z ChA, chociaz w tym przypadku zaobserwowano niewielka tendencje spadkowa [Liu
i wsp., 2011]. Z kolei obnizenie ufosforylowania GSK-3f na serynie 9 stwierdzono
w komorkach neuronalnych SH-SY5Y poddanych dziataniu oligomeréw Ap1-40, CO jednak
mogto by¢ spowodowane wysokim stezeniem oligomeréw (10 uM) [Huang i wsp., 2014].
Zaobserwowane w niniejszej pracy tendencje pozostajg natomiast w zgodzie z badaniami
Griffin 1 wsp., w ktorych stwierdzono wzrost ufosforylowania GSK-3p na serynie 9
i stosunku GSK-3B (Ser9)/GSK-3p we frakcji podkomoérkowej zwigzanej z blong
komorkowa kory czotowej 0sob z ChA [Griffin i wsp., 2005]. Istotny statystycznie wzrost
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poziomu formy ufosforylowanej GSK-3p, a tym samym spadek aktywnosci stwierdzono
natomiast w hipokampie 12-miesiecznych myszy APP*. Podobnie stosunek formy
ufosforylowanej do catkowitej wykazywal wyrazng (p = 0,0718), acz nieznamienng
tendencje do wzrostu. W przypadku 3-miesigcznych zwierzat transgenicznych zar6wno
poziom ufosforylowanej GSK-3p, jak i stosunek formy ufosforylowanej do catkowitej
wykazywat tendencj¢ do obnizenia. Oba wyniki pozostajg W zgodzie z teorig negatywnej
regulacji aktywnosci GSK-3p przez kinazg AKT.

Podsumowujac, przedstawione powyzej wyniki wskazuja, ze W zastosowanym
modelu nadekspresja ludzkiego zmutowanego genu dla APP wywiera istotny wplyw na
sygnalizacj¢ zalezna od kinazy AKT jedynie w hipokampie. Co wigcej, wptyw ten jest
rézny W zalezno$ci od wieku zwierzecia (zaawansowania choroby). Zahamowanie
prozyciowej sygnalizacji u 3-miesiecznych myszy APP* i jej aktywacja u starszych
zwierzat transgenicznych moze sugerowaé wyksztalcenie W przebiegu schorzenia
mechanizmow kompensacyjnych w odpowiedzi na toksyczne dziatanie Ap.

Kinaza AKT jest jednym z biatek efektorowych zaangazowanych w sygnalizacje
zalezng od S1P. Aktywacja $ciezki PI3K/AKT wywotana aktywacja SphK1 przez TNF-a
prowadzita do zahamowania apoptozy W hodowli ludzkich hepatocytow, co bylo
niezalezne od S1PR [Osawa iwsp., 2001]. AKT uczestniczy rowniez W receptorowym
dziataniu S1P, m.in. w aktywacji §rodbtonkowej izoformy syntazy tlenku azotu [Igarashi
i wsp., 2001; Morales-Ruiz iwsp., 2001] czy neuroprotekcyjnym dziataniu izofluranu
w zwierzecym modelu hipoksji-ischemii (niedokrwienia) [Zhou i wsp., 2010]. Aktywacja
AKT wywotana pobudzeniem receptorow S1PR2 iSIPR3 zwigkszata przezywalnosé
kardiomiocytow w modelu in vivo ischemii-reperfuzji [Means i wsp., 2007]. W niniejszej
pracy zbadano wptyw modulacji receptorow dla SI1P przez fingolimod na zmiany
aktywnos$ci $ciezki sygnatowej zaleznej od AKT wywotane przez mutacj¢ londynska
w genie dla APP. Podanie fingolimodu transgenicznym zwierzgtom nie miato istotnego
wplywu na zaobserwowane zmiany W poziomie ufosforylowania/aktywnosci AKT ani
GSK-3B. Natomiast w badaniach Jung iwsp. podanie fingolimodu znaczaco obnizato
zwigkszony stosunek pAKT (Serd73)/AKT w korze moézgu 8-miesiecznych
transgenicznych myszy 5xFAD [Jung iwsp., 2023]. Zaobserwowane roznice moga
wynikaé z innego dawkowania fingolimodu. Zwierz¢tom w badaniu Jung i wsp. podawano
fingolimod w dawce 0,03 mg/kg m.c. przez 7 miesiecy, podczas gdy w badaniach

zaprezentowanych w niniejszej pracy zwierzgta otrzymywaty lek w dawce 1 mg/kg m.c.
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przez 14 dni, co wskazuje, ze zastosowanie nizszych dawek przez dluzszy czas jest
korzystniejsze niz stosowanie wysokich dawek w krétszym czasie.

Nadmierna fosforylacja biatka Tau obserwowana w ChA zwigksza jego sktonnosé¢
do odktadania si¢ W neuronach w postaci splatkow neurofibrylarnych (NFT), ktore obok
plytek starczych stanowig gtéwna ceche neuropatologiczng ChA. AP moze przyczyniac si¢
do zaostrzenia zmian neuropatologicznych zaleznych od biatka Tau. Badania wskazuja, ze
AP zwigksza fosforylacj¢ biatka Tau, w czym posredniczy, m.in. GSK-3 [Takashima
i wsp., 1998; Zheng i wsp., 2002; Oliveira i wsp., 2015]. W niniejszej pracy zbadano
wplyw mutacji londynskiej w genie dla APP na regulacje ekspresji genu oraz poziom
ufosforylowania biatka Tau w wybranych miejscach ufosforylowania istotnych dla ChA.
Analiza poziomu mRNA Mapt (gen kodujacy biatko Tau) nie wykazata istotnych ro6znic
pomiedzy zwierzgtami kontrolnymi i transgenicznymi w zadnej z badanych grup
wiekowych ani w zadnej strukturze moézgu. Istotnych zmian w ekspresji Mapt nie
zaobserwowano rowniez W mozgu podwdjnie transgenicznych myszy APP/PSEN1, cho¢
3-miesieczne zwierzeta wykazywaty tendencj¢ do obnizenia, a 12-miesi¢czne do wzrostu
[Metaxas i wsp., 2019]. Otrzymane wyniki wskazuja, ze mutacja londynska nie wptywa na
regulacje ekspresji biatka Tau na poziomie transkrypcji. Poziom catkowitego biatka Tau
rowniez nie wykazywatl istotnych zmian w badanych strukturach moézgu i grupach
wiekowych, co pozostaje w zgodzie z brakiem zmian na poziomie transkrypcyjnym.
Nastgpnie zbadano poziom ufosforylowania biatka Tau przez GSK-3B w wybranych
kluczowych dla patologii ChA miejscach. Fosforylacja biatka Tau na serynie 396 jest jedna
Z najwczesniejszych w przebiegu ChA (pojawia si¢ przed wystapieniem zaburzen uczenia
si¢ 1 pamigci) [Kanno iwsp., 2014; Mondragon-Rodriguez iwsp., 2014] i sprzyja
tworzeniu sparowanych filamentow helikalnych — podstawowych elementow
strukturalnych NFT [Li i Paudel, 2006]. To gtownie fosforylacja na serynie 396 (wraz
z fosforylacja na serynie 404) odpowiada za utrat¢ przez biatko Tau zdolnosci do
regulowania organizacji mikrotubul [Evans i wsp., 2000]. W zastosowanym modelu ChA
nie zaobserwowano istotnych réznic w ufosforylowaniu biatka Tau na serynie 396
w analizowanych strukturach moézgu i grupach wiekowych. Istotnych zmian nie
stwierdzono rowniez W poziomie ufosforylowania biatka Tau na serynie 199/202. Miejsca
te sg fosforylowane w kolejnym etapie zmian neuropatologicznych w ChA [Mondragon-
Rodriguez i wsp., 2014], chociaz inne badania wskazuja, ze fosforylacja na serynie 199/202
poprzedza fosforylacje na serynie 396 [Kimura iwsp., 1996]. Wzrost fosforylacji na
serynie 396 oraz na serynie 199/202 odnotowano natomiast w neuronach hipokampa
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pochodzacych od potrojnie transgenicznych myszy 3XTg (z mutacja szwedzka w genie dla
APP (APPswe) oraz mutacjami w genach dla PSENL1 i Tau) [Chen i wsp., 2012; Chen
iwsp., 2016; Fan iwsp., 2018]. Podobne wyniki dla fosforylacji na serynie 396
zaobserwowano w ludzkich (SH-SY5Y) i mysich (neuro-2a) komoérkach neuroblastomy
podwojnie transfekowanych ludzkimi zmutowanymi genami dla APP i Tau, atakze
pojedynczo transfekowanych ludzkim zmutowanym genem kodujacym biatko Tau.
Jednoczes$nie pojedyncza transfekcja tych samych komoérek ludzkim zmutowanym genem
dla APP nie powodowata istotnych zmian w ufosforylowaniu biatka Tau na serynie 396
[Fan iwsp., 2018]. Przytoczone dane wskazuja na to, ze mutacja jedynie W genie
kodujacym APP moze by¢ niewystarczajaca do zwigkszenia fosforylacji biatka Tau na
serynie 396 (i by¢ moze réwniez na serynie 199/202), cO moze czg¢sciowo wyjasniaé
przedstawione w niniejszej rozprawie wyniki. W fosforylacji biatka Tau uczestnicza poza
GSK-3p rowniez inne kinazy, takie jak CDK5, MAPK i CaMKII. Aby sprawdzié, czy
mutacja londynska w genie dla APP wplywa na fosforylacje biatka Tau niezalezna od
GSK-3p, w niniejszej rozprawie zbadano poziom fosforylacji biatka Tau na serynie 416,
za ktorg odpowiada CAMKII [Yamamoto i wsp., 2005]. Nie zaobserwowano istotnych
zmian w poziomie ufosforylowania biatka Tau na serynie 416 w korze mozgu ani
w hipokampie 3-miesiecznych myszy APP". Istotnie zwiekszong fosforylacje stwierdzono
natomiast w hipokampie 12-miesiecznych myszy APP*, chociaz stosunek
pTau (Ser416)/Tau nie wykazywat istotnych réznic. Otrzymane wyniki sg W zgodzie
z badaniami przeprowadzonymi na myszach 3xTg [Gondard i wsp., 2019] i sugeruja, ze
mutacja londynska w genie dla APP moze aktywowa¢ CaMKII w hipokampie, co wymaga
jednak dalszych badan. Badania Fagan i wsp., wykazaly, ze fingolimod moze obnizaé
ufosforylowanie biatka Tau [Fagan i wsp., 2022]. W niniejszej pracy podanie fingolimodu
nie miato jednak istotnego wptywu na poziom badanej fosforylacji, cho¢ zaobserwowano
niewielka tendencj¢ do jej obnizenia. Moze to wynika¢ z krotkiego czasu (14 dni)
podawania leku w niniejszych badaniach w poréwnaniu do 2- i 6-miesiecznego czasu
leczenia zastosowanego w przytoczonej publikacji.

Jak wspomniano we wstegpie poszczegolne receptory dla S1P sa w réznym stopniu
zaangazowane W odbywajace si¢ W komdrce procesy, a ich jednoczesne pobudzenie, jak
ma to miejsce w przypadku fingolimodu, skutkuje licznymi dziataniami niepozadanymi.
Prace badawcze nad nowymi agonistami dla S1PR poszty zatem w kierunku poszukiwania
zwigzkow 0 wigkszej selektywnosci, dziatajacych na wybrany receptor. W czesci in vitro

niniejszej rozprawy zbadano dziatanie selektywnych agonistow receptoréw dla S1P:
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siponimodu (S1PR1,5), ponesimodu (S1PR1), CYM5541 (S1PR3), CYM50308 (S1PR4),
A971432 (S1PR5), a takze ufosforylowanego fingolimodu/pFTY720 (aktywna
farmakologicznie posta¢ FTY720) w toksycznosci APo. To wlasnie rozpuszczalne
oligomery uwazane sa bowiem za najbardziej patogennag posta¢ AP [Sengupta i wsp.,
2016]. Oprocz bezposredniego toksycznego dziatania na komoérki nerwowe, Afo moga
wykazywa¢ neurotoksyczno$¢ poprzez wptyw na mikroglej [Maezawa iwsp., 2011].
W niniejszej pracy wlasciwosci proapoptotyczne i prozapalne Ao, a takze wplyw
wymienionych wyzej modulatorow receptorow dla S1P sprawdzono w dwoch liniach
komoérkowych: mysich neuronach hipokampa (linia HT22) oraz komoérkach mysiego
mikrogleju (linia BV2), ktoére poddano dziataniu egzogennych Ao w stezeniu 1 pM
wybranym na podstawie danych literaturowych.

W pierwszej kolejnosci zbadano wptyw Ao na ekspresje gendw kodujacych cztery
receptory dla S1P (S1PR1,3-5), poprzez ktore swoje dziatanie wywiera fingolimod.
Dotychczas nie badano wptywu Ao na poziom mRNA tych receptor6w W neuronach ani
w mikrogleju, jednak w niniejszej pracy wydaje si¢ t0 uzasadnione, biorgc pod uwage
mechanizm  dziatania zastosowanych w badaniach zwigzkéw chemicznych.
Przeprowadzona analiza wykazala znamiennie obnizony pod wplywem Afo poziom
MRNA S1prl w komoérkach BV2, ktory zostat istotnie zwigkszony do okoto 80% warto$ci
kontrolnej przez agoniste S1PR5, A971432. Podobne obnizenie ekspresji Slprl
stwierdzono w szczurzych komoérkach guza chromochlonnego rdzenia nadnerczy (linia
PC12) transfekowanych ludzkim genem dla APP typu dzikiego i z mutacjg szwedzka
[Gassowska i wsp., 2014]. To sugeruje, ze skuteczno$¢ ponesimodu, ktory jest
selektywnym agonista SIPR1, moze by¢ ograniczona W mikrogleju, zaktadajac jedynie
receptorowy mechanizm dziatania tego leku. W komoérkach mikrogleju traktowanych Apo
zaobserwowano takze wyrazng tendencj¢ do obnizenia poziomu mRNA Slpr5
(p = 0,0643). Jednoczesnie ekspresja Slprl iS1lpr5 w komodrkach HT22 poddanych
dziataniu APo wykazata jedynie nieznaczne obnizenie. W przypadku Slpr4d nie
odnotowano wptywu Ao zastosowanego samodzielnie na ekspresj¢ tego genu W zadnej
z badanych linii komodrkowych. Natomiast istotne obnizenie poziomu mRNA Slprd
stwierdzono w komodrkach HT22 traktowanych Ao wraz z agonistag S1PR3, CYM5541.
Z kolei znamienny wzrost ekspresji S1pr4 wykazano w komorkach BV2 traktowanych
APo z pFTY720 i siponimodem. Uzyskane wyniki wskazujg, ze Apo wpltywa na regulacje

ekspresji S1IPR na poziomie transkrypcyjnym przede wszystkim w mikrogleju.
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Jednym z objawow ChA powodowanych przez APo jest nieprawidlowe
funkcjonowanie mitochondriow, co wigze si¢ ze zdolnoscig oligomeréw do akumulowania
si¢ W tych organellach [Manczak i wsp., 2006; Calkins i wsp., 2011; Mota i wsp., 2021].
Zaburzeniom ulega potencjat btony mitochondrialnej (MMP) oraz tafcuch transportu
elektronow, co prowadzi do obnizenia poziomu ATP i zwickszonego wytwarzania RFT.
Obserwuje si¢ takze uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriéw [Rhein iwsp., 2009;
Umeda iwsp., 2011; Alberdi iwsp., 2018; Wang i wsp., 2017a; Mota iwsp., 2021].
W niniejszej rozprawie zbadano wplyw modulatorow receptorow dla S1P na
zmiany w: poziomie wolnych rodnikow, MMP i zywotnosci komorek wywotane przez
APo. 24-godzinna inkubacja z ABo w stezeniu 1 uM nie spowodowata istotnych zmian
w wewnatrzkomorkowym poziomie RFT w zadnej z badanych linii komérkowych, chociaz
szczego6lnie w komorkach BV2 widoczna byta tendencja do wzrostu wytwarzania wolnych
rodnikow. Podobny brak zmian w poziomie RFT w komoérkach mikrogleju poddanych
dziataniu 1 uM APo zaobserwowano rowniez w innych badaniach [Wang i wsp., 2017b;
Cieslik iwsp., 2020]. Z kolei ABo w stezeniu 2 uM istotnie zwigkszal poziom RFT
w komorkach BV2 [Shukla i Sharma, 2011], co wskazuje na zalezne od stezenia Afo
wytwarzanie RFT w tej linii komorkowej. Zwiekszony poziom RFT w identycznych jak
zastosowane w niniejszej pracy warunkach inkubacji z APo stwierdzono natomiast
w komorkach neuronalnych SH-SY5Y [Cieslik | wsp., 2020], a takze w hodowli pierwotnej
neuronow korowych po 16-godzinnej inkubacji z 1 uM APo [He i wsp., 2011]. Moze to
sugerowac, ze do wywotania podobnej odpowiedzi na ABo w neuronach hipokampa moze
by¢ potrzebne wyzsze stezenie APo. Inkubacja z 1 uM ABo spowodowata natomiast
znamienne obnizenie MMP w rownym stopniu w neuronach i mikrogleju, co w przypadku
komorek HT22 jest zgodne z innymi badaniami toksycznosci APo in vitro [Mota i wsp.,
2021]. W przypadku komorek mikrogleju ABo w stezeniu 1 uM nie powodowaty istotnego
obnizenia MMP ani w komodrkach BV2 [Cieslik i wsp., 2020], ani w hodowli pierwotnej
mikrogleju potraktowanej wczesniej LPS [Wang i wsp., 2017b], cho¢ w obu badaniach
zaobserwowano tendencje¢ do obnizenia MMP. W niniejszej pracy w obu liniach
komodrkowych istotnemu obnizeniu pod wptywem Ao ulegata Zywotno$¢ mierzona testem
MTT, przy czym jej obnizenie byto bardziej zaznaczone W komérkach BV2. Otrzymane
wyniki pozostaja w zgodzie z danymi literaturowymi, gdzie przy zastosowaniu tego
samego stezenia Ao i tego samego czasu inkubacji zaobserwowano obnizong zywotnos¢
pierwotnych neuronéw hipokampa [Mota i wsp., 2021] oraz komorek linii BV2 [Cieslik
i wsp., 2020]. W badaniach Costa i wsp. zmniejszong zywotno$¢ neuronow hipokampa
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zaobserwowano juz po 6-godzinnej inkubacji z Apo w stezeniu 0,5 uM [Costa i wsp.,
2012], co wskazuje, ze nawet mniejsze st¢zenie APO i krotszy czas inkubacji negatywnie
wptywa na zywotno$¢ neuronéw. Nie stwierdzono istotnego wptywu badanych zwigzkoéw
W zastosowanych stezeniach na obnizone przez ABo MMP i zywotnos¢ w zadnej
z badanych linii komérkowych. Doniesienia literaturowe wskazujg jednak, ze modulacja
receptoréw dla S1P moze tagodzi¢ zaburzenia mitochondrialne w neuronach i mikrogleju.
PFTY720 w stezeniu 100 nM istotnie zwigkszat MMP i zywotnos$¢ oraz znaczaco obnizat
poziom RFT w komorkach BV2 poddanych toksycznemu dziataniu kwasu palmitynowego
[Sood i wsp., 2023]. Co wigcej, zastosowanie kondycjonowanego medium pochodzacego
od mikrogleju traktowanego kwasem palmitynowym i pFTY720 znaczaco zwickszato
zywotno$¢ neuronalnych komoérek N2a w pordwnaniu do medium zawierajacego jedynie
czynnik toksyczny. Podobnie w neuronach dopaminergicznych substancji czarnej (linia
komorkowa SN4741) poddanych dziataniu witaminy K ufosforylowany fingolimod
w stezeniu 50 nM przywracal zaburzone funkcje mitochondrialne, wtym aktywnosc¢
oksydazy cytochromu ¢, MMP i szybko$¢ zuzycia tlenu (ang. oxygen consumption rate,
OCR), a takze zwickszal zywotno$¢ komodrek mierzong poziomem dehydrogenazy
mleczanowej [Martin-Montanez iwsp., 2019]. W $wietle powyzszych danych brak
skutecznosci pFTY720 w tagodzeniu skutkow mitochondrialnej toksycznosci Ao
wykazany w niniejszej rozprawie moze wynika¢ z zastosowania zbyt niskiego (1 nM)
stezenia pFTY720. Warto jednak zauwazy¢, ze pFTY720 juz w stezeniu 100 pM chronit
neurony przed toksycznosciag wywotang przez Ao W stezeniu 5 uM (wzrost zywotnos$ci
mierzonej testem WST8) [Doi iwsp., 2013] oraz zwigkszal Zzywotno$¢ komorek
neuronalnych SH-SY5Y poddanych dziataniu MPP* [Pyszko i Strosznajder, 2014], cho¢
W obu przypadkach podanie fingolimodu nastgpito przed podaniem czynnika toksycznego.
Podsumowujac, wyjasnienie braku skuteczno$ci pFTY720 (jak réwniez pozostalych
zwigzkow) W przeciwdziataniu toksycznemu dziataniu APo na funkcjonowanie
mitochondriow wymaga dalszych badan uwzgledniajacych rézne stgzenia modulatoréw
oraz ewentualne podanie modulatoréw przed traktowaniem Afo.

Obnizenie lub catkowita utrata potencjalu blony mitochondrialnej stanowi jedna
z wczesnych oznak apoptozy, czyli programowanej $Smierci komorki [Marchetti 1 wsp.,
1996], ktora jest cecha charakterystyczng ChA [Obulesu i Lakshmi, 2014]. Mitochondria
sg glownymi odpowiedzialnymi za tzw. wewnatrzpochodny szlak apoptozy. Wzrost
przepuszczalnosci zewngtrznej btony mitochondrialnej prowadzi do uwalniania biatek
proapoptotycznych takich jak cytochrom c, czynnik indukujacy apoptozg (ang. apoptosis-
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inducing factor, AIF) czy bialko Smac/DIABLO, ktére aktywujg kaspazy i dalsze
mechanizmy $mierci komorkowej. Pro- i antyapoptotyczne biatka z rodziny BCL-2 sg
waznymi regulatorami wewnatrzpochodnego szlaku apoptotycznego, ktore bezposrednio
kontroluja integralno$¢ zewnetrznej btony mitochondrialnej, a tym samym translokacje
wspomnianych wcze$niej biatek proapoptotycznych do cytozolu [Eckert i wsp., 2012].
W niniejszej pracy zbadano wptyw modulatorow receptorow dla SIP na wywolane
24-godzinng inkubacja z 1 uM Ao zmiany w ekspresji genéw kodujacych wybrane biatka
pro- i antyapoptotyczne z rodziny Bcl-2. Biatko BAD jest biatkiem proapoptotycznym,
ktore reguluje dziatanie biatek efektorowych apoptozy takich jak BAX. Nie stwierdzono
istotnych zmian w poziomie MRNA Bad w komorkach HT22, chociaz odnotowano lekkg
tendencj¢ do wzrostu ekspresji. Podobne wyniki otrzymano w badaniach na hodowli
neuronéw korowych poddanych dziataniu zagregowanego AB2s-35 W stezeniu 25 uM [Yao
i wsp., 2005]. W przeciwienstwie do neuronéw, W komoérkach BV2 po podaniu Ao
W niniejszej rozprawie stwierdzono znamienne obnizenie ekspresji Bad, ktoremu nie
przeciwdziatal Zzaden z zastosowanych modulatorow. Dotychczas nie badano poziomu
mRNA Bad w mikrogleju traktowanym Afo. Pewnym wytlumaczeniem otrzymanego
wyniku moze by¢ analiza poziomu ufosforylowania biatka BAD, ktora jest miarg dziatania
apoptotycznego tego biatka. 24-godzinna inkubacja komorek mysiego mikrogleju (linia
EOC2) z AB w stgzeniu 10 uM nie miata istotnego wpltywu na poziom ufosforylowania
biatka (zaobserwowano jedynie tendencje do obnizenia). Natomiast znamienne obnizenie
poziomu pBAD (Serl136) zaobserwowano po 6 i 12 godzinach inkubacji z 10 uM AP
[Shang iwsp., 2012]. To sugeruje, ze W nizszych dawkach APo moze dziataé
antyapoptotycznie w mikrogleju nawet przy dluzszym czasie inkubacji. Hipoteza ta
wymaga jednak dalszych badan uwzgledniajacych rézne dawki Afo i roézne czasy
inkubacji.

W Zadnej z badanych linii komoérkowych nie stwierdzono natomiast istotnych
zmian w poziomie mMRNA Bax, ktore jest uznawane za kluczowe biatko proapoptotyczne.
Dane literaturowe dotyczace komoérek neuronalnych wskazujg na wzrost ekspresji Bax
w komorkach poddanych dziataniu AP w postaci monomeréw [Clementi i wsp., 2006] oraz
APs1-35 (najkrotszy fragment AP zachowujacy wiasciwosci cytotoksyczne peptydu pelnej
dhugosci) [Misiti i wsp., 2006], abrak istotnego wptywu oligomerow [Cieslik i wsp.,
2020]. Z kolei jedyna publikacja, w ktorej badano poziom mRNA Bax w mikrogleju
traktowanym Ao, wykazala znamienne obnizenie ekspresji genu dla tego bialtka
proapoptotycznego [Cieslik 1wsp., 2020]. W niniejszej pracy podanie APo wraz
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z ponesimodem, CYM5541 i CYM50308 komorkom BV2 powodowato istotny wzrost
ekspresji Bax w porownaniu do komorek traktowanych wylgcznie Apo. Rowniez badania
na mioblastach traktowanych TGF-1p wykazaly, ze 6-godzinna inkubacja z CYM50308
w stezeniu 1 uM stymuluje apoptoze [Cencetti 1 wsp., 2013]. Natomiast po 24 godzinach
ponesimod w stezeniu 5,7 nM W potaczeniu z kondycjonowanym medium pochodzacym
z nablonkowych komoérek macierzystych owodni istotnie obnizal poziom BAX
w oligodendrocytach poddanych toksycznemu dziataniu kuprizonu [Safaeinejad i wsp.,
2021]. Sugeruje to, ze wiasciwosci proapoptotyczne ponesimodu mogg zaleze¢ od
zastosowanego stezenia. Hipoteza ta wymaga jednak dalszych badan. Nie mozna réwniez
wykluczyé, ze obserwowany efekt jest specyficzny dla okreSlonej linii komorkoweyj.
Podobnie proapoptotyczne dziatanie CYMS5541 w komoérkach BV2 moze zaleze¢ od
warunkow inkubacji oraz badanych komorek, gdyz preinkubacja z 10 nM CYM5541
hamowata apoptoze wywotang nadtlenkiem wodoru W progenitorowych komoérkach
srodbtonka [Wang i wsp., 2018b]. Co istotne, ze wzgledu na bardzo niska ekspresje S1pr3
w komorkach linii BV2, proapoptotyczne wiasciwosci CYMS541 moga by¢ zwiazane
Z jego potencjalnym pozareceptorowym mechanizmem dziatania, co jednak wymaga
dalszej weryfikaciji.

W obu liniach komérkowych po podaniu Afo stwierdzono znamiennie obnizong
ekspresje genu dla kluczowego biatka antyapoptotycznego Bcl2, wyrazniej zaznaczong
w komorkach mikrogleju. Dane literaturowe dotyczace komorek neuronalnych poddanych
dziataniu AP wskazuja na znaczace obnizenie [Clementi i wsp., 2006; Luo i wsp., 2021]
lub jedynie niewielkg tendencj¢ do obnizenia ekspresji Bcl2 [Yao i wsp., 2005; Cieslik
I wsp., 2020], co wigze si¢ Z réznicami W stosowanych stezeniach A i dtugoscig tancucha
peptydowego (APi1-42 versus APzs-35). Natomiast jedyna do tej pory praca, w ktorej zbadano
poziom mRNA Bcl2 w mikrogleju poddanemu dziataniu Ao, wskazuje na brak zmian
w ekspres;ji tego genu [Cieslik i wsp., 2020]. Nie stwierdzono istotnych r6znic w poziomie
tego genu po zastosowaniu modulatorow S1PR w komoérkach BV2. Natomiast
w komorkach HT22 zastosowanie CYMS50308 i A971432 znamiennie zwigkszato
ekspresje¢ Bcl2. Zaobserwowany wzrost pod wptywem pobudzenia S1IPR5 moze by¢
spowodowany wzrostem aktywnosci Kinazy AKT, ktora, jak juz wczesniej wykazano,
zwicksza ekspresje Bcl2 [Pugazhenthi iwsp., 2000]. Podanie bowiem A971432
transgenicznym myszom R6/2 (model ChH) istotnie zwigkszato poziom ufosforylowania
tej kinazy w prazkowiu [Di Pardo i wsp., 2018b]. Z kolei istotne zwickszenie ekspresji Bcl2
pod wplywem CYM50308 w komoérkach HT22 przy jednoczesnym wzro$cie ekspresji Bax
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w komorkach BV2 wywotanym tym agonistag moze sugerowaé, ze pobudzenie SIPR4 ma
inny wplyw na apoptoze komorek W neuronach (dziatanie antyapoptotyczne)
I w mikrogleju (dziatanie proapoptotyczne).

W niniejszej pracy analizie poddano rowniez stosunek Bax/Bcl2 uwazany za lepsza
miar¢ potencjatu apoptotycznego komorki niz poziom ekspresji poszczegdlnych genow
[Salakou iwsp., 2007]. W komorkach HT22 zaobserwowanO nieistotny statystycznie
wzrost Bax/Bcl2 wywotany Afo, na co nie mialo wplywu zastosowanie badanych
modulatoréw. W linii BV2 nie zaobserwowano zmian w stosunku Bax/Bcl2 po podaniu
APo, natomiast zastosowanie ponesimodu, A971432 i pFTY720 znamiennie zwigkszato
stosunek Bax/Bcl2, co moze wskazywac na proapoptotyczne dzialanie wymienionych
modulatoréw W komodrkach mikrogleju.

Istotnych zmian nie stwierdzono w poziomie mMRNA Bcl2l1 (gen kodujacy biatko
antyapoptotyczne Bcl-XL) w zadnej z badanych linii komoérkowych. Podobny wynik
otrzymano w doswiadczeniach na komorkach ziarnistych moézdzku z uzyciem Afai-3s
[Misiti i wsp., 2006], natomiast AP2s-35 znaczaco obnizat ekspresj¢ Bcl2l1 w neuronach
korowych [Yao i wsp., 2005]. Zastosowanie modulatoréw receptorow dla S1P w niniejszej
pracy nie powodowato znamiennych r6znic w ekspresji tego genu.

Podsumowujac, APo wstezeniu 1 uM maja niewielki potencjat apoptotyczny
w badanych liniach komorkowych, cho¢ wyraznie wyzszy w komorkach HT22.
Zastosowane modulatory S1PR wykazuja rézne dziatanie w zaleznosci od linii
komorkowej — w mikrogleju moga wykazywaé dziatanie proapoptotyczne, a w neuronach
niektore z nich majg charakter antyapoptotyczny.

Neurozapalenie jest uznawane za istotny element patomechanizmu ChA i wiaze si¢
z przewleklta nadmierng aktywnoscig mikrogleju. We wczesnych fazach ChA aktywacja
mikrogleju w celu usunigcia gromadzacego si¢ A ma charakter przeciwzapalny. Jednak
wraz ze wzrostem obcigzenia amyloidem w po6zniejszych etapach choroby nadmierna
aktywnos$¢ mikrogleju prowadzi do stanu zapalnego, ktory przyczynia si¢ do zaostrzenia
szkodliwych zmian w mozgu wywotanych przez AB. Jednym z objawdw stanu zapalnego
jest zachwianie roéwnowagi pomiedzy pro- 1 przeciwzapalnymi cytokinami, ktore
posrednicza W prawidtowej pracy uktadu odpornosciowego. IL-1p jest kluczowa cytoking
prozapalng powstajaca W wyniku obrobki proteolitycznej nieaktywnego prekursora
pro-1L-1p przez kaspaze 1. IL-1B wraz z IL-18 uczestniczy w pyroptozie, czyli zaleznej od
kaspazy 1 programowanej $mierci komorki [Bergsbaken iwsp., 2009]. Na podstawie
przeprowadzonych badan stwierdzono ponadsiedmiokrotny wzrost ekspresji 111b (gen
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kodujacy pro-IL-1B) w komorkach BV2 wywolany podaniem Ao, natomiast
w komorkach HT22 jedynie nieznaczne zwickszenie ekspresji tego genu. Nieliczne dane
literaturowe dotyczace poziomu mRNA [111b w mikrogleju (brak tego typu danych
dotyczacych neurondéw) sg niejednoznaczne. Parajuli i wsp., nie zaobserwowali istotnych
zmian w ekspresji 111b w pierwotnej hodowli mikrogleju poddanej dziataniu 5 uM AB1-4».
Natomiast 24-godzinna inkubacja z APi1-22 W tym samym stezeniu powodowata wzrost
ekspresji 111b w mikrogleju wczesniej aktywowanym podaniem LPS [Liu i wsp., 2020].
Zaprezentowane W niniejszej rozprawie wyniki sa jednak w zgodzie z licznymi pracami,
ktore wskazuja na zwigkszone uwalnianie IL-1p w mikrogleju pod wptywem A, w tym
Ao [Kim i wsp., 2014b; Feng i Zhang, 2019; Jian i wsp., 2019]. Za wyjatkiem CYM5541
I pFTY 720 wszystkie badane zwigzki znamienne zwigkszaty ekspresje 111b w mikrogleju,
co wskazuje, ze modulacja receptoréw dla S1P wtym przypadku poglebia zmiany
wywotane przez APBo. W neuronach hipokampa, mimo braku znaczacego efektu Afo,
znamienny wzrost poziomu mMRNA Il1b wywotato natomiast podanie Afo wraz
z siponimodem. Wydaje si¢, ze zaobserwowany negatywny efekt traktowania
siponimodem moze by¢ specyficzny dla okreslonej choroby, gdyz w modelu demielinizacji
wywotanej kuprizonem (zwierzecy model SM) siponimod znaczaco obnizat poziom
mRNA 1l1b w ciele modzelowatym [Al-Otaibi iwsp., 2023]. Podobny efekt miato
traktowanie ozanimodem (mechanizm dziatania identyczny jak siponimodu) skrawkow
kory z prazkowiem pochodzacych z innego modelu zwierzgcego SM [Musella i wsp.,
2020].

Brak istotnych zmian w komoérkach HT22 oraz znamienny wzrost W komorkach
BV2 pod wptywem APo stwierdzono réwniez W przypadku poziomu mRNA Tnf. Podobne
wyniki otrzymano w innych badaniach na komoérkach mikrogleju poddanych dziataniu
AP142 [Urrutia iwsp., 2017; Feng iZhang, 2019; Liu iwsp., 2020]. Zastosowane
modulatory (poza A971432, ktory nieznamiennie obnizal ekspresj¢) wykazywaly
tendencje do zwigkszania poziomu mRNA Tnf w mikrogleju, co pozostaje w zgodzie
z wynikami dotyczacymi I11b w tej linii komorkowej. W komoérkach HT22, mimo braku
znaczacego efektu APo, znamienny wzrost poziomu mRNA Tnf stwierdzono po podaniu
APo wraz z ponesimodem. Przypuszczalnie wynik modulacji S1IPR1 zalezy od modelu
badawczego, gdyz zastosowanie ponesimodu istotnie zmniejszato ekspresje Tnf
w astrocytach poddanych dziataniu oksyhemoglobiny (in vitro model SAH) [Zhang i wsp.,
2021]. Z kolei dokanatowe podanie innego agonisty S1PR1, SEW2871, znaczaco
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zwigkszato poziom TNF-o w rogach grzbietowych rdzenia kregowego [Doyle iwsp.,
2019].

[I-1 stymuluje syntez¢ IL-6 zarowno w neuronach, jak i w komorkach glejowych
[Parish i wsp., 2002; Tsakiri i wsp., 2008]. W niniejszej pracy w obu badanych liniach
komoérkowych stwierdzono istotny wzrost poziomu mRNA 116 po podaniu Ao, przy czym
byt on duzo wigkszy w komoérkach BV2. Uzyskane wyniki sg zgodne z innymi badaniami,
gdzie komorki mikrogleju traktowano APi-42 W roznych stezeniach [Urrutia i wsp., 2017,
Feng i Zhang, 2019; Liu i wsp., 2020]. Zwigckszony poziom IL-6 wywolany dokomorowym
podaniem Api-42 zaobserwowano takze w szczurzym hipokampie [Zhang i wsp., 2013].
Podobnie jak w przypadku ekspresji 111b i Tnf wigkszos¢ badanych zwigzkow (oprocz
pFTY720) powodowata wyrazny, cho¢ nieznamienny wzrost ekspresji 116 w mikrogleju.
Potwierdza to tym samym, ze modulacja receptoréw dla SIP w mikrogleju moze
potegowac prozapalne dziatanie APo. Z kolei w komorkach HT22 dziatanie poprzez
receptory dla SIP moze tagodzi¢ stan zapalny wywotany przez APo, gdyz podanie
pFTY720 znamiennie obnizato poziom mRNA 116. Co rownie wazne, brak istotnego efektu
przeciwzapalnego selektywnych agonistow przy skutecznosci nieselektywnego modulatora
sugeruje, ze koniecznym warunkiem dziatania przeciwzapalnego w tym przypadku jest
jednoczesne pobudzenie kilku receptorow.

Prozapalna IL-18, podobnie jak IL-1B wyst¢puje w postaci nieaktywnej pro-1L-18,
ktora ulega aktywacji pod wplywem kaspazy 1. Badania wskazuja, ze IL-18 moze
odgrywac¢ znaczacg role w patomechanizmie ChA. W komoérkach SH-SY5Y IL-18
zwickszala poziom APP, a takze ekspresje BACEL, przez co stymulowala jego
proamyloidogenny metabolizm [Sutinen iwsp., 2012]. Z kolei wywotana przez IL-18
zwigkszona ekspresja IL-17 i IL-23 prowadzita do zaburzen w usuwaniu Ap przez
mikroglej [Chen iwsp., 2019]. W przedstawionej rozprawie po raz pierwszy wykazano
znamiennie obnizony poziom mRNA 1118 w liniach komoérkowych HT22 i BV2 poddanych
dziataniu APo, na ktéory nie mialy istotnego wplywu badane modulatory S1PR.
Zaobserwowane obnizenie bylo bardziej wyrazne w komodrkach mikrogleju. Dla
poréwnania, badania post mortem mozgow pacjentow z ChA wskazaly na zwigkszony
poziom MRNA i immunoreaktywnos¢ IL-18 zwlaszcza w ptacie czolowym. Co wiecej,
wystepowanie IL-18 pokrywato si¢ z wystepowaniem plytek starczych oraz NFT [Ojala
iwsp.,, 2007]. Odmiennie niz u ludzi, nie zaobserwowano zwigkszonej
immunoreaktywnosci IL-18 w mo6zgu 16-miesigcznych podwdjnie transgenicznych myszy
APP/PSENL1 z w pelni rozwinigtymi plytkami starczymi [Ojala i wsp., 2007]. Wyniki te

122



Dyskusja

sugeruja, ze reakcja zapalna wywotana odktadaniem si¢ AP moze by¢ inna W mézgu myszy
i mézgu ludzkim. Moze to cze$ciowo thumaczy¢ obserwacje przedstawione w niniejszej
rozprawie, co wymaga jednak potwierdzenia na ludzkich liniach komérkowych. Poza tym
dostepne dane literaturowe dotycza odpowiedzi zapalnej wywotanej przez ptytki starcze,
nie przez Apo, ktore zastosowano W badaniach prezentowanych w tej rozprawie. Moze to
wskazywaé, ze zarbwno zmiany ekspresji genu, jak i przypuszczalnie w poziomie biatka
IL-18 mogg zaleze¢ od postaci AP. I wreszcie odpowiedz w uproszczonym modelu in vitro,
gdzie nie sg uwzglednione zaleznosci pomigdzy poszczegdlnymi strukturami mozgu, moze
rozni¢ si¢ od tej uzyskanej w modelu in vivo. Stad wskazane bytoby przeprowadzenie
analizy poziomu mRNA 1118 w mysim modelu ChA wywotanym domézgowym podaniem
Apo.

Podsumowujac Ostatnig cze$¢ badan in vitro, ABo w stezeniu 1 uM wykazuja
dziatanie prozapalne, ktore jest silniej zaznaczone W mikrogleju. Zastosowanie
modulatoréw receptoréw dla S1P wplywalo na fagodzenie stanu zapalnego w komorkach
HT22, natomiast te same zwigzki W komorkach BV2 miaty tendencje do poglebiania

wywolanych przez Ao zmian.
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Podsumowanie i wnioski

Mutacja londynska w genie dla APP powoduje zmiany ekspresji badanych biatek
presynaptycznych gldwnie na poziomie transkrypcyjnym. Obnizenie poziomu mRNA
biatlek presynaptycznych jest bardziej widoczne w hipokampie zwierzat
transgenicznych i wzrasta wraz z wiekiem zwierzecia/zaawansowaniem choroby.
Fingolimod przeciwdziala obnizeniu ekspresji genéw kodujacych biatka
presynaptyczne u 12-miesigcznych myszy z nadekspresja zmutowanego genu dla APP.
Wskazuje to na znaczenie sygnalizacji zaleznej od S1P w bardziej zaawansowanych
stadiach choroby Alzheimera.

Istotny wptyw mutacji londynskiej na prozyciowa $ciezke zalezng od kinazy AKT
w hipokampie zachodzi wytacznie na poziomie modyfikacji potranslacyjnych.
Mutacja londynska moze zwicksza¢ aktywnos$¢ kinazy CAMKII w hipokampie
12-miesigcznych zwierzat transgenicznych, na co wskazuje wzrost ufosforylowania
biatka Tau na serynie 416.

Brak skuteczno$ci fingolimodu w tagodzeniu spowodowanych przez mutacje
londynska zmian w aktywnosci $ciezki zaleznej od kinazy AKT 1 fosforylacji biatka
Tau na serynie 416 moze sugerowac, ze w badanym modelu sygnalizacja zalezna od
S1P odgrywa niewielka role we wspomnianych zaburzeniach.

Dziatanie prozapalne oligomerow AP (ABo) moze r6zni¢ si¢ w zaleznosci od badanych
linii komoérkowych, na co wskazujg wigksze zmiany w ekspresji genéw kodujacych
cytokiny prozapalne w mikrogleju.

Agonisty SIPR4 (CYM50308) 1 S1PRS (A971432) przywracaja do wartosci
kontrolnych obnizony pod wptywem ABo poziom mRNA antyapoptotycznego biatka
Bcl-2 w komorkach HT22.

pFTY720 istotnie obniza wywotany przez ABo wzrost ekspresji genu dla prozapalnej
IL-6 w komorkach HT22. Z kolei w komorkach BV2 wiekszo$¢ badanych agonistow
S1PR poglebia zwigkszony pod wptywem APo poziom mRNA prozapalnej IL-18.

Wskazuje to, ze efekt pobudzenia S1PR moze zaleze¢ od badanej linii komodrkowe;.
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7. Streszczenie

Choroba Alzheimera (ChA) jest neurodegeneracyjnym schorzeniem, ktore
odpowiada za wigkszo$¢ przypadkow otgpienia. Wedlug powszechnie przyjetej hipotezy
kaskady amyloidowej u podstaw ChA lezg zaburzenia metabolizmu biatka prekursorowego
peptydu amyloidu B (APP), ktore prowadza do powstania amyloidu B (AP). A wystepuje
W postaci rozpuszczalnych monomerdéw i oligomeréw oraz nierozpuszczalnych fibryli
I plytek starczych, z ktérych za najbardziej patogenne uwazane sa oligomery. Szkodliwe
dziatanie AP zwigzane jest z zaburzeniem funkcjonowania synaps, w tym
z nieprawidlowo$ciami 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 neurondéw. Gromadzacy si¢ AP powoduje aktywacje mikrogleju i wzrost
wytwarzania mediatorow stanu zapalnego, ktore zaostrzaja zmiany neurodegeneracyjne.
Dodatkowo, AP poprzez hamowanie prozyciowej $ciezki PI3K-AKT/stymulowanie
aktywnos$ci GSK-3f przyczynia si¢ do nadmiernej fosforylacji biatka Tau i, co za tym idzie
jego zwigkszonej sktonnosci do agregacji w postaci wewnatrzkomorkowych splatkow
neurofibrylarnych (NFT), ktore obok ptytek starczych sa gtowng cecha obrazu
neuropatologicznego ChA.

Jednoczes$nie w ostatnich latach istotnym tematem stata si¢ rola bioaktywnych
sfingolipidow w patogenezie/patomechanizmie ChA. Jednym z nich jest prozyciowy
sfingozyno-1-fosoforan (S1P), ktérego obnizony poziom i zaburzony metabolizm
stwierdzono w mozgach osob z ChA. S1P wywiera swoje dzialanie dwutorowo.
Wewnagtrzkomorkowo — dziata  jako  przekaznik  drugiego rzedu, natomiast
zewnatrzkomorkowo poprzez pieé¢ receptorow (S1PR1-5) sprzgzonych z biatkami G.
Niektore agonisty (modulatory) S1PR, ze wzgledu na ich wlasciwosci immunosupresyjne,
staty si¢ lekami zatwierdzonymi do leczenia stwardnienia rozsianego. Jednak zdolno$¢ tych
zwigzkow do przekraczania bariery krew-mozg i bezposrednie dziatanie neuroprotekcyjne
w o$rodkowym uktadzie nerwowym (OUN) umozliwita ich zastosowanie w badaniach
dotyczacych innych choréb neurodegeneracyjnych, w tym w ChA.

Celem rozprawy bylo zbadanie wptywu modulatoréw receptoréw dla sfingozyno-
1-fosforanu na zmiany na poziomie transkrypcyjnym i translacyjnym wybranych biatek
zaangazowanych w: przekaznictwo synaptyczne, apoptoze, proces zapalny oraz $ciezke

prozyciowa zalezng od kinazy AKT w doswiadczalnych modelach choroby Alzheimera.
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Badania in vivo prowadzono na modelu rodzinnej postaci ChA — 3 i12-
miesi¢cznych transgenicznych myszach szczepu FVB-Tg transfekowanych ludzkim
zmutowanym genem dla APP (myszy APP*). Mutacja londyfnska w genie dla APP
powoduje zwickszone wytwarzanie bardziej toksycznej i podatnej na agregacje¢ izoformy
AP1-42. 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. Iub jego nosnik (0,9% NaCl). Nastepnie zwierzeta dekapitowano,
a wybrane struktury moézgu (kora mézgu i hipokamp) wykorzystywano do analizy zmian
ekspresji  genow oraz immunoreaktywno$ci/poziomu ufosforylowania  biatek.
W doswiadczeniach na zwierzetach skupiono sie¢ na biatkach presynaptycznych
zaangazowanych W fuzje pecherzykow synaptycznych z btong presynaptyczng
i uwalnianie neuroprzekaznika do szczeliny synaptycznej (biatka kompleksu SNARE
i biatka regulatorowe tego kompleksu), Sciezce prozyciowej zaleznej od kinazy AKT
i fosforylacji biatka Tau.

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

W nastgpnym etapie zbadano wptyw mutacji W genie dla APP na ekspresje genow
i poziom ufosforylowania prozyciowej kinazy AKT oraz jej dwoch biatek efektorowych —
kinazy GSK-3 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
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u 3-miesiecznych iwzrost u 12-miesi¢cznych zwierzat transgenicznych. W hipokampie
starszych zwierzat APP* stwierdzono rowniez wzrost ufosforylowania GSK-3pB. Podanie
fingolimodu transgenicznym zwierzgtom nie miato istotnego wptywu na zaobserwowane
zmiany w poziomie ufosforylowania AKT ani GSK-3p.

Nie zaobserwowano zmian w poziomie mMRNA Mapt (gen kodujacy biatko Tau) ani
immunoreaktywnos$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
wplywu na zaobserwowang zmiang.

Whyniki uzyskane w badaniach in vivo wskazujg, 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 glownie na poziomie transkrypcyjnym, natomiast wpltyw 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 SI1P maja
znaczenie przede wszystkim w regulacji przekazZnictwa 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
APB1-42 (ABo) w stezeniu koncowym 1 uM. W powyzszych modelach sprawdzano wptyw
modulatoréw receptorow dla S1P: 0,1 uM ponesimodu (S1PR1), 1 uM CYM5541
(S1PR3), 0,1 uM CYM50308 (S1PR4), 0,1 uM A971432 (S1PR5), 0,1 uM siponimodu
(S1PR1,5) oraz 1 nM ufosforylowanego fingolimodu na: zywotno$¢ komorek, potencjat
btony mitochondrialnej oraz poziom wolnych rodnikéw, atakze na ekspresje genow
kodujacych receptory dla S1P, biatka pro- i antyapoptotyczne oraz cytokiny prozapalne.

Analiza ekspresji genow kodujacych SIPR wykazata znamiennie obnizony poziom
MRNA S1prl w komoérkach BV2 po podaniu Ao, ktory zostat istotnie zwigkszony po
podaniu A971432. W komorkach mikrogleju traktowanych Ao zaobserwowano takze
wyrazng tendencje do obnizenia poziomu mRNA S1pr5. Nie odnotowano wptywu Ao

podanego samodzielnie na ekspresj¢ S1prd w zadnej z badanych linii komorkowych.
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Natomiast istotne obnizenie poziomu mRNA Slpr4 stwierdzono w komoérkach HT22
traktowanych APo wraz z CYM5541, aznamienny wzrost w komorkach BV2
traktowanych ABo z pFTY720 i siponimodem.

ABo znamiennie obnizaly potencjal blony mitochondrialnej oraz zywotnosé
komorek, przy czym obnizenie zywotnosci byto bardziej zaznaczone W komoérkach BV2.
Badane modulatory w zastosowanych stezeniach nie mialy wplywu na zaobserwowane
zmiany. Nie stwierdzono istotnego wptywu APo na wewnatrzkomérkowy poziom wolnych
rodnikéw W zadnej z badanych linii komorkowych.

W komorkach BV2 Ao wywotaly znamienne obnizenie ekspresji Bad, ktoremu
nie przeciwdziatat zaden z zastosowanych modulatorow. Nie stwierdzono istotnych zmian
w poziomie mMRNA Bax po podaniu APo w zadnej z badanych linii komérkowych.
Natomiast podanie APo wraz z ponesimodem, CYM5541 i CYM50308 powodowato
istotny wzrost ekspresji Bax w komorkach BV2 w porownaniu do komoérek traktowanych
wylacznie APo. W obu liniach komorkowych po podaniu APo stwierdzono znamiennie
obnizong ekspresj¢ Bcl2, wyrazniej zaznaczong W komodrkach mikrogleju. W komorkach
HT22 zastosowanie CYM50308 i A971432 w toksycznosci Ao przywracato ekspresje
Bcl2 do wartosci kontrolnych (ekspresji w komorkach nietraktowanych Afo). Nie
stwierdzono natomiast istotnych zmian w ekspresji Bcl2l1 po podaniu Afo w Zadnej
Z badanych linii komorkowych.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono ponadsiedmiokrotny wzrost
poziomu mRNA Il1b w komodrkach BV2 traktowanych Ao, a badane modulatory (za
wyjatkiem CYMS5541 1 pFTY720) poglebiaty prozapalny efekt ABo. W komorkach BV2
stwierdzono réwniez znamienny wzrost ekspresji Tnf pod wpltywem Afo. Zastosowane
modulatory (poza A971432, ktory nieznamiennie obnizal ekspresj¢) wykazywaty
tendencj¢ do zwigkszania poziomu mRNA Tnf w mikrogleju. W neuronach hipokampa,
mimo braku znaczacego efektu Ao, znamienny wzrost poziomu mRNA [11b wywotato
podanie Ao wraz z siponimodem, a istotny wzrost ekspresji Tnf stwierdzono w komérkach
traktowanych ABo wraz z ponesimodem. W obu badanych liniach komoérkowych
stwierdzono istotny wzrost poziomu mRNA |16, przy czym byt on duzo wigkszy
w komorkach BV2. Wigkszo$¢ badanych zwiazkéw (oprocz pFTY720) powodowala
wyrazny, cho¢ nieznamienny wzrost ekspresji 116 w mikrogleju (w poroéwnaniu
z komorkami traktowanymi Afo). Z kolei w komoérkach HT22 podanie pFTY720
znamiennie obnizato poziom mRNA 116. W przedstawionej rozprawie po raz pierwszy

wykazano istotnie obnizony poziom mRNA 1118 w liniach komérkowych HT22 i BV2
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poddanych dziataniu APo, na ktéry nie miaty istotnego wpltywu badane modulatory S1PR.
Zaobserwowane obnizenie byto wyrazniej zaznaczone w komorkach mikrogleju.

Wyniki uzyskane w badaniach in vitro wskazuja na niewielki potencjat
apoptotyczny ABo w badanych liniach komérkowych. Wyrazne dziatanie prozapalne Apo
jest silniej zaznaczone w mikrogleju. Modulacja receptorow dla S1P w komoérkach HT22
ma dziatanie antyapoptotyczne, a takze w niewielkim stopniu moze tagodzi¢ stan zapalny.
Natomiast te same zwiazki w komoérkach BV2 maja tendencj¢ do poglebiania wywotanych
przez APo zmian zapalnych oraz proapoptotycznych. Zaobserwowane zmiany wskazuja,
ze zarowno toksyczno$¢ Ao, jak i efekt pobudzenia S1PR zalezy od linii komorkowe;.

Podsumowujac, w badaniach in vivo zaobserwowano negatywny wplyw mutacji
londynskiej w genie dla APP na ekspresje gendw dla biatek presynaptycznych oraz na
prozyciowa S$ciezke sygnatlowa zalezna od kinazy AKT. Zastosowanie fingolimodu
przeciwdziatalo wywolanym przez mutacj¢ londynska zmianom w ekspresji gendéw
kodujgcych biatka presynaptyczne u 12-miesiecznych zwierzat APP*, co wskazuje na
istotne znaczenie sygnalizacji zaleznej od SIP w regulacji przekaznictwa synaptycznego
w bardziej zaawansowanych stadiach choroby. Dodatkowo badania in vitro wykazaty
niekorzystne dziatanie APo na ekspresj¢ genow dla biatek pro- i antyapoptotycznych,
cytokin prozapalnych i funkcjonowanie mitochondriéw. Jednocze$nie wyniki do§wiadczen
in vitro wskazuja, ze efekt modulacji receptorow dla S1P w toksycznosci Apo moze rdznié
si¢ w zaleznosci od linii komorkowej, co nalezy uwzgledni¢ w dalszych badaniach

dotyczacych zastosowania tych zwigzkow w chorobie Alzheimera.
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8. Streszczenie w jezyku angielskim

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-f precursor protein (APP),
which leads to the formation of amyloid B 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 A 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, AP, 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 asecond messenger, while extracellularly via five
G protein-coupled receptors (S1PR1-5). 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 kinase-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
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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-3p 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-3f3
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-38 phosphorylation level.
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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 APi1-42 oligomers (Afo) at a final
concentration of 1 uM. In the aforementioned models, the influence of following S1P
receptor modulators: 0.1 uM ponesimod (SIPR1), 1 uM CYMS5541 (S1PR3), 0.1 uM
CYMS50308 (SIPR4), 0.1 pM A971432 (SIPR5), 0.1 uM siponimod (SI1PR1,5), 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 S1PRs showed a significantly reduced
MRNA level of Slprl in BV2 cells after administration of Ao, which was markedly
increased after administration of A971432. In ABo-treated microglial cells, there was also
a clear tendency to downregulate S1pr5 mRNA level. There was no effect of APo
administered alone on S1pr4 expression in any of the cell lines tested. In turn, a significant
decrease in the mRNA level of S1pr4 was found in HT22 cells treated with a combination
APo and CYM5541, and a significant increase in BV2 cells treated with Apo together with
pFTY720 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
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modulators in the concentrations used had no effect on the observed changes. No significant
effect of APBo 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
mRNA level after ABo administration in any of the tested cell lines. In turn, the
administration of Ao together with ponesimod, CYMS5541 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 Apo treatment was found in both cell
lines, more clearly marked in microglial cells. In HT22 cells, the use of CYM50308 and
A971432 in APo toxicity restored Bcl2 mRNA level to control values (those of Afo-
untreated cells). In contrast, there were no significant changes in Bcl2l1 expression after
APo administration in any of the studied cell lines.

An over sevenfold increase in mRNA 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 ABPo. In BV2 cells, it was also found a significant increase in Tnf
expression under the influence of ABo. The modulators used tended to increase mRNA
level of Tnf in microglia (except for A971432, which slightly decreased Tnf expression). In
hippocampal neurons, despite the lack of a significant effect of APo alone, a marked
increase in the mRNA level of 111b was induced by the administration of Afo together with
siponimod, and a significant increase in Tnf expression was found in cells treated with Ao
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 pFTY720) 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 S1PR modulators. The observed reduction was more
pronounced in microglial cells.

The results obtained in in vitro studies indicate a low apoptotic potential of ABo in
the tested cell lines. The clear proinflammatory effect of Afo 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
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alterations indicate that both the toxicity of ABo 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.
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Innowacyjno$¢ rozprawy
Innowacyjnos¢ rozprawy

Okreslenie wptywu fingolimodu na poziom mRNA i immunoreaktywno$¢ wybranych
biatek presynaptycznych w korze mozgu i hipokampie transgenicznych myszy
FVB-Tg w roznych grupach wiekowych.

Wykazanie zaleznego od wicku wptywu mutacji londynskiej w genie dla APP na
funkcjonowanie prozyciowej S$ciezki zaleznej od kinazy AKT w hipokampie
transgenicznych myszy FVB-Tg.

Zbadanie wplywu selektywnych modulatorow receptorow dla S1P na wywolane
oligomerami AP zmiany w ekspresji genéw kodujacych receptory dla S1P, biatka pro-
i antyapoptotyczne oraz cytokiny prozapalne, a takze wybrane zmiany czynnosciowe

mitochondriow w komorkach mysiego mikrogleju i neuronach hipokampa.
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