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Kaytetyt lyhenteet
AD

NFT

APP

HNE

oS

ROS
MUFA/PUFA
Hsp

PE

PI

PC
GEE

MIC

BACE

Alzheimerin tauti (Alzheimer’s disease)
Hermoséiekimput (neurofibrillary tangles)
Amyloidiprekursoriproteiiini (amyloid
precursor protein)

4-hydroksy-nonenaali

Oksidatiivinen stressi (oxidative stress)
Reaktiivinen happilaji (reactive oxygen
species)

Kerta-/monityydyttyméaton rasvahappo
Lamposokkiproteiini (heat shock protein)
Fosfatidyyli-etanoliamiini (phosphatidyl-
ethanolamine)

Fosfatidyyli-inositoli (phosphatidyl-
inositol)

Fosfatidyyli-kolini (phosphatidyl-choline)
Glutationietyyliesteri (Glutathione ethyl
ester)

Kohtuullinen kognitiivisen funktion héirid
(mild cognitive impairment)
Beta-sekretaasi 1



1. Johdanto - Alzheimerin tauti, sen biomarkkerit ja sen tutkimisen

ajankohtaisuus

Dementia yleistyy populaation ikdéntyessd. Nykyéddn se on kolmanneksi yleisin kuolinsyy
korkean  tulotason = maissa, Suomi mukaan  lukien (WHO 2016,  Tilastokeskus
2018). Dementiapotilaan muisti huononee jatkuvasti ja vakavimmissa tapauksissa

esiintyy myos psykiatrisia oireita.

Alzheimerin tauti (Alzheimer’s disease, AD) on yleisin dementiaa aiheuttava sairaus.
Sen erikoispiirteisiin -~ kuuluvat amyloidit, eli AB40  ja AP42-peptideistd ~ muodostuvat
proteiinikertymét. AB-40 ja -42 syntyvdt amyloidiprekursoriproteiinin  pilkkomisen
seurauksena. Toinen tunnettu AD:n biomarkkeri on hermosdisekimppujen (neurofibrillary
tangles, NFT) muodostuminen. Kimppuihin kertyy hyperfosforyloitunutta tau-proteiinia

(Amemori et.al. 2015). Vaikka molemmat biomarkkerit ovat jo pitkdin tunnettuja ja niita
aktiivisesti tutkitaan, AD on nykyaikana hoitomaton sairaus, jonka
edistymistd voi joskus hidastaa, mutta ei pystytd estdmddn. Useat yritykset ovat
investoineet amyloidien ja hermosdiekimppujen  poistamiseen  keskittyviin lddkityksiin.
Valitettavasti sellaisten l4édkitysten tehokkuus on kyseenalaista ja niitd koskevat tilastot
tarjoavat  hyvin  vaihtelevia haitta-hy6ty suhteita. Toisin  sanoen, amyloidien
ja NFT:n poistaminen ei riitd AD:n edistyksen pysdhtymiseen, ja maailma tarvitsee uusia

keinoja ja uusia ladkityskohteita.

Téastd johtuu kasvava kiinnostus aineenvaihduntamuutoksista, jotka tapahtuvat AD:ssa.
Erityinen kiinnostuksen kohde on rasvan aineenvaihdunta. Aivoissa sijaitsee noin 30% koko
elimiston kolesterolista, neuronien toiminnan kannalta erityisen tirkeda on lipideistd koostuva
myeliinituppi ja  solukalvojen tasapainotetulla koostumuksella on  merkitystd synapsien

toiminnan tehokkuuden kannalta.

AD on aina kytkoksissd oksidatiiviseen stressiin (oxidative stress, OS), mikd tarkoittaa
reaktiivisten happiradikaalien (reactive oxygen species, ROS) korkeaa pitoisuutta kudoksessa.
ROS-molekyylit vuorovaikuttavat biomolekyylien kanssa pelkistyshapetusreaktioiden
vilitykselld. Biomolekyylien hapettuminen vaikuttaa niiden funktioihin ja rakenteisiin. Téssd

kandidaatintutkielmassa paddyin keskittymién lipidien peroksidaatioon.



Lipidiaineenvaihdunnassa tapahtuu merkityksellisii —muutoksia AD:ssa. 8 lipidiryhmaéa
korreloivat AD-diagnoosin kanssa eli niiden pitoisuudet eroavat terveiden ja AD potilaiden
aivojen vdlilld. Tau-kertymien méérd ja aivojen atrofian vakausaste positiivisesti korreloivat 12

lipidiryhmén kanssa, mukaan lukien asyylikarnitiinit, fosfatidyylikolinit ja keramidit.

Myo6s  tau-kertymilld  on positiivista korrelaatiota kertatyytymédttomien  rasvahappojen
(monounsaturated fatty acids, =~ MUFA) kanssa. MUFA:n aineenvaihdunta on  erityisen
tarkedd AD:n alkuvaiheessa. Monityydyttyméttomien rasvahappojen (polyunsaturated fatty ac
ids, PUFA) aineenvaihduntamuutokset ovat puolestaan  korreloituneet myohdisemmén AD-

vaiheen kanssa (Barupal et.al. 2019).

Selkdydinnesteessé sijaitsevan AB1-42 peptidin pitoisuudella on positiivinen korrelaatio
monityydyttyméttomien triasyyliglyseridien ja negatiivinen korrelaatio
monityydyttymittomien lysofosfatidyylikolinien kanssa. Amyloideilla on my0s negatiivinen
korrelaatio keramidien, fosfatidyyliinositolien ja fosfatidylikolinien kanssa. Edelld
mainittujen lipidiryhmien aineenvaihduntamuutokset, timé koskee erityisesti keramideja,
fosfatidyyliinositolia sekd lysofosfatidyylikolineja, ovat kytkdksissd apoptoosiin eli
ohjelmoituun solukuolemaan. Havainnot todistavat, etti AD-potilaan aivoissa tapahtuu
lipidimetabolian muutoksia, mukaan lukien desaturaatio, hiiliketjun pidentyminen ja
asyyliketjun uudelleenrakentuminen (Barupal et.al. 2019, Murray et.al.
2006). Lysofosfolipidit, joilla on korrelaatiota AB1-42 pitoisuuden kanssa, ovat usein
hapetettujen lipoproteiinien rakenneyksikoitd. Negatiivisen korrelaation syyné voi olla se, ettd
useat lysofosfolipidit joutuvat hapetettuihin lipoproteiineihin, joita muodostuu

enemman oksidaation seurauksena, ja vapaiden lysofosfolipidien miéra laskee.

Y114 mainituista lipidiryhmista kaksi ovat riippuvaisia sekd tau-kertymisté, ettd amyloideista,
- keramidit ja fosfatidyylikolinit (Barupal et.al. 2019). Keramidi on yksi tarkeimmistd ja
runsaimmista lipidiryhmistd hermokudoksessa, sen takia keramidien oikea pitoisuus
on merkityksellista kudoksen virheettomén toiminnan kannalta.
Fosfatidyylikolinien lipidiryhmd on yleisin lipidikaksoiskalvon rakennemateriaali (Murray
et.al.  2006). Sentakia, ettd eri  biomarkkerit  korreloivat  keramidien ja
fosfatidyylikolinien kanssa ~ eri  tavalla:  tau-kertymédt  korreloivat  positiivisesti
ja amyloidit negatiivisesti, edelld mainitun tutkimuksen tulosten tulkitseminen vaatii lisda

tietoa.



2. HNE

2.1. Lipidien peroksidaatio

Lipidien peroksidaation mekanismille tunnetaan nelji eri reittid: entsymaattinen, ei-

entsymaattinen, ROS-vilitteinen ja ei-entsymaattinen, eikd ROS-vilitteinen (Niki et.al. 2005).
Naéistd neljésté reitistd erityisen kiinnostavia tdmén kandidaatintutkielman ndkékulmasta
ovat toinen ja kolmas, koska niiden merkitys kasvaa ikdéntymisen ja ikééntyessd merkittdvasti

pahentuvan OS:n myota.

PUFA:t ovat kaikista eniten peroksidaatiolle taipuvia lipideja runsaan kaksoissidosmairinsa
ansiosta. Tyydyttyneet ja kertatyydyttyméattomat rasvahapot altistuvat peroksidaatiolle paljon
vihemmén. Toisin sanoen, havaintojen mukaan, mitd suurempi on kaksoissidosten

madrd, sitd todennikoisempi on peroksidaatio.

Ensin radikaali hyokkdd PUFA:an ja ottaa vastaan yhden vetymolekyylin, jéttden radikaalisen
hiiliatomin  rasvahappoketjuun. Hiiliradikaali reagoi =~ molekulaarisen = hapen  kanssa
muodostaen lipidiperoksyyliradikaalin. Peroksyyliradikaali voi hajota muodostaen taas happea
ja hiiliradikaalia, néin rasvahappoketju voi jérjestaytyd uudelleen.
Tadmin reaktion seurauksena happea sitova hiili vaihtelee. Vihdoin, peroksyyliradikaali
pelkistyy ja muuttuu lipidihydroperoksidiksi (Kuva 1). Entsyymit voivat edelleen
muokata lipidihydroperoksidia. Entsyymeilld tehtyjen muokkauksien ansiosta
lipidihydroperoksidista syntyy erilaisia johdannaisia, esimeriksi 4-hydroxy-

nonenaalia (HNE), akroleiinia, malondialdehydia (MDA) ja niin edelleen (Niki et.al. 2005).



Kuva 1. Lipidiradikaalin muodostuminen PUFA:sta.

Vapaa radikaali hyokkaa rasvahappoon, minka seurauksena muodostuu hiiliradikaali. Hiiliradikaali
reagoi molekulaarisen hapen kanssa muodostaen lipidiperoksyyliradikaalia. Peroksyyliradikaali
pelkistyy ja muodostuu lipidihydroperoksidi. Peroksyyliradikaalin reaktiivinen happi voi
muodostaa sidoksen hiileen, eika vetyyn, minka seurauksena taas syntyy hiiliradikaali.
Hiiliradikaali reagoi edelld mainitulla mekanismilla ja peroksyyliradikaali muodostuu toisessa
hiiliatomissa. Pelkistymisen seurauksena muodostuu taas lipidihydroperoksidi.

Prasad M.R.-ryhmédn  (1998) tutkimuksessa kiinnitettiin huomiota kolmeen yleisimpain
fosfolipidien ryhmién — fosfatidyyli-etanoliaminit (PE), fosfatidyli-inositolit (PT)

ja fosfatidylikolinit (PC). Kahden jialkimmadisten  lipidiryhmien  korrelaatio ~ AD:n
biomarkkereiden kanssa oli jo mainittu aikaisemmin, kun taas Prasadin tutkimus antaa
yksityiskohtaisemman katsauksen fosfolipidien pitoisuuksiin AD-potilaiden aivoissa.
Merkitsevéd lasku PE:n ja Pl:n pitoisuuksissa oli havaittu. Tdméd havainto on sopusoinnussa
edelld mainitun amyloidin ja PI:n negatiivisen korrelaation kanssa. PC:n pitoisuus ei

muuttunut (Barupal et.al. 2019, Prasad et.al. 1998).

Néamé havainnot tukevat peroksidaatioldhtoistd AD:n edistymisen teoriaa. Juuri PE ja

PI usein sisdltdvdt runsaasti hapettumiseen taipuvia monityydyttyméttomid rasvahappoja,



kuten steariinihappoa, 6ljyhappoa, arakidonihappoa ja dokosaheksaanihappoa. Kuten oli
aikaisemmin mainittu, PUFA:t ovat erityisesti herkkid peroksidaatiolle, mistd voi péétell4, ettd
niité siséltdvien fosfolipidien pitoisuus laskee rasvahappoketjujen peroksidaation seurauksena.
PC puolestaan yleensd sisdltdd huomattavasti vdhemmén hapettumiseen taipuvia
rasvahappoketjuja, sen takia sen pitoisuus pysyy lédhes vakiona AD:n edistyessa (Prasad et.al.

1998).

2.2 4-hydroksi-nonenaali, HNE

4-hydroksi-nonenaali eli HNE onyksi tunnetuimmista lipidiperoksidaation tuotteista. Se
kuuluu 4-hydroksi-alkenaalien ryhmédan, jonka yleiset piirteet ovat aldehydiryhma, siihen
konjugoitu kaksoissidos sekd hydroksyyliryhmi. Hiiliketjun pituus saattaa vaihdella 4-
hydroksi-alkenaalien ryhmén sisdlld. HNE:n ketjussa on 9 hiiltd (Jin et.al. 2013).

HNE:n reaktiivisuus perustuu sen a, B-tyydyttyméttomien hiilien reaktiivisuuteen
eli valmiuteen muodostaa kovalenttisen sidoksen nukleofiiliseen biomolekyyliin. Erityisen
hyvid nukleofiileja HNE:n addiktiolle ovat aminohapot, nimenomaan kysteiini, histidiini ja

vihdisemmadlld affiniteetilld lysiini. HNE:n sitoutuminen hiiritsee proteiinien rakennetta ja
toiminnallisuutta. Nukleofiilisen addition mekanismi ~ voi  olla  joko Mikaelin additio
tai Shiffin emés. Addition tuloksena syntynyt kovalenttinen sidos on niin vahva, ettd se
kestdd proteolyysid ja  proteiinien  analyysimenetelmii. Muodostuneet aggregaatit voivat
edelleen muokkautua ja reagoida keskenddn muodostaen stabiileja lipidiperoksidaation

lopputuotteita (Sayre et.al. 2006).

Useassa tutkimuksessa todistettiin, ettd sairauksissa, jotka esiintyvit OS:n yhteydessd tai sen
seurauksena, muodostuu  HNE-proteiini aggregaatteja ja  niitd pyrittiin  luokittelemaan.
Aggregaatteja muodostavien proteiinien luokittelu antaa katsauksen sithen, mitkd prosessit
voivat olla hiiriintyneind HNE:n pitoisuuden noususta, koska todenndkdisesti HNE-

addiktion seurauksena proteiinin toiminnallisuus laskee, jos ei katoa kokonaan.



H

Kuva 2. 4-hydroksi-nonenaalin rakenne. HNE:n rakenteeseen kuuluvat aldehydiryhma, konjugoitu

kaksoissidos ja hydroksyyliryhma (Pubchem 2020).

2.3. HNE-aggregaatit (adducts) ja niiden vaikutus solutoimintaan

AD:ssa pahentuva OS esiintyy my0ds muissa sairauksissa ja muissa ruumiinosissa. YKksi
esimerkki on hepatiitti eli maksatulehdus, jonka edistymisessd ROS:lla on tdrked rooli.

Guo J. ja hinen ryhminsa (2011) tutkivat “karbonyylistressin” vaikutusta hepatosyytteihin eli
maksan soluihin. Tutkimuksessa vditettiin, ettd suurin osa aggregaatteja muodostavista
proteiineista liittyi apoptoosiin, kasvaimen morfologiaan ja lddkeaineiden
metaboliaan. My0s useat HNE-modifioidut proteiinit ovat ~ kytkoksissd energiavaihduntaan,
esimerkkind voi mainita keskeistd oksidatiivisen ketjun kompleksia —
ATP syntaasia. Muiden havaintojen ohella erittdin tirkedd on se, ettd HNE sitoutuu OS:n
torjuntaan osallistuviin proteiineihin, esimerkiksi katalaasiin ja glulationi-S-transferasiin.
HNE-aggregaatteihin joutuneista proteiineista valtaosa oli mitokondrioperdisid (Guo et.al.

2011).

Newtonin ryhmd (2009) my0s tutki alkoholistiseen rasvamaksatulehdukseen sairastuvien
hiirien proteiinien karbonylaatiota. Karbonylaatio on hiiliketjun sitoutuminen biomolekyyliin
ja HNE addiktio luokitellaan karbonylaatioksi. Tukien edelld mainittua tutkimusta, ryhma
havainnoi, ettd kaperonit, antioksidanttiproteiinit sekd aineenvaihduntaproteiinit ovat
karbonylaation kohteita. Useat tutkitut proteiinit ovat taas mitokondriaalisia, = mikéa korostaa
sitd, ettd karbonyylistressilld voi olla negatiivinen vaikutus mitokondrion toimintaan (Newton

et.al. 2009).



Y1ld mainitut tutkimukset kdyttivit maksakudosta. Vaikka maksatulehduksen ja AD:n vililld
voi olla paljon yhteistd, muun muassa OS ja karbonyylistressi, kudosten vililli voi olla
paljonkin eroja. Sen takia, seuraavaksi keskitytiin HNE:n aiheuttamiin ~ muutoksiin

aivokudoksessa.

Aivokasvaimista, tarkemmin keskushermoston tukisolukasvaimista, 16ydettiin paljon =~ HNE-
aggregaatteja. HNE-aggregaattien mdard korreloi suoraan kasvaimien pahanlaatuisuuden
kanssa. Toisin  sanoen, pahanlaatuiset kasvaimet sisdlsivdt merkittdviasti  enemmin HNE-
aggregaatteja. Niitd 16ydettiin sekd endoteelisoluista, ettd verisuonista (Zarkovic et.al. 2005).

Lievidin kognitiiviseen heikentymiseen  (mild cognitive impairment, MCI) sairastuvien
potilaiden aivoissa valtava midrd proteiineja oli konjugoitu HNE-molekyyleihin. HNE-
konjugaattien joukossa olivat mitokondriaaliset proteiinit ja glykolyysid edistdvit entsyymit
(Reed etal. 2008). Glykoosi on aivojen tirkein energialihde ja héiriintynyt
glukoosiaineenvaihdunta mitokondrioiden vajaatoiminnan kanssa l&hettavét solulle apoptoosia
kiynnistdvaa signaalia. Télld mekanismilla voi selittdd AD:ssa tapahtuvaa neuronien kuolemaa

(Reed et.al. 2008).

Karbonyylireduktaasi on entsyymi, joka auttaa torjumaan HNE:n ja muiden
karbonyyliyhdisteiden haitallista vaikutusta pelkistimalld niitd, ndin estden biomolekyylien
karbonylaatiota. Karbonyylireduktaasi vaurioituu karbonyylistressin olosuhteissa ja voi
itse muodostaa  aggregaatin HNE:n kanssa. Téstd  johtuu positiivisen  palautteen sykli
eli HNE inhiboi karbonyylireduktaasia, ndin estien karbonyyliagregaattien poistumista, minka

seurauksena enemmin HNE-aggregaatteja kertyy soluun (Reed et.al. 2008).

Havainnoitiin  myds HNE:n muodostavan aggregaatteja sytoskeletonin proteiinien  kanssa.
Aktiini, yksi sytoskeletonin proteiineista, on erityisen tarked molekyyli hermosoluissa,
joiden rakenteeseen kuuluvat pitkédt aksonit. Sytoskeletonin avulla tapahtuu muun muassa
vilittdjdaineiden kuljetus aksonin péétepdédhén ja erikoisen solumuodon ylldpitiminen, sekd
hermosolujen elongaation edistiminen. Kun aktiini muodostaa aggregaatin HNE:n kanssa, se
el endd pysty suorittamaan tehtdvadnsi, minkd seurauksena hermosolun elongaatio katoaa, sen
muoto tulee pyoredammaksi ja solujen kontakti synapsien vélitykselld voi hivitd ddritilanteessa

(Reed et.al. 2008).
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Toinen neuronien ulkomuodon ja neuriittien elongaation kannalta tirked sytoskeletoniproteiini
on mikrotubuliini. Neely M.D ty6tovereineen (1999) pohdiskeli, ettd tdmid proteiini voi olla
HNE-addiktion padkohde. HNE:1l4 oli todistettu ~ merkityksellinen negatiivinen  vaikutus
mikrotubuluksiin. HNE hdiritsee mikrotubulusten jérjestdytymistd kiinnittdmalld niihin
Michaelin addiktion mekanismilla. Sen vaikutus on erittdin nopea. Tutkimuksen mukaan
negatiivisia ~ muutoksia havainnoitiin ~ jo 15 minuutin  inkubaatioajan jdlkeen,

kun HNE:n pitoisuus ei  ollut valtavan korkeaa vaan patologista tilannetta vastaava.

Patologisena HNE:n pitoisuutena pidetddn 25 uM. Havainnoitiin myos sitd,
ettd HNE:n pitoisuuden kasvaessa hermosolujen elongaatio vihenee. Vaikka 1
tunnin inkubaation jélkeen solun morfologia sdilyy, tilastollisesti

merkitseva solujen ulkokasvun lasku oli havainnoitu patologisessa HNE:n pitoisuudessa

pidemmain inkubaatioajan (24h) jilkeen. Tietenkin, HNE:n negatiivinen vaikutus koskee
my0s mikrotubulusten verkostoa kokonaisuudessaan. Sen tehokkuus on pitoisuusriippuvainen.
Toisin sanoen, pienet HNE-pitoisuudet aiheuttavat 1dhinna pelkkia periferiallisia muutoksia; ja
kun pitoisuus on patologinen tai sitd korkeampi HNE johtaa vakavampaan
epéjirjestineisyyteen (Kuva 3). 60 minuutin inkubaatioaika 25 uM HNE-
pitoisuudella on riittdvdn  tehokas  aiheuttamaan  vakavan  mikrotubulusverkoston

epdjarjestianeisyyden ldhes kaikissa soluissa (96.3%) (Neely et.al. 1999).
Hermosolujen deformaatio ja ulkokasvun vihentdminen todenndkdisesti johtavat solu-

solukontaktien, eli synapsien, menettimiseen. Tadmén seurauksena kognitiivinen funktio

heikkenee.
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Kuva 3. HNE héritsee mirkotubuluksia. Kuvan |ahde: Neely et.al. 1999: The lipid peroxidation product 4-
hydroxynonenal inhibits neurite outgrowth, disrupts neuronal microtubules, and modifies cellular tubulin
© John Wiley and Sons 2020. Kuvan kdytto6n on saatu lupa kustantajalta.

Neurologisia 2A soluja oli inkuboitu vaihtelevissa HNE-pitoisuuksissa 1 tunnin ajan, ja mikrotubulusten
jarjestaneisyyttd oli  havainnoitu immunofluoresenssilla  kayttden anti-B-tubuliini-vastaainetta.
Kontrollisoluissa (A), tihed mikrotubulusverkosto levida solun keskikohdasta periferiaan. Soluissa, jotka
olivat kasitelty 10 u HNE:IlG (B), periferaalisten mikrotubulusten havioé on havainnollista. Mikrotubulusten
fragmentit (B, nuolenpaa) ja silmukoituneet mikrotubulukset (B, nuoli) ovat nahtavissa. 25 uM pitoisuudella
HNE aiheuttaa vakavan mikrotubulusverkoston epajarjestaneisyyden. Poikkeuksena on muutama
mikrotubulus perinukleaaritilassa, jotka valilla jadvat (C, nuoli osoittaa jadneitda mikrotubuluksia) Vakavasta
mikrotubulusten epajarjestyneisyytdesta huolimatta solu yllapitaa sen morfologian 1 tunnin inkubaatioajan
jalkeen (C, nuoletpaat osoittavat solun periferiaa). Solujen kasittely 25 uM ONA:lla 1 tunnin ajaksi ei
vaikuttanut mikrotubulusten jarjestdneisyyteen.

24. HNE-agregaattien yhteys Alzheimerin taudin biomarkkereihin

Hsp-70 proteiini kuuluu kaperoneihin eli proteiineihin, jotka auttavat proteiinien laskostumista
ja purkavat aggregaatteja. Magranén ryhma (2004) 16ysi, ettd Hsp-70 vdhentdd amyloidien
atheuttamaa toksisuutta aivokudokselle estimilld AB-peptidien kertymistd. Reed ja ryhménsi
(2008) tutkimuksessaan 10ysivét, ettd Hsp-70 proteiini oli mydés HNE:n hyokkéyskohteena.
HNE-addiktiosta johtuva lasku Hsp-70 kaperonin aktiivisuudessa kiihdyttdd amyloidien

kertymistd ja taudin edistymista.

EF-Tu jaelF-a ovat my0s HNE-addiktion kohteita. Ndméd proteiinit ovat tirkeitd
proteiinisynteesimekanismin  virheettémin toiminnan kannalta ja niiden toiminnan

hdiritseminen voi lisdtd proteiinien virheellistd laskostumista ja aggregaattien, kuten
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amyloidien ja NFT:n, mairad kudoksessa. Sekd EF-Tu ettd elF-a proteiinin toiminnallisuuden
lasku kuormittaa kaperonia, mukaan lukien Hsp-70, erityisesti OS:n tilanteessa (Reed et.al.

2008).

Aikaisemmin mainittiin, ettd terveellisessd solussa tau-proteiini sitoutuu mikrotubuliiniin.
Néin, mikrotubulusverkoston epdjdrjestdytyminen HNE-kisittelyn seurauksena voi johtaa tau-
proteiinin vapauttamiseen. Vapaa tau-proteiini fosforyloituu ja muodostaa NFT:t. Ndin HNE
epdsuorasti lisdd tdmdn biomarkkerin kertymistdi AD-potilaiden avioissa. NFT:n
muodostuminen voi puolestaan lisdtd Alzheimerin taudin etenemisen vauhtia (Neely et.al.
1999). Toisessa tutkimuksessa véitettiin, ettd HNE-addiktiotuotteet voivat kertyé
neurofibrilaaristen sdikeiden paille. Se voi my0s vaikuttaa taudin vakauteen, koska NFT-
agregaattien purkaminen kaperonien avulla vaikeutuu monimutkaisen ja kookkaan rakenteen
ansiosta. Siitd seuraa myds se, ettd HNE-aggregaatit eivét ole vain OS:n sivumerkki vaan se voi
antaa panoksensa AD:ssa ilmestyvéén sytoskeletonin epdjirjestyneisyyteen ja taudin vakauteen

(Montine et.al. 1997).

Johtopdidtoksend voi viittdd, ettd HNE-modifioituja proteiineja AD sairastavien
laboratorioeldinten sekd ihmisten aivoissa on enemméin kuin kontrolleissa. HNE:n
addiktiokohteet ovat usein solun aineenvaihdunnan, muodon ylldpitdmisen ja OS:n torjunnan
kannalta térkeitd proteiineja. Monet solun funktiot héiriintyvit HNE:n vaikutuksesta ja silld voi

olla suuri merkitys AD:n edistymisessi ja vakaudessa (Taulukkol).

Hermosolujen synapseissa, synaptosomeissa, HNE aiheuttaa merkittdvid kalvoproteiinien
konformaatiomuutoksia. Seurauksena tapahtuu muutoksia proteiinien vuorovaikutuksessa
keskenddn ja lipidikaksoiskalvon kanssa. Myds kaksoiskalvon fluiditeetti ja jérjestys
muuttuvat. Suurin osa ndistd muutoksista tapahtuu jo alhaisilla, fysiologisilla HNE:n
pitoisuuksilla (Subramaniam et.al. 2002). Synaptosomien virheetdn toiminta on véalttimatonta
solujen signaalien vilittdmisessd ja siis hermosolujen yhteistoiminnan kannalta.

Merkitykselliset muutokset vahingoittavat hermokudoksen toiminnallisuutta.

Vaikka muutamien entsyymien aktiivisuuden lasku MClI-potilaiden aivoissa oli tutkittu Reedin
tyhmissd, taulukoiduista proteiineista valtaosan kadyttdytyminen HNE-aggregaatissa ei ole
tunnettu. Sen takia seuraavaksi annetaan esimerkki sitd, miten lipidien peroksidaatio suoraan

liittyy Alzheimerin taudin biomarkkeriin — amyiloideihin. HNE kovalenttisesti sitoutuu AB-
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peptidien histidiineihin. Téstd modifikaatiosta johtuu nostettu AP:n affiniteetti kalvolipideihin
ja suurempi aggregoittumistaipumus (Murray et.al. 2007). Toisin sanoen HNE:n tekemi

modifikaatio avustaa AP-aggregaattien, eli amyloidien, muodostumista.

Vapaat, ei-aggregaatissa olevat AB-peptidit puolestaan avustavat HNE:n muodostumista
Cu?*- siidetylld mekanismilla. Cu 2" -ioneilla on lipidien peroksidaatiota estéivi vaikutus, sama
kuin on rautaioneilla Fe 3*. Tdma ominaisuus johtuu siitd, ettid kyseessi olevilla ioneilla on
elektronivajaus. Sen ansiosta ne pystyvit vastaanottamaan ROS-molekyylien ylimaardisen
elektronin, joten ROS pelkistyy ilman haittavaikutuksia solulle. Ap-peptidit sitovat
peroksidaatiota estivid ioneja ja pelkistdvit niitd, samalla hapettamalla molekulaarista happea
ja tuottamalla vetyperoksidia. Tdmin reaktion lopputuloksena solu menettdd ROS-molekyylid
pelkistivdn ionin ja saa sen sijaan uuden ROS-molekyylin. Néin vapaiden Ap-peptidien
vuorovaikutus kupari-ionien kanssa lisdd kaksinkertaisesti OS:n painetta ja edesauttaa

biomolekyylien, lipidit mukaan lukien, peroksidaatiota (Huang et.al. 1999).

Ei ole todennidkoistd, ettd HNE-konjugoitu af-peptidi pystyy avustaa ROS tuottoa Cu 2+ -
mekanismilla. Se johtuu siitd, ettd HNE-konjugoidut histidiinisivuryhmét osallistuvat myds
metalli-ionien sitomiseen. HNE-konjugoidut ~ Ap-peptidit ~ toimivat  templaattina
fibrillimuodostumiseen, = kun  taas  vapaat  peptidit avustavat HNE:n tuottoa  ja

uusien templaattien syntyd (Murray et.al. 2007).

Subramaniamin malli (Subramaniam et.al. 2002, Kuva 4) kuvaa hyvin, miten APP epésuorasti
eli vapaiden radikaalien vilitykselld avustaa HNE:n ja muiden lipidiperoksidaation tuotteiden
syntyd. Mutta on olemassa todisteité siitdkin, ettd AB-peptidilld on suoraa, ei ROS-vilitteistd,
vaikutusta lipidien peroksidaatioon. Butterfield tyotovereineen (Butterfield et.al. 1994)
keskittyi tutkimuksessaan APP:n 25 — 35 peptidifragmenttiin, jolla todistettiin korkeaa
neurotoksisuutta ja joka voi muodostua spontaanisti. Tama fragmentti kuuluu sekd AB-40, ettd
ApB-42 rakenteeseen. Se tuottaa proteiini- ja happiradikaaleja minuuteissa. Kuitenkin on
huomioitava, ettd amyloidin rakenteessa tdmédn fragmentin neurotoksisuus laskee, ja
radikaalien tuotto voi kestdd tunteja ja jopa pdivid. Tutkimuksessa seurattiin synaptosomien
solukalvojen reaktiota ylld mainitun peptidin késittelylle. Tulosten perusteella Butterfield vaitti,
ettd todennidkoisesti tdmé peptidifragmentti suoraan kdynnistdd, proteiinien hapettumisen ja
radikaalien muodostumisen liséksi, lipidien peroksidaatiota. Tétd johtopddtostd tukee se, ettéd

AB25-35 Kkésittelyn jdlkeen havainnoitiin muutoksia lipidikaksoiskalvon sisédlld, mihin
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rasvahappoketjut ulottuvat, eikd sen ulkoisella lipidivesirajalla, missd radikaalimolekyylit

pystyvit hyokkdamiin lipidejd. Tdmé havainto tukee ajatusta, ettdi APP:n fragmentti on

valittomassa

vuorovaikutuksessa

lipidien kanssa ja toimii katalyyttind

peroksidaatiossa. (Butterfield et.al. 1994).

lipidien

Taulukko 1. HNE-aggregaatteja hermokudoksessa muodostuvat proteiinit (Neely et.al. 1999,
Reed et.al. 2008 ja Peluigi et.al. 2009 tutkimusten perusteella)

Reedin ja Neelyn ryhmait kayttivit tutkimuksessaan MCI- ja AD-potilaiden aivoja. Perluigi

tyotovereineen tutkii HNE-aggregaatteja neuroblastoma-solulinjalla. HNE-aggregaatit muodostivat

biomolekyylien aineenvaihdunnan, proteiinisynteesin, sytoskeletonin ja oksidatiivisen sekd

karbonyylistressin toipumisen kannalta térkedt proteiinit.

Proteiini

Tehtidva

Neuropolypeptidi h3

Hapetuspelkistysreaktiot ja signaalireitit solukasvussa ja

kypsytyksessé (Schoentgen & Jollés 1995)

Térked koliniasetyylitransferaasin toiminnan siételyn kannalta,

miké on tdrked signaalitranduktiolle ja solu-solu kommunikaatiolle

Karbonyylireduktaasi 1

Karbonyyliyhdisteideiden pelkistiminen alkoholeihin

HNE-addiktion vastustaminen

Laktaatti dehydrogenaasi

Glukoneogeneesi, elintirkeé aivojen energianvaihdunnalle

Fosfoglyseraattikinaasi

Glykolyysi

HSP 70

Aggregaattien purkaminen, proteiinien laskostuminen ja
védrinlaskostuneiden proteiinien ohjaaminen proteosomiin

hajottamista varten

ATP-syntaasi

Energia-aineenvaihdunta, oksidatiivinen fosforylaatio

a-enolaasi Aminohappo-aineenvaihdunta, glykolyysi
[-aktiini Sytoskeletoni
Pyruvaattikinaasi Glykolyysi

elF-a (initiation factor alpha)

Proteiinisynteesi, soluproliferaatio

EF-Tu (elongation factor Tu) | Proteiinisynteesi
Mikrotubuliini Sytoskeletoni

Akonitaasi Energia-aineenvaihdunta
Aldolaasi Energia-aineenvaihdunta
MnSOD ROS:ien poistaminen
Peroksiredoksiini ROS:ien poistaminen
Glutamiinisyntaasi Aminohappo-aineenvaihdunta
Dihydropyrimidinaasi Nukleotidi-aineenvaihdunta
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Kuva 4. Malli nayttda miten AB-peptidi avustaa vapaiden radikaalien syntyd, ndin johtaen
lipidiperoksidaatioon, HNE-muodostumiseeen ja myoOs suoraan proteiinien oksidaatioon.
Mallissa nakyy myos, ettd lipidiperoksidaation tuotteet pystyvat itsendisesti vaikuttamaan
tumaan, mitokondriaan ja soliliman proteiineihin. Tutkimuksen mukaan HNE:n haitallista
vaikutusta proteiineihin on mahdollista estdd glutationietyyliesteerillda (GEE). Kuvan ldhde:
Subramaniam et.al. 2002. The lipid peroxidation product 4-hydroxy-2-trans-nonenal alters the
conformation of cortical synaptosomal membrane proteins © John Wiley and Sons 2020.
Kuvan kadyttoon on saatu lupa kustantajalta.

2.5. Vapaiden rasvahappojen oksidaatiotuotteiden yhteys solukuolemaan

HNE:n késittelyn atheuttama solujen alttius kuolemalle oli todistettu kokeellisesti neurologisen
PC12 solulinjan esimerkilli. HNE kéynnistdd apoptoosia soluissa inhiboimalla anti-
apoptoottisten tekijoiden synteesid ja lisddmaélld apoptoottisten tekijoiden pitoisuutta, mukaan
lukien kaspaasi3 ja Bax. HNE:n vaikutus on nopea, lyhytaikainen késittely riittia, ettd saadaan

merkittdva osuus kuolleita soluja (Siddiqui et.al. 2012).

Erds solukuoleman regulaattori on pS53-proteiini, joka kédynnistdd apoptoosia ja estdd
solunkasvua. Cenini tyOtovereineen (2008) tutkimuksessaan todistivat, ettd AD aivoissa p53-
proteiinin taso oli kohonnut kontrolleihin verrattuna. p53:n korkea pitoisuus tarkoittaa sité, ettd
neuronien kuolema tapahtuu todenndkodisemmin, ja suuret solumiérdt kuolevat apoptoosin
kautta. Tdmédn seurauksena hermoston rappeutumatauti edistyy nopeammin. Sen lisdksi

havainnoitiin, ettd itse p53 oli modifioitu HNE-konjugaatiolla. Téssd tutkimuksessa
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kohderyhmina olivat kohtuulliseeen kognitiivisen funktion héiri6dn (mild cognitive
impairment, MCI) ja varhaiseen AD:hen sairastuvat potilaat. Havaintojen mukaan p53:n
pitoisuudella on merkitystd jo taudin varhaisessa vaiheessa. AD-potilaiden aivojen
padlakilohkon alaliuska eroaa MIC potilaista HNE-aggregaattien pitoisuudella. AD-potilaiden
aivoissa on enemmin p53-HNE-aggregaatteja kuin MIC aivoissa. Mahdollisesti se johtuu
molempien aineiden eli p53:n ja HNE:n kohonneesta pitoisuudesta AD:ssa tai muista additiota
tukevista tekijoistd (Cenini et.al. 2008). HNE:Il4 voi olla positiivista korrelaatiota p53:n
aktiivisuuden kanssa AD:ssa, koska se on aina edistyva sairaus, jossa sekd HNE:n pitoisuus,
ettd p53:n aktiivisuus kasvavat jatkuvasti. MCI, jossa HNE-p53-aggregaatteja ei ollut
havainnoitu, puolestaan voi olla edistyméttd ja sen aiheuttamat muutokset eivdt ole niin

laajoja AD:hen verrattuna.

Toinen lipidiperoksidaation tuote, akroleiini, deaktivoi HNE:n kanssa SSAD-entsyymid
(sussinic semialdehyde dehydrogenase), joka osallistuu glutamaatin aineenvaihduntaan. Tama
inaktivaatio on irreversiibeli, minka ansiosta se on erittdin tehokasta. SSAD:n avulla solu voi
kayttad glutamaattia energia-aineenvaihduntaan airitilanteessa muokkaamalla SSA (succinic
semialdehyde) sukkinaatiksi. Aivoissa tilld entsyymilla voi olla toinen, tirkedmpi rooli. SSAD
osallistuu  GABA-vilittdjdaineen  takaisinottoon muokkaamalla GABA:a SSA:ksi.
Hiiriintyneelld SSAD:n toiminnalla on mahdollisesti yhteytti GABA:n héiriintyneeseen
takaisinottoon, mistd seuraavat aivojen biokemian haitalliset muutokset (Nguyen & Picklo

2003).

3. Kolesteroli
3.1. APOE-e4 alleeli altistaa AD sairastumiselle

Tiedetdén, ettd AD:n riski nousee merkittivisti apoE-geenin  apoE-e4 (APOE4) alleelin
omistajilla. APOE4 alleelin kantajilla AB-kertymid 16ytyy ennen kuin muita oireita, kuten
esimerkiksi  kognitiivisen  toiminnan  vaurioitumista, pystytddn  havainnoimaan.
Kertymien maard on myds merkittdvasti suurempi kuin muiden alleelien kantajilla. Myos
APOE4-allellin kantajat ovat idltddn nuorempia, kun heilldi muodostuu kertymid, muiden

alleelien kantajiin verrattuna (Jansen et.al. 2015).
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Aivojen lipoproteiinia APOE tuotetaan astrosyyteissa ja eritetdén ekstrasellulaariseeen
tilaan, missd se toimii tarkeimpdnd kolesterolikuljettajana (Kim et.al. 2009) APOE4-alleelin
kantajilla on heikentynyt AB-kertymien poistumismekanismi mikroglia-kaltaisten (microglia-
like) solujen suorittamalla fagosytoosilla. Samalla astrosyyttien kyky vastaanottaa Ap-42-
peptidid sisddnsd heikkenee. Myds APOE4 neuronit erittdvit enemmén AB42-peptidid. Ndiden
kolmen tekijdn seurauksena kertymid muodostuu jatkuvasti enemmén.

APOE:ta  tuottaviin astrosyytteihin kertyy myos yliméérdistd kolesterolia.  Sen  lisdksi
kolesterolin pitoisuus ekstrasellulaaritilassa astrosyyttien ympaérilla 4 POE4-allelin kantajilla on

muihin verrattuna korkeampi (Lin ez.al. 2018).

APOES3 alleli auttaa merkittivisti vahentiméain patologisia APOE4-alleeliille
tyyppilisid AD:lle altistuvia vaikutuksia. Toisin sanoen, heterotsygoottisella yksil6lla

havainnoidaan vihemmin APOE4-fenotyypin kaltaisia patologisia muutoksia.

Sekid glukoosiaineenvaihdunta, ettd lipidiaineenvaihdunta ja erityisesti kolesterolin metabolia
riippuvat toisistaan ja ovat tirkeitd tekijoitd tautien etenemisessd. Esimerkkind voi olla yksi
glukoosiaineenvaihduntaan vaikuttava sairaus - diabetes. Diabeetikoilla on suurempi AD:n
ja muiden dementiatyyppien riski. Jos yksilolld on sekd diabetes, ettd APOE4 alleeli, riski
nousee vield enemmain (Peila et.al. 2002).

Hyperkolesterolemia tarkoittaa nostettua kolesterolin médrdd ja se on syy tai taustatekija
monissa taudeissa, AD mukaan lukien. Hyperkolesterolemia, samoin kuin edellisessd
esimerkissd diabetes, laajasti vaikuttaa aineenvaihduntaan ja glukoosimetaboliaan. Sen lisdksi
hyperkolesterolemian yhteydessd oksisterolien pitoisuus kasvaa. Toisin sanoen, kun
kolesterolia kertyy enemman, sen oksidaatio my0s tapahtuu useammin. Tutkimuksessa tdma
todistettiin ruokkimalla kolesterolirunsasta ravintoa rotille ja mittaamalla sen jélkeen rottien
aivojen  oksikolesterolien pitoisuuksia. Hyperkolesterolemia-tilassa  olevien rottien
oksikolesterolien pitoisuudet aivoissa olivat merkittdvasti koholla. Ainona poikkeuksena oli

24-OH-oksisteroli (Liu et.al. 2018).

3.2.  Oksikolesterolien synty

Solussa OS:n seurauksena tapahtuva hapettuminen kohdistuu vapaiden rasvahappojen lisdksi
kolesteroliin. Aivot sisiltivit noin 23% koko elimistén sterolista (Barupal® ), mistid johtuu

myds vastustamaton yhteys kolesteroliaineenvaihdunnan toiminnan ja aivojen terveyden
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vililld. Kolesterolin hapettamisen keinoja on kaksi: entsymaattinen, joka tuottaa vihdn
oksisterolilaijeja, ja ei-entsymaattinen, joka on usein autohapettumisreaktio ja jonka tuotteet
vaihtelevat laajasti (Testa et.al. 2016). Kolesterolin hapettumista terveessd elimistossa
kontrolloidaan ja siitd on jopa hyotyd elimistolle, koska se estdd kolesterolin kertymista.
Hapettuneet kolesterolituotteet ldhtevit pois aivoista veriaivoesteen ldpi ja niiden metabolia
jatkuu muualla elimistdssd (Bjorkhem et.a/ 2009). Ei-entsymaattinen modifikaatio tapahtuu

useammin, jos solutilanne edellyttia sita.

Esimerkiksi heme oksygenaasi-1 (heme oxygenase, HO-1) geeni aktivoituu, kun solua stimuloi
jokin vaarallinen tai myrkyllinen signaali. Téllaisen signaalimolekyylin roolissa AD:n
tapauksessa voi olla ROS tai f-amyloidi. Oksygenaasi toimii mitokondriossa ja sen tehtévi on
toipuminen hemin toksisesta vaikutuksesta. HO-1 hajottaa hemia biliverdiiniksi, rautaioniksi ja
hiilimonoksidiksi. Vaikka entsyymi auttaa solua poistamaan yhden vaarallisen yhdisteen, sen
katalysoiman reaktion tuotteet - rauta ja hiilimonoksidi lisddvit intrasellulaarista vahinkoa
edesauttamalla ROS:ien tuottoa. ROS:ien pitoisuuden nousu puolestaan lisdéd kolesterolin ei-
entsymaattisen hapettumisen todenndkdisyyttd. Rottien astrosyyttisolujen trasfektio HO-
1 cDNA:lla on aiheuttanut tilastollisesti merkitsevad nousua ainakin neljan
oksisterolityyppien pitoisuuksissa, ja samalla vapaan kolesterolin pitoisuuden ldhinna
puoliintumista, 40% pitoisuuden laskua. Samalla tutkittiin mitokondrion redox-tilaa ja
huomattiin, ettd kun solu on HO-1 transfektoitu, astrosyyteilld on korkeampi taipumus hapettaa
oksidaatiomarkkereita LT ja LTG. Molempien markkereiden oksidaatio kohdistui
rasvahappoketjuun. Se tarkoittaa, ettd vapaiden rasvahappojen hapettaminen HO-1
ylimédrdisen aktiivisuuden tilassa on hyvin todenndkdistd ja tuottaa edelld mainittuja
rasvahappojen oksidaatiotuotteita, kuten HNE ja akroleiini. HO-I-geenin transfektio ei
vaikuttanut l&hes ollenkaan ekstrasellularisiin oksisterolien ja kolesterolin pitoisuuksiin (Vaya

et.al. 2007).

HO-1-geenin aktivaatio on vain yksi esimerkki tilanteesta, jossa solutilanne tukee oksisterolien
pitoisuuden kasvua. AD:n diagnosointia voi edeltdd tilanne, joka aiheuttaisi oksikolesterolien
pitoisuuden nousua ja kaynnistdisi AD:n edistdmistd. AD:n yhteyttd oksikolesteroleihin

késitellaan seuraavaksi.
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3.3.  Oksikolesterolien pitoisuudet Alzheimerin taudissa

AD potilaan aivoissa tulehdustekijoiden, esimerkiksi metalloproteaasi-9, pitoisuus kasvaa ja
tulehdusta estdvien tekijoiden, esimerkiksi sirtuiini-1, pitoisuus pienenee. Tulehdustilassa
kolesterolin hapettumista tapahtuu normaalia enemmin ja aivoille haitallinen algoritmi
kaynnistyy (Testa et.al. 2016). Toinen tekijd, mikd voi nostaa oksisterolien madardd AD
aivoissa, on veriaivoesteen vajaatoiminta. Se voi pééstdd oksisterolia (tai kolesterolia) veresti
aivoihin johtaen hyperkolesterolemiaan aivokudoksessa. Esimerkiksi Brooksin tutkimuksessa
(2017) yhteys korkean kolesterolitason ja erdén oksikolisterolin, 27-OH, kohotetun tason vililla
oli todistettu. Todenndkdisemmin veriaivoeste estdd oksisterolien pddsyd verenkiertoon
aivoista. Tutkimusten mukaan oksisterolien pitoisuus kasvaa, kun AD edistyy, ja timé koskee

sekd entsymaattisen, ettd ei-entsymaattisen hapettumisen tuotteita (Testa et.al. 2016).

Yksi poikkeus on entsymaattisesti hapetettu 24-OH-kolesteroli (Liu et.al. 2018, Testa et.al.
2016). Sen mdiédrd pysyy ldhes muuttumattomana AD:n varhaisessa vaiheessa, mutta se
oli yllattavisti kontrollia pienempi, kun AD on vakava (Testa et.al. 2016). Mielenkiintoista on
se, ettd juuri 24-OH-kolesteroli on tirkein oksisteroli aivoista verenkiertoon kolesterolin
kuljetuksen  kannalta. Toinen yleisin entsymaattinen oksisteroli, 27-OH-kolesteroli,

pdinvastoin valtaosin siirtyy aivoihin verenkierrosta (Bjorkhem ez.al. 2009).

Jos tutkimus suoritetaan ilman tulosten korvaamista AD-vakauteen suhteessa eli jos kaikkien
AD potilaiden aivot yhdistetddn samaan ryhmédén ja vertaillaan kontrolleihin, vain 24-OH-
kolesterolin pitoisuusmuutos on tilastollisesti merkitsevd. 24-OH-kolesterolin méard laskee
dramaattisesti myohdisessd AD:ssa sekd terveisiin, ettd varhaisen AD:n potilaiden aivoihin
verrattuna. Aivoista kolesterolia pois vievdn oksisterolin pitoisuuden lasku voi vahingoittaa
aivoja ja edesauttaa taudin etenemistd lisddmalld sekd kolesterolin, ettd oksisterolien kertymisti

aivokudoksessa (Testa et.al. 2016).

Monien muiden oksikolesterolien pitoisuus eroaa merkittévésti kontrolleista vasta mydhéisessi
AD:ssa (late AD) ja ero ei ole niin suuri, kuin 24-OH-kolesterolin tapauksessa. Tdmén
seurauksena jotkut saadut tulokset tulevat merkityksettomiksi, jos kaikkien AD-potilaiden aivot
yhdistetdén samaan ryhmién. Kutenkin, jos oksisterolien pitoisuutta verrataan mydhéisen AD:n
aivojen ja kontrollien vélilld, havainnoidaan, ettd se kasvaa taudin edistymisen mukaisesti.

Néma oksisterolit ovat sekd entymaattisesti, ettd ei-entymaattisesti syntesoituja (Taulukko 2).
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Kahden oksisterolien pitoisuudet ovat merkittédvisti kohonneet jo varhaisessa AD:ssa. Toinen
niistd on ei-entsymaattisesti syntesoitu, 7B-OH, ja se korostaa OS:n merkitystd taudin
alkuvaiheessa, koska ei-entsymaattinen oksidaatio tapahtuu suurissa miirissd oksidatiivisen
ympdriston seurauksena. Toinen niistd oksisteroleista on 7a-OH, joka voi syntyd seké

ensymaattisen reaktion, ettd ei-entymaattisen hapettumisen seurauksena (Testa ez.al. 2016).

Heverinin ryhma (2004) myds mittasi oksikolesterolien maardd AD potilaiden aivoissa ja pyrki
méadrittelemddn ne aivojen osat, joissa muutokset ovat kaikista merkityksellisimpid.
Tutkimuksessa havainnoitiin laskenutta 24-OH-oksisterolin pitoisuutta kaikissa tutkituissa
aivojen osissa eli etuaivokuoressa, takaraivo-aivokuoressa, basaaliganglioissa ja aivosillassa.
Kuitenkin tilastollisesti merkitsevé ero oli vain takaraivo-aivokuoressa. Tdssa tutkimuksessa,
painvastoin, merkityksellisempi oli 27-OH-kolisterolin pitoisuuden nousu. Se oli tilastollisesti
merkitseva ldhes kaikissa aivo-osissa, ainoana poikkeuksena oli aivosilta. Mahdollisesti syyna
suureen 27-OH-pitoisuuteen on se, ettd kaikki potilaat, joiden aivoja kéytettiin tutkimuksessa,
olivat jo myohéisessd taudin vaiheessa. 27-OH-oksikolesterolin suhde 24-OH-kolesteroliin oli
merkittdvasti suurempi kaikissa aivojen alueissa sekéd ihmisten aivoissa, ettd tutkimuksessa

kéytettyjen hiirien (Swedish Alzheimer mutation mice) aivoissa.

Samassa tutkimuksessa ei ollut 10ydetty korrelaatiota oksisterolien médridn ja oksisterolia
tuottavien entsyymien vililld. Tastd johdettiin, ettd muutokset ovat fluksimuutosten seurauksia
(Heverin et.al. 2004). Syyné siihen, ettd tdssd tutkimuksessa ei ollut 16ydetty korrelaatiota
entsyymien ja oksikolesterolitason vélilld voi olla pieni ndytemddrd. Tdmén lisdksi
tutkimuksessa mainittiin, ettd Western blotin sijaan voisi kdyttdd toista menetelmaa saadakseen

realistisimpia tuloksia.
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Taulukko 2. Oksisterolien pitoisuusmuutokset AD:ssa (Testa et.al. 2016)
Léahes kaikkien oksisterolien pitoisuudet ovat suurempi AD-aivoissa kontrolleihin verrattuna. Ainoa
poikkeus on 24-OH-kolesteroli. Varhaisessa AD:ssa tilastollisesti merkitseva ero terveiden ja AD-

aivojen vililld oli havainnoitu vain 73-OH- ja 7a-OH-kolesterolin tapauksessa.

Oksisterolin nimi Alkuperi Muutos | Merkitys varhaisessa AD:ssa
24-OH Entsymaattinen l Ei tilastollisesti merkityksellista
27-OH Enstymaattinen 1 Ei tilastollisesti merkityksellistd
7-K Ei-entsymaattinen 1 Ei tilastollisesti merkityksellistd
40-OH Ei-entsymaattinen 1 Ei tilastollisesti merkityksellista
78-OH Ei-entsymaattinen 1 Tilastollisesti merkityksellisti
0-€pPOXY Ei-entsymaattinen 1 Ei tilastollisesti merkityksellistd
B-epoxy Ei-entsymaattinen 1 Ei tilastollisesti merkityksellistd
25-OH Seka entsymaattinen, 1 Ei tilastollisesti merkityksellista
ettd ei-entsymaattinen
7a0-OH Seki entsymaattinen, 1 Tilastollisesti merkityknen
etti ei-entsymaattinen

Edelld mainitussa Testan ryhmén (2016) tutkimuksessa, joka oli tehty Heverinin ryhmén (2004)
tutkimusta my6hemmin, kaytettiin RT-PCR menetelmid maérittdméédn entsyymien mRNA:n
pitoisuuksia. Néin 16ydettiin, ettd kahden tarkeimmén entsymaattisesti
hapettuneita oksisteroleita tuottavien entsyymien mRNA-pitoisuudet AD aivoissa poikkeavat
huomattavasti terveisisté yksiloistd. 27-OH kolesterolia tuottavan CYP27A1 mRNA-pitoisuus
on korkeampi AD:ssa kuin terveissd aivoissa, mikd on sopusoinnussa tdmén oksisterolin
kohonneen pitoisuuden kanssa. Kuitenkin taas merkityksellisin 16ytd koskee 24-OH
kolesterolin tuotantoa ja siihen liittyvdd entsyymid - CYP46A1. Tamin entsyymin mRNA:n
maérd laskee huomattavasti, -40%, jo varhaisessa AD:ssa ja hdvida ldhes kokonaan, 80% lasku,

vakavassa AD:ssa, kun vertaillaan terveisiin aivoihin (Testa et.al. 2016).

Yhdistdmalld tuloksia voi olettaa, ettd 270H/240H-kolesteroli suhde kasvaa sekd

fluksimuutosten, ettd entsyymipitoisuuksien muutosten seurauksena.
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Kuva 5. Oksikokolesterolin (7-OH-kolesteroli) synteesi. Kolesteroli ensin reagoi molekulaarisen hapen
kanssa ja sitten pelkistyy muodostaen oksikolesterolia. Sen lisdksi reaktiossa syntyy vetyperoksidia
suhteessa 1:2. Kuvan lahde: Nelson & Alkon 2005. Oxidation of cholesterol by amyloid precursor
protein and B-amyloid peptide. © JBC

3.4.  Oksikolesterolien yhteys AD:n biomarrkereihin

Lipidien peroksidaation yhteydessd oli mainittu yksi amyloidipeptidien toksisista
ominaisuuksista — lipidien hapettaminen Cu?"-mekanismilla. Amyloidipeptidi pystyy
hapettamaan kolesterolia samalla mekanismilla vapauttaen hapettunutta kolesterolia ja
vetyperoksidia. Reaktio tapahtuu selektiivisesti kolesterolin C-3 hydroksyyliryhmin kohdalla,
minkd seurauksena se muistuttaa kolesterolin entsymaattista oksidaatiota ja tuottaa 4-kolesten-
3-onia. AB-toksisuutta onnistuneesti vahennettiin keloimalla kupari-ioneja, samalla neuronien
kuolema vidheni. AP-toksisuus korreloi oksisteroleja tuottavan aktiivisuuden kanssa. Sitd
johtuen voi olettaa, ettd 4-kolesten-3-onilla on haitallinen vaikutus soluihin.
Kuparin kelatoituminen hiirilld on vdhentényt ei vain 4-kolesten-3-onin maérd, mutta myds
AB:n madrdd. Tastd voi paitelld, ettd kolesterolin hapettuminen ja Ap-kertyminen

muodostuminen ovat toisiaan avustavia prosesseja (Puglielli ez.al. 2005).

Merkityksellinen 4-kolesten-3-onin pitoisuuden nousu havainnoitiin AD-potilailla. 4-kolesten-
3-onia oli 98% enemmin AD-aivoissa kuin terveelld idltddn korjatulla ryhmélld. Usein AD

tutkitaan Parkinsonin taudin (Parkinson’s disease, PD) ohella, ja tdssd on hyvdad mainita, ettd
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PD potilaiden 4-kolesten-3-onin pitoisuus oli keskiméérin sama kuin terveilld idlld korjatulla
kontrollilla. Tistd johtuu, etti AB:Cu®" kompleksin suorittama kolesterolin hapettaminen on
erikoinen AD:n ominaisuus. Tutkimuksen mukaan AB-peptidin pituudella on merkitystd sen
tehokkuuteen. Aikaisemmin mainittiin vain, ettd vapaa peptidi on kertyméén joutuvaa peptidiad
tehokkaampaa (Butterlfield et.al. 1994). Uudemmassa tutkimuksessa havainnoitiin, ettd Ap-
peptidi on stabiilimpi ja siis tehokkaampi, jos silld oli pidempi hiiliketju. Jos vertaillaan

yleisimpid A peptidejd, AB-42 on tehokkaampi kuin AB-40 (Puglielli ez.al. 2005).

Sekd APP ettd amyloidit pystyvét hapettamaan kolesterolia. Erds hapettumisen tuote on 7f3-
hydroksikolesteroli (73-OH). Nelsonin ja Alkonin tutkimuksessa (2005) todistettiin, ettd [3-
amyloidi ainakin osittain vaikuttaa katalyyttina 7B-OH synteesissd (Kuva 5), koska pelkistdin
vetyperoksidia sisdltdvissd ympéristossd oksikolesterolien maira ei kasva ldheskéén niin
nopeasti. Téstd johtuu, ettd kolesterolin oksidaatio f-amyloidilla useammin tapahtuu
amyloidin ldsnéolleessa, eikd ole ROS-vilitteistd. Kolesterolin oksidaatio amyloidilla on
paljon tehokkaampi kuin APP:lla ja se on erityisen tehokasta, jos Cu**-ioneja on lisn.
Amyloidien suorittaman hapettumisen reaktionopeus on niin suuri, ettd se vastaa kolesterolia

muokkaavien entsyymireaktioiden nopeutta (Nelson & Alkon 2005).

AB-peptidi vaurioittaa kolesterolin kuljetusmekanismia. Lyhyempi APP:n a-sekretaasilla
pilkkoma tuote, AB17-40, estdd kolesterolin sitoutumista apolipoproteiinin (ApoE)
yleisimpiin muotoihin. ApoE on tirked lipoproteiini, joka mahdollistaa kolesterolin kuljetusta
solusta ulos. AB17-40 peptidilli ei ole vaikutusta solun sisdén kolesterolia kuljettavaan
proteiiniin, LDL:een. ApoE:n ja kolesterolin vililld on heikentynyt vuorovaikutus, kun
kuljetus solun sisdin pysyy samalla tasolla. Tdma voi johtaa kolesterolin kertymiseen, mika
on sopusoinnussa aikaisemmin mainittujen hypoteesien ja tutkimusten tulosten kanssa.
Kuitenkin sitd voi havainnoida vain silloin, kun kolesterolin pitoisuus aivoissa on vield
alhaista. Toisin sanoen, tima mekanismi voi olla tdrkedssa roolissa taudin varhaisessa
vaiheessa. Myohemmin, kun kolesterolia kertyy enemmén, kertyy myos AD:n biomarkkeria,
AP 1-40 peptidid. Téméi tapahtuu, muun muassa, koska yliméaérdinen kolesteroli sitoutuu
APP-molekyyliin a-sekretaasin pilkkomiskohteeseen, mikd edesauttaa APP:n pilkkomista f3-
sekretaasilla. Pilkkominen a -sekretaasilla tuottaa liukoisia fragmentteja, kun pilkkominen f3-
sekretaasilla tuottaa kertymid muodostuvia peptidejd (Yao & Papadopoulos 2002).

Toinen reitti, minka kautta hyperkolesterolemia tukee AB1-40 peptidin muodostumista, liittyy

sithen, ettd kolesteroli on tirkein lipidilauttojen rakenteellinen yksikko. Sen kohonnut
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pitoisuus tekee lipidilautoista stabiilimpia. Usein lipidilautoissa sijaitseva BACE (B-
sekretaasi) stabiloituu laudan sisélla APP proteiinin 1dheisyydessd. Seurauksena APP:n
pilkkominen ja plakkia muodostuvien peptidien tuotanto helpottuu. Kolesterolipuute
pdinvastoin vihentdd APP:n pilkkomista BACE:lla (Ehehalt ez.al. 2003).
Hyperkolesterolemian seurauksena muodostuva pidempi AB-peptidi(1-40) estdd kolesterolin
vuorovaikutusta LDL-kuljetusmolekyylin kanssa, joten solun sisddn paisee vihemmain
kolesterolia ja sen pitoisuus ei endd kasva myohéisessd AD:ssa (Yao & Papadopoulos 2002).

Myos kolesterolin pitoisuuden kasvun pysdahtyminen voi liittyd sen hapettumiseen.

Sen takia, ettd amyloidien muodostuminen ja kolesterolin hapettaminen ovat toisiaan
avustavia prosesseja, seuraavaksi kasitellddn sitd, miten oksisterolit lisddvit amyloidien

miirdd ja neurotoksisuutta.

7B-OH-kolesteroli estdé liukoisen, eli ei amyloidogeenisen, APP:n eritysti ja inhiboi
tuumorinekroositekijin-o-muuntavan entsyymin (TACE), joka on luonteeltaan a-sekretaasi.
Sen takia, ettd a-sekretaasit pilkkovat B-amyloidin sekvenssin sisilld, niiden toimita estii -
amyloidien kertymista ja lisdé liukenevan APP:n fragmentin eritystd. TACE:n aktiivisuuden
lasku vdhentii ndin liukenevan muodon erittymisti. Toisessa kohdassa APP:ta leikkavaan
entyymiin eli BACE:hen 7pB-OH-kolesterolillla ei ole mitddn vaikutusta, joten
amyloidogeenisten fragmenttien eritys pysyy samalla tasolla tai jopa kasvaa a-sekretaasin
toimettomuuden seurauksena. APP:n eritys on tarkedd neuronien elongaation ja adheesion
kannalta, sen takia 73-OH-kolesterolikisittely myos voi aiheuttaa solujen ulkomuodon ja
synapsikontaktien menettdmistd. Sen lisdksi 78-OH-kolesteroli inhiboi proteiinikinaasin C

(PKC) yleisimpid isomuotoja a- ja y-PKC (Nelson & Alkon 2005).

Kolesterolioksidaation tuotteilla todistettiin neurotoksisten aggregaattien muodostumista
tehostavaa vaikutusta in vivo. Oksidaatioreaktion seurauksena kolesterolin rakenteeseen voi
muodostua aldehydiryhméi. Reaktion tuotetta kutsutaan aldehydikolesteroliksi ja se pystyy
sitoutumaan aminohappoihin HNE:n tapaan. Se, mihin kohtaan aldehydikolesteroli sitoutuu
madrittdd proteiinien alttiutta muodostaa aggregaatteja. Kun tutkittiin AB-aldehydikolesteroli-
konjugaatteja, joissa kolesteroli oli sitoutunut Asp-1, Lys tai Lys-28 aminohappoon,
huomatiin ettd erityisen tehokkaasti AB-proteiinin aggregoitumisalttiutta lisdd Lys16

aminohapon modifikaatio. Se mahdollistaa proteiinien aggregoitumista vaikka niiden
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pitoisuus olisi alhaista. Y114 mainitusta heikoin vaikutus on Asp-1 modifikaatiolla (Usui et.al.

2009).

3.5. Oksikolesterolien vaikutus soluun

Eritrosyytteilld tutkittiin oksisterolien vaikutusta ja havainnoitiin,  ettd ne  aiheuttavat
apoptoosia, jota edeltdvdat solujen kutistuminen ja membraanilipidin, fosfatidylseriinin,
eksternalisaatio (Tesoriere et.al. 2014). Vaikka veri- ja hermokudoksen solut eroavat toisistaan,
HNE:n esimerkilléd ndhtiin, ettd patologiset muutokset usein toistuvat eri sairauksissa, jos niilld
on yhteinen tausta. Eritrosyyttien kaltaiset morfologiset muutokset hermosoluissa voivat
vaikuttaa synapseihin negatiivisesti. Kuten oli jo aikaisemmin mainittu, solumuodon

menettdmisen seurauksena solu-solu kontaktia menetetdan.

7B-OH-kolesteroli on yksi kahdesta oksisterolista, joiden pitoisuus kasvaa merkittdvésti jo
varhaisessa AD:ssa. Seurauksena sen vaikutus on erittdin tirkedd tuntea, jos halutaan estdi
ensimmaisid potilaiden aivoissa tapahtuvia muutoksia. 7B-hydroksikolesterolin neurotoksinen
luonne oli todistettu in vivo. 7B-OH-kolesterolikésittely edesauttaa apoptoosia ja solun muodon
menettdmistd, samalla kuin ylld mainituissa eritrosyyteissi, mikd on hyvin nékyvissi kuvalla
6. Noin 50% soluista kdvi apoptoosia 100 uM 7B-OH kisittelyn jilkeen. Se todistaa, ettd
hermosolut ovat erittdin herkkid oksisterolikisittelylle, koska aikaisemmissa tutkimuksissa

muilla solulinjoilla vaadittiin korkeampaa konsentraatiota (Nelson & Alkon 2005).
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Kuva 6. Hermosolut 7B-OH-kolesterolikasittelyn jalkeen. A. Ei-kasittelya. B. 300 nM 7B-OH-
kolesterolia. C. 1 uM 7B-OH-kolesterolia. (Nelson) Kuvassa nakyy, etta alhaisella oksisterolin
pitoisuudella solut menettavat muotoansa ja solu-solukontakteja. Sen lisaksi solumaara vahenee
solukuoleman seurauksena. Muutokset ovat valtavampi, kun oksisterolin pitoisuus on suurempi,
kaikki solut menettavat muotonsa Kuvan lahde: Nelson & Alkon 2005. Oxidation of cholesterol by
amyloid precursor protein and B-amyloid peptide © JBC

Oksisterolit luovat OS:ia soluissa, mikd on vakavampaa, kuin ROS:ien aiheuttama stressi. Se
johtuu siité, ettd ROS:ien detoksifikaatiolle on olemassa nopeita mekanismeja ja entsyymejé,
kun lipofiiliset oksikolisterolit kertyvét ja niiden kontribuutio OS:iin kasvaa taudin etenemisen

mukaisesti (Nelson & Alkon 2005).

Apoptoosin lisdksi vaihtoehtona solukuolemalle voi olla nekroosi. Apoptoosi on ATP-
riippuvainen prosessi, ja ATP:n puute, esimerkiksi hédiriintyneen glukoosiaineenvaihdunnan
seurauksena, johtaa sithen, ettd apoptoosin sijaan tapahtuu nekroosia.  Sitd
todisti Leist tutkimuksessaan, missd inhiboitiin ATP synteesid natriumoksidilla ja solut

kuolivat nekroosilla (Leist et.al. 1999).
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Hermosolut tarvitsevat paljon energiaa toimintaansa. Tdmén seurauksena ne kayttivit paljon
glukoosia ja muita energialdhteitd ja niiden energiavaihduntamekanismit toimivat aina
tehokkaasti. Sen takia pienilldkin vaurioilla voi olla véliton ja erittdin nopea negatiivinen
vaikutus. Toisin sanoen, hermosoluilla ei ole aikaa reagoimaan vaurioon, koska energiaa
tarvitaan jatkuvasti vain liséa. Kolesterolin oksidaatiotuotteet vaikuttavat
glukoosiaineenvaihduntaan ~ hermosoluissa. ~ Se  on  yksi  monesta  tekijoistd,
jotka edesauttavat neuronien apoptoosia tai nekroosia puutteellisen ravinnon seurauksena. 27-
OH-kolesteroli  muodostaa  merkittdvimmén  yhteyden  glukoosinja  kolesterolin
aineenvaihdunta-reittien valilld. 27-OH-kolesterolin yliméddrd véhentdd glukoosiottoa
hermosoluissa (Ismail et.al. 2017), minkd seurauksena ATP:n méadrd laskee ja nekroosin
todennikoisyys kasvaa. Brooksin ja hdnen ryhménsé tutkimuksessa (2017) todistettiin 27-OH-
kolesterolin yhteyttd neurodegeneraatioon FluoroJade C menetelmélld. Toisin sanoen,

havainnoitiin, ettd 27-OH-kolesterolin kertyminen korreloi hermostorappeutumisen kanssa.

Yhdistdimélld ylld mainittuja tutkimuksia voi sanoa, ettd oksikolesteroleilla on pro-
apoptoottinen vaikutus hermosoluihin. Oksikolesterolien korkea pitoisuus voi johtaa

patologisiin morfologiamuutoksiin, kuten elongaation ja solu-solukontaktien menettdmiseen.

4. Mitokondrion toimintahiiriot lipidien peroksidaation seurauksena ja

niiden yhteys apoptoosiin

Mitokondrio on erittdin tidrked soluelin paljon energiaa tarvitsevalle kudokselle. AD:n
potilaiden aivojen hippokampuksessa tapahtui mitokondrioméaréin laskua (Brooks et.al. 2017),
mikd voi olla syynd héiriintyneelle glukoosiaineenvaihdunnalle ja energian puutteesta

johtuvaan solukuolemaan AD potilaiden aivoissa.

Lipidien peroksidaatiollakin oli havainnoitu yhteys mitokondrion vajaatoimintaan.

Esimerkiksi Kolschin tutkimuksessa todistettiin, ettd 24-OH-kolesterolin késittelystd johtuvat
apoptoosia edeltivat muutokset mitokondrion membraanipotentiaalissa.
Membraanipotentiaali on huomattavasti depolarisoitunut hidastaen ATP syntaasin toimintaa
(Kolsch et.al. 2001). Tdmi muutos héiritsee muun muassa mitokondriokuljetusta ja energia-
aineenvaihduntaa. Kuitenkin timi muutos voi olla merkitykseton myo6héisessd AD:ssa, 24-OH-

kolesterolin alhaisen pitoisuuden takia.
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HNE:n késittelyn aiheuttama solujen alttius kuolemalle oli todistettu kokeellisesti neurologisen,
PC12, solulinjan esimerkilld (Siddiqui et.al. 2012). HNE toimii samalla mekanismilla kuin
sen trans-isomeeri 4-ONE ja molemmat johtavat glutationin eli elimiston tirkeimmén
antioksidanttimolekyylin  pitoisuuden  laskuun,  mitokondrion  kutistumiseen  ja
mitokondrialisten proteiinien aldehydidehydrogenaasin ALDH2 ja ALDHSA inhibitioon
(Picklo et.al. 2011). Mitokondrion kutistuminen on morfologinen muutos, mikd tapahtuu
yleensd solukuoleman yhteydessd (Kerr et.al. 1972). ALDH2 entsyymin inhibitio puolestaan
heikentdd solun oksidatiiviseen stressin torjuntakykyd, koska mitokondriaalinen entsyymi
ALDH pelkistdd reaktiivista aldehydid. Reaktiivinen aldehydi syntyy muun muassa lipidien
peroksidaation seurauksena. Erdssd tutkimuksessa seurattiin, kuinka ALDH2:n aktivaatio
vaikuttaa proteiinipooliin ApoE-proteiinivaajoissa hiirissd. Tutkittavien hiirien
mitokondrioproteiinien ekspressio erottuu terveisistd yksiloistd ja seurauksena niiden energia-
aineenvaihdunta, neuroplastisuus ja neurogeneesi ovat héiriintyneitd. ALDH2:n aktivaatio on
vaikuttanut positiivisesti mitokondriaaliseen funktioon ~ApoE-proteiinivajaaoissa hiirissé
(Stachowicz et.al. 2017). Niin tutkimuksessa todistettiin ALDH2:n merkitystd mitokondrion
toiminnalle. ALDH2:n tdrkedd roolia korostaa my0s se, ettd ALDH2-geenin
mutaatioita omistavat hiirisolut olivat paljon terveitd herkempida HNE késittelylle.
Villityyppisolut pystyvit tehokkaasti vastustamaan HNE:n toksisuutta ALDH2-entsyymin
avulla (Ohsawa et.al. 2003). My®0s meta-analyysit korostavat
ALDH2 geenipolymorfismin vaikutusta AD alttiuteen. Vaikka Ildydetty vaikutus on
tilastollisesti merkityksellinen vain miehille, koko aineiston perusteella 16ytyy kohtuullisen
voimakas korrelaatio ALDH2 mutaatioiden ja AD-alttiuden vélilld (Hao et.al. 2011). Kun
hapetettujen molekyylien méérd kasvaa OS:n seurauksena aivot pyrkivit eliminoimaan niit4,
mikd nikyy anti-oksidatiivisten entsyymien, mukaan lukien ALDH2, aktiivisuuden nousuna
(Michel et.al. 2010) ALDH2 inaktivaatio HNE:n kertymisen seurauksena heikentdd solua,
hiiritsee mitokondrion toimintaa ja mahdollistaa nopeampaa OS:n paineen lisddmistd ja taudin

edistymista.

Membraanin kutistuminen ja muut patologiset muutokset mitokondrion toiminnassa, johtavat
sytokromi c:n vapauttamiseen mitokondriosta solulimaan (Heiskanen et.al. 1999). Vapaana
sytokromi ¢ muodostaa kompleksin kaspaasi-9 proteiinin  kanssa ja  kdynnistdd
kaspaasikaskaadin. Kaspaasikaskadi on luonteeltaan apoptoottinen.

Kaspaasit ovat proteolyyttisid entsyymid, jotka pilkkovat intrasellulaarisia proteiineja.
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Seuraavaksi solu “ndyttdd” pilkkoneiden proteiinien paloja solun ulkomembraanilla, mika
indusoi solun poistamista fagosytoosin vilitykselld (Martin 2014). Samalla sytokromi c:n
vapauttaminen mitokondriosta lisdd OS:id solulle, koska normaalia mitokondriossa
tapahtuvaa 4-elektroni pelkistystd korvataan 1-elektronipelkistyskselld solulimassa. Tdma
vaihtoehtoinen reaktio tuottaa ROS:ia, jotka puolestaan lisdévit lipidien peroksidaatiota (Cai &

Jones 1998).

Mitokondrion toimintahdiriot johtavat solun kuolemaan muutamien reaktioreittien valityksella.
Mitokondrion vajaatoiminta voi olla yhtend syynd AD:n edistymiseen. Muutoksia tapahtuu
ikddntyessd mitokondrion energia-aineenvaihdunnan geenieskspressiossa jo silloin, kuin muita

biomarkkereita ei ole havaittavissa (Zhao et.al. 2015).

5. Oksidatiiviseen stressiin keskittyvin hoidon tehokkuus ja tulevaisuus

Vanhempien potilaiden AD eroaa nuoremmista silld, ettd taudissa ei havainnoida yleisid
biomarkkereita tai niiden pitoisuudet ovat kohtalaisia. Sitd huolimatta vanhemmilla potilailla
alkaa ilmestyméén kohotettu HNE-konjugaattien pitoisuus, mikd on merkki sitd, ettd vakava
OS on olemassa ja se vahingoittaa solun tirkeimpid toimintoja. Se, ettd tauti edistyy, vaikka
proteiinikertymid eli amyloideja ja NFT ei ilmestykddn kovin paljon, tarkoittaa sitd, ettd AD:n

taustalla voi tapahtua muita tarkeitd aineenvaihduntamuutoksia (Zhao et.al. 2015).

Nykyéddan AD:lle ei ole tehokasta hoitokeinoa ja kaikki tutkittavat lddkitykset esittdvat
kyseenalaisia haitta-hy6tysuhteita. Yleensd hoitokeinot kohdistuvat amyloideihin ja NFT:hen.
Muut aineenvaihduntamuutokset ja muiden biomolekyylien kertymat jadvit huomioimatta.

Passiivinen immunisaatio on useimmin tutkittu hoitokeino. Esimerkkind voi mainita kaksi
toimivaa vasta-ainetta - Anti-f-amyloidi-vasta-aine, solanezumab, ja tau-vasta-aine. Nima
vasta-aineet poistavat niille spesifisid kertymid hyvin ja hiirimallilla havainnoitiin myos taudin
etenemisen hidastumista niiden ansiosta (Chai et.al. 2011, Farlow et.al. 2012). Mutta

kummastakaan ei vield tullut hyviksyttyé toimivaa ladkitysta.

Nykyaikainen stagnaatio AD hoidon kehityksessd aiheuttaa muutoksia tutkimustrendeissa.
Vuonna 2020 tau-proteiiniteoria, eli ajatus sitd, ettd hermosdiekimppujen muodostuminen on

padroolipelaaja AD:n edistymisessi erityisesti lievdssd/kohtalaisessa taudin vaiheessa, voi olla
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todistettu todeksi tai suurin osa yrityksistd luovuttaa kokonaan sen suhteen. Jo nykydén AD
tutkimukset pyrkivdt keskittymdin uusiin kohteisiin ja l0ytdmédn innovatiivisia, ennen
mainitsemattomia keinoja hoitaa AD potilaita. Uutena kohteena voisivat olla OS:n tuotteet.

Esimerkiksi AD:ssa tapahtuvia solukalvoproteiinien ja solukalvon ominaisuuksien muutoksia
oli mahdollista estdd tehokkaasti lisdamaélld glutationietyyliesterid. Mallina kaytettiin hiirien
synapsisia solukalvoja, mitka vaurioituvat merkittévisti AD:ssa. Glutatioonietyyliesteri on yksi
tehokkaimmista elimiston antioksidantteja. Todistettu glutationietyyliesterin tehokkuus tukee
ajatusta, ettd OS ja sen tuotteet ovat tarkeita tekijoitd taudin etenemisen kannalta (Subramaniam

et.al. 2002).

Kvantitaviisten systeemien farmakologian malli (QSP) ennustaa potentiaalisia hoitokohteita
hoitamattomille taudeille kuten AD:lle. Mallin mukaan jo tunnettujen biomarkkereiden ohella,
hoito tulee keskittyméédn lipidien, tarkemmin sfingolipidien, aineenvaihduntaan. Samalla
tarkedksi oletetaan kolesterolin aineenvaihduntaa. Hoidon tehokkuus erddn sfingolipidi-

aineenvaihduntaentsyymin antagonistilla oli jo todistettu hiireilld (Clausznitzer et.al. 2018).

AD on sairaus, jossa lihes kaikki solun toiminnat héiriintyvit ja aivoihin kertyy paljon
haitallisia aineita. Proteiinikertymiin kohdistuva hoito voisi olla tehokkaampaa, jos se olisi
yhdistetty HNE:n, oksisterolien ja muiden lipidien peroksidaation tuotteiden poistamiseen.

Kuten oli tissd todistettu, kaikki prosessit riippuvat toisistaan ja lipidien peroksidaation tuotteet
kdynnistiavét proteiinien aggregoitumista ja lisddviat OS:n painetta. Yleensd OS:n tekijoiksi
ajatellaan vain ROS:ia unohtaen karbonyylistressin merkitystd. Tosiasiassa monien
lipidiperoksidaation tuotteiden pitoisuudet myds nousevat taudin edistyessd ja lisddvat
karbonyylistressid solussa. Karbonyyliyhdisteiden aktiivisuus voi olla ROS:ia haitallisempi,
koska elimistdlld ei ole nopeita keinoja niiden poistoon. Kokonaisvaltaisempi katsaus solun
aineenvaihduntaan ja lipidiaineenvaihdunnan huomioonotto voivat olla toimivan tulevaisuuden

ladkityksen kehityksen pohjana.
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