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ISradimo sritis

Sis i$radimas yra susijes su Alchaimerio liga ir su jos profilaktikos bei

pasireiSkimo sulaikymo bldais.
ISradimo prielaidos

Alchaimerio liga (“AL") yra visg laikg progresuojanti silpnaprotysté. Jos
pagrindinis patologinis pozymis yra citoskeletiniy pokyéiy iSsivystymas
keliose jautriose neuroninése Igstelése. Sie pokydiai nebitinai atsiranda
senstant, bet jeigu liga jau prasidéjo, savaiminio pasveikimo arba remisijy
nepastebeéta.

Pradiniai Zieviniai poky¢iai, kurie aprasomi Zemiau, isivysto blogai
mielininamoje transentorinalinéje vidinés smilkininés skilties srityje. Po to
seka prognozuojamos struktlros destrukciniai procesai, kurie iSplinta | kitas
Zieves sritis. Pazeidimg turinciy neurony padétis ir pokydiy laipsnis leidzia
iSskirti $eias ligos progresavimo stadijas - nuo |-l stadijy, kurios kliniskai
néra matomos, iki V-VI stadiju, kurios Zymi pilnai i$sivyséiusig AL. Palyginus
nedidelis skaiCius pacienty turi ypatingai ankstyvus pokyéius, ir tai rodo, kad
senyvas amzius néra bitina salyga pazeidimy i$sivystymui. IS to seka, kad AL
yra susijusi su amziumi, bet néra nuo amziaus priklausanti liga.

Siuo metu yra nemazai teorijy, aiSkinanCiy AL progresavimo priezastis
ir mechanizma; dauguma siejasi su genetiniais defektais. Labai nedidelis
procentas AL pacienty turi defektg chromosomoje 21, susijusioje su genu,
skirtu amiloidinio baltymo-pirmtako (“APP") produkavimui. APP yra didelis
baltymas, dalyvaujantis lasteliy augime ir atsistatyme, kuris, kai jis
suskaldomas | maZg nebeskaldomg baltyma - beta-amiloidg (“B-A"), gali

susikaupti plok3telése smegeny viduje.
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Kiti jdomds tyrimai buvo sukoncentruoti j rysj tarp vélyvos pradzZios
Seimyninés AL ir polimorfinio geno chromosomoje 19, koduojanéio
apolipoproteing-E (“apo-E") - 34000 molekulinés masés baltyma, dalyvaujant]
cholesterolio ir Kity lipidy transporte j Iasteles ir i$ Igsteliy visame organizme.

Apo-E vaidmuo lipidy transporte ir metabolizme yra be galo svarbus ir bus

aptariamas toliau. Apo-E neurobiologinis vaidmuo buvo nustatytas i3
daugybes stebejimy per eile mety. Pirma, smegenyse yra daug apo-E iRNR,
kur pirmiausia jg sintezuoja ir sekretuoja astrocitai (Elshourbagy et al. 1985.
Apolipoprotein E mNRA is abundant in the brain and adrenals, as well as in
liver, and is present in other peripheral tissues in rats and marmosets. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 82:203-207). Antra, apo-E turintys lipoproteinai yra
randami cerebrospinaliniame skystyje ir pasirodo, kad jie vaidina pagrindin;
vaidmenj lipidy transporte centrinéje nervy sistemoje (Pitas et al. 1987.
Lipoproteins and their receptors in the CNS: Characterization of lipoproteins
in CSF and identification of apolipoproteins B,E(LDL) in brain. J. Biol. Chem.
262:144352-14360). Trecia, apo-E plius cholesterolio 3altinis skatina didel]
aksony isplitimg uZpakalinés nugaros smegeny 3aknelés ganglijo lasteliy
kultdroje (Handelmann et al. 1992. Effects of apolipoprotein E, Beta-very low
density lipoproteins and cholesterol on the extension of neurits by rabit dorsal
root ganglion neurons in vivo. J. Lipid Res. 33:1677-1688). Ketvirta, apo-E
kiekiai dramatiskai padidéja suZeidus periferinj nerva (Muller et al. 1985. A
specific 37.000-dalton protein that accumulates in regenerating but not in
non-regenerating mammalian nerves. Science 228:499-501). Tokiu bddu,
atrodo, kad apo-E dalyvauja tiek lipiduy, atsiradusiy po aksono degeneracijos,
utilizacijoje, tiek ir $iy lipidy perskirstyme augantiems aksonams aksony
regeneracijai, o véliau Svano lastelems naujy aksony remielininimui (Boyles
et al. 1989. A role for apolipoprotein-E, apolipoprotein A-l and low density
lipoprotein receptors in cholesterol transport during regeneration and
remyelination of the rat sciatic nerve. J. Clin. Invest. 83:1015-1031).

Apo-E, kuris egzistuoja trijose skirtingose izoformose, koduojamose
trijy atskiry aleliy (E-2, E-3, E-4), kurios yra paveldétos kodominantiniu bidu

atskirame genetiniame lokuse, vaidmens reik§mé AL patogenezéje kyla is$
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apo-E rySio su dviem bldingais neuropatologiniais Al-ekstraceliuliniy
aksoniniy ploksteliy (atitinkanciy B-A nuosédas) ir intraceliuliniy neurofibriliniy
raizginiy (atitinkandiy susijusio su mikrokanaléliais baltymo, vadinamo tau,
filamentus), paZeidimais. (Ap2valgg Zr. Weisgraber et al. 1994. Lipoproteins,
neurobiology, and Alzheimer's disease: Structure and function of
apolipoprotein-E. Curr. Opin. Struct. Biol. 4:507-515).

Konkreciai kalbant, buvo rastas genetinis ry3ys tarp apo-E4 izoformos
ir AL. E4 homozigotiniai individai turi didesne rizikg AL atsiradimui nei E4
heterozigotiniai individai, kurie, savo ruoZtu, turi didesne rizikg nei individai be
E4 aleles. Nors tikslus mechanizmas, pagal kurj egzistuoja tokia koreliacija,
lieka neaiSkus, tyrinétojai pasitlé keletg galimy atsakymu. Cia gali tureti
reikSmes Sios alelés produkuojamo baltymo biologinis efektas, analogiskas
bldui, pagal kurj apo-E polinkio susijungti su LDL receptoriumi sumazgjimas
sukelia cholesterolio kiekio plazmoje padidéjimg E2 homozigotiniams
individams. Strittmatter (Strittmatter et al.,, 1993. Binding of human
apolipoprotein E to synthetic amyloid beta-peptide: isoform specific effects
and implications for late oneset Alzheimer's disease. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90:8098-8102) parodé, kad apo-E4 susirida daug efektyviau su B-A
peptidu, o tai skatina seniliniy ploksteliy susidaryma, lyginant su kitomis
dviem izoformomis, ir todél buvo pasiGlyta, kad ne apo-E4 buvimas, bet kity
apo-E izoformy trikumas, duoda padidintg palinkima j AL (Strittmatter et al.
1994a. Isoform specific interactions of apolipoprotein-E with microtubule
associated protein tau, implications for Alzheimer's disease. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 91:11183-11186).

PanaSiu badu, nagrinéjant izoformai specifing apo-E saveika su tau
baltymu, kurio fosforilintos formos yra pagrinding neurofibriliniy raizginiu
sudedamoji dalis, buvo parodyta, kad apo-E3, bet ne E4, susiri$a su tau labai
tampriai  (Strittmatter et al. 1994a. Isoform specific interactions of
apolipoprotein-E with microtubule associated protein tau, implications for
Alzheimer's disease. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 971:11183-11186). Sis
diferencijuctas efektas atvedé prie hipotezés, kad paprastai apo-E3 leidzia

tau baltymui stabilizuoti mikrokanalélius ir kad jo kiekio sumazéjimas arba jo
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nebuvimas pacientuose su viena arba dviem apo-E4 alelémis sukelia tau
atskilimg nuo mikrokanaléliy ir jo sustiprinta fosforilinimg ir polimerizacijg |
patologinius suporuotus spiralinius filamentus (Strittmatter et al. 1994b.
Hypothesis: microtubule instability and paired helical filament formation in the
Alzheimer's disease brain are related to apolipoprotein-E genotype. Exp.
Neurol. 125:163-171).

Nepaisant milZiniSko AL skirty tyrimy progresavimo, gydymas yra
mazai veiksmingas, o Sio debilumg sukeliancio susirgimo profilaktikos ir/arba
jos pasireiSkimo sulaikymo bldy faktiSkai néra.

Sio isradimo tikslas yra pasalinti arba susvelninti auksciau aprasytus

trikumus.
ISradimo santrauka

Siame i$radime yra pateikiamas Alchaimerio ligos ("AL") profilaktikos
bei pasireiskimo sulaikymo gyvlnuose bddas, kuris apima fitosteroliy
kompozicijy skyrima tokiam gyvanui.

Be to, Siame idradime pateikiamos kompozicijos, tinkanCios AL
profilaktikai arba jos pasireiSkimui sulaikyti, | kurias jeina beta-sitosterolis,

kampesterolis ir stigmastanolis.
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Trumpas bréziniy aprasymas

Sis isradimas yra iliustruojamas toliau duodamais jo apimties
neapribojanéiais bréziniais, kuriuose:

Fig.1 vaizduoja grafika, rodantj Moriso vandens iabirinto (Morris Water
Maze) rezultatus, iSreikstus laiko kiekviename kvadrante % Kai platforma
buvo 1 kvadrante;

Fig.2 vaizduoja grafika, rodantj Moriso vandens labirinto rezultatus,
iSreikStus laiko kiekviename kvadrante %, kai platforma buvo i§imta i 1
kvadranto;

Fig.3 vaizduoja grafika, rodantj Moriso vandens labirinto rezultatus,
iSreikStus laiko kiekviename kvadrante %, kai platforma buvo 3 kvadrante; ir

Fig.4 vaizduoja grafikg, rodant] Moriso vandens labirinto rezultatus,
iSreikStus laiko kiekviename kvadrante %, kai platforma buvo iSimta i§ 3

kvadranto.
Tinkamiausi iSradimo jgyvendinimo variantai

Fitosteroliai yra panasis | sterolius junginiai, sintezuojami augaluose,
kurie Zmonéms neturi tiesioginés mitybinés vertés, Augaluose jie yra
reikalingi lIgsteliy funkcionavimui panadiu badu, kaip cholesterolis yra
reikalingas Zmonéms. Vidutinéje Western'o dietoje yra iki 360 mg fitosteroliu
per diena. Neseniai $ie maistiniai augaliniai steroliai patrauke nemazg démes;j
del ju galimy priedveziniy savybiy ir jy sugebejimo sumazinti cholesterolio
Kiekius, jeigu jie duodami jvairiems gyvinams, jskaitant Zmones. Tadiau
augaly steroliai nebuvo tyrinéti arba pasidiyti AL profilaktikai ir jos
pasireiskimo sulaikymo (gydymo) tikslams.

Cheminiu poZidriu, fitosteroliy struktdra yra labai artima cholesteroliui.
Svarbiausi fitosteroliai yra beta-sitosterolis, kampesterolis ir stigmasterolis.
Kiti  fitosteroliai yra  stigmastanolis (beta-sistanolis), desmosterolis,

chalinasterolis, poriferasterolis, klionasterolis ir brasikasterolis. Sio idradimo
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kompozicijos apima visas gamtines ir sintetines fitosteroliy formas, visus
hidrintus atitikmenis, t.y. stanolius, ir visus jy darinius, jskaitant izomerus.

Nors fitosteroliai yra randami augaliniuose aliejuose ir darzovése, ju
Kiekial nebltinai yra pakankamai dideli arba jie nebitinai yra reikiamoje
formoje, kad patenkinty $io iSradimo siGlomus privalumus. Tai, ka apima Sis
isradimas, yra AL profilaktikos bei jos pasireiskimo sulaikymo bldas, skiriant
gyvinams, ypatingai zmonéms, fitosteroliy kompozicijas. Sia kompozicijg
galima tiesiogiai jdeti | maisto priedus, aliejus, vitaminus ir terapines vaistines
formas, kaip yra reikalaujama ir apradoma toliau.

Cia turima omenyje, kad Sio isradimo fitosteroliy kompozicijos gali bati
jmaisomos | daZnai vartojamus maisto produktus, kad jas blty galima pladiai
paskleisti gyventojams, neatsiZvelgiant j genetin] palinkimg j AL. Kitu atveju,
tokios kompozicijos gali bati skiriamos pasirinktinai pagal labiau intensyvig
programa, taikomg individams, kurie turi didesne tam tikry AL formu, ty.
Seimyninés AL, atsiradimo rizika, Tinkamiausioje formoje Sios kompozicijos
yra maisomos su augaliniu aliejumi, pasirinktu i$ grupes, susidedancios i
saulégrazy aliejaus, sezamo sékly aliejaus, kukurlzy aliejaus, ryziy séleny
aliejaus, alyvy aliejaus ir rapsy sékly aliejaus. Geriausia yra praturtinti
fitosteroliais alyvy alieju, nes 3is aliejus yra pladiausiai naudojamas ir jame yra
mazai fitosteroliy ir polinesogiyjy riebaly ragddiu. Kitu atveju, tokios
kompozicijos gali bdti dedamos | produktus soCiujy riebaly (kiaulés tauku)
pagrindu arba j priedus te$lai, tokius kaip sviestas arba margarinas.

Kitame jgyvendinimo variante Sios kompozicijos gali bati dedamos |
vaistines formas su kitais jprastais arba Zoliy produktais, skirtas AL
profilaktikai arba terapijai. Tokiais produktais yra (bet jais neapsiribojama)
cholinesterazes inhibitoriai, kaip antai Aricept™, risperidonas (rasta, kad Sis
vaistas nuo Sizofrenijos tinka su AL susijusiai agresijai kontroliuoti) ir galimi
atmint] gerinantys vaistai i$ Zoliy, kai antai ginkgo.

Sio_iradimo pagrindas yra fitosteroliu naudojimas pagrindinai AL

profilaktikai _ir/arba AL _pasireiskimo _sulaikymui. Nors tinkamiausios

kompozicijos Siam tikslui pasiekti yra ivardintos toliau, ju jokiu bddu

negalima laikyti apribojanc¢iomis $io iSradimo pladia apimtj, nes daug
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fitosteroliy, atskiry arba jvairiomis kombinacijomis, gali duoti tokius pacius
naudingus rezultatus.

| tinkamiausias $io iSradimo fitosteroliy kompozicijas jeina beta-
sitosterolis, kampesterolis, stigmastanolis (sitostanolis) ir, esant reikalui,
kampestanolis, ir jy analogai/dariniai.

Viename gyvendinimo variante S$io iSradimo kompozicijoje yra
maziausiai 10 % kampesterolio ir ne daugiau nei 75 % beta-sitosterolio. Kitoje
pageidautinoje formoje, kompozicijoje yra 10-25 % kampesterolio, 10-40 %
stigmastanolio ir 45-75 % beta-sitosterolio. Jeigu norima, gali bati 1-10 %,
geriausia 3 %, kampestanolio.

Kitoje tinkamoje formoje S$io isradimo kompozicijose yra toks
fitosteroliy  santykis: beta-sitosterolis (1), kampesterolis (0,2-0,4) ir
stigmastanolis (0,2-0,5). Dar geriau, jei kampesterolis ir stigmastanolis kartu
sudaro bent 50 % nuo bendros beta-sitosterolio koncentracijos. Sio iSradimo
kompozicijos apima tokius trijy pagrindiniy augaly steroliy santykius:

beta-sitosterolis  kampesterolis stigmastanolis

1 0,354 0414
1 0,330 0,203
1 0.268 0,299

Buvo rasta, kad kita tinkamiausia kompozicija yra tokia, kurioje augalu
steroliy pasiskirstymas (%) yra toks:

beta-sitosterolis ~ kampesterolis  stigmastanolis

62.6 16,6 23,2
64,7 16,4 17.2
60,0 13,6 16,3
32,0 14 29
25,5 7 42,5
51 14 19
61 17 23

Taciau reikia suprasti, kad bet kurioje i$ Siy tinkamuy kompoziciju gali
bati ir kity augaliniy steroliy. Panasiu bdu, jeigu reikia, dalj kompozicijos gali

sudaryti pagalbinés medziagos arba nesikliai.



Priklausomai nuo $io iSradimo kompozicijy jvedimo biido, dozés gali
bdti Siek tiek kei¢iamos. Geriausia suvartoti apie 1,0 - 3,0 g per diena.

Sio isradimo bade AL profilaktika ir/arba jos pasireiSkimo sulaikymas
pasiekiamas, skiriant individui auk$¢iau smulkiai aprasytas fitosteroliy
kompozijas. Tikslus mechanizmas, pagal kurj pagerinamas sugebéjimas
iSmokti ir sustiprinama atmintis, sumazinamas nuo amgiaus priklausantis
sinapsés sumazéjimas ir sulétinami neurodegeneraciniai procesai, vartojant
Siuos dietinius fitosterolius, yra neaiskus, tagiau pareiSkéjai turi keletg teorijy,
kurios smulkiau apibldinamos Zemiau. Nelaikoma, kad $ios teorijos riboja
iSradimo apimtj, bet atvirkdgiai, jos tarnauja parodyti fitosteroliy jtakos
sudeétingumui gyviny lipidy homeostazéje.

Kaip jau buvo minéta auk3ciau apradytose isradimo prielaidose, buvo
parodyta, kad Zmoniy atveju apo-e4 fenotipas atitinka svarby AL rizikos
faktoriy. Taip pat yra duomeny, rodanciy ry$j tarp AL ir Sirdies-kraujagysliy
ligos (Kalaria, 1997. Society Neurosci. 23:2215). Zemiau pateikiamas apo-E
funkcijos perzvelgimas kartu su informacija, riancia apo-E su Siuo iSradimu,

siekiant suprasti pasidlytus fitosteroliy veikimo mechanizmus.

APO-E

Apo-E yra kaip tik viena i§ lipidus nedandiy molekuliy, vadinamy
apolipoproteinais. Sie baltymai turi tris pagrindines funkcijas. Pirmiausia, jie
padeda soliubilizuoti labai hidrofobinius cholesterolj ir trigliceridus déka
sgveikos su fosfolipidais (komplekso centras yra lipidas, iSorinis apvalkalas
yra apolipoproteinas) ir suteikia Siems lipidams galimybe biti perne$amais.
Antra, apolipoproteinai reguliuoja lipidy reakcijg su fermentais, tokiais kaip
lipoproteinlipazé ir lecitin:cholesterolaciltransferaze. Tregia, apolipoproteinai
susiria su lgsteliy pavirSiaus receptoriais ir tokiu biidu apsprendzia kity
lipoproteiny sudedamuyjy daliy, daugiausia cholesterolio, sugeérimo vietas ir
degradacijos greicius.

Apo-E yra unikalus lipoproteinas tuo, kad jis turi svarby ry$j su nerviniu
audiniu. Vystymosi metu arba po pazeidimo periferinéje nervy sistemoje apo-

E koordinuoja cholesterolio mobilizacijg, ir perskirstyma, atsistatant, augant ir
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iSsilaikant mielinui ir neuroninéms membranoms (Boyles et al. 1989, supra).
Daug maziau yra zinoma apie apo-E funkcijg centrinéje nervy sistemoje; vis
labiau intriguojantys yra duomenys, kad apo-E yra galimas AL markeris

(apsvarstyta auksciau isradimo prielaidy skyrelyje).

APO-E PELES

Kai kurie tyrimai su Zmonémis ir gyvuliukais parodé, kad augaly
steroliai turi cholesterolio kiekj mazinantj poveik], jskaitant prieSaterogeninius
fitosteroliy kompozicijy poveikius bandymuose su apo-E deficita turindiomis
pelémis (PCT patentiné paraika PCT/CA95/00555, publikuota 1996 m.
balandzio 4 d. ir ¢ia duodama kaip literatdros $altinis. ir Moghadasian et al.
1896, Arteriosclero. Trom. Vasc. Biol. 1 7:119-126). Neseniai buvo parodyta,
kad apo-E deficita turindios pelés yra tinkami gyvuliuky modeliai AL
patofiziologijai tirti. Kadangi apo-E deficitg turinCiose pelése fitosteroliai
uzkerta kelig netipiskam cholesterolio pasiskirstymui (oda, sausgyslés, aorta
ir pagrindinés arterijos), fitosteroliai gali tureti svarbig reikSme, apsprendziant
cholesterolio pasiskirstyma audiniuose, o taip pat ir smegeny lastelése,
nepriklausomai nuo apo-E fenotipy (pareiSkejai dabar vykdo tokius tyrimus).

CHILOMIKRONY LIEKANOS

Chilomikronai yra didziausios lipoproteiny dalelés, susidedandios
pagrindinai i$ triglicerido ir mazesniuy kiekiy fosfolipido, laisvo cholesterolio ir
esteriy. Juos sintezuoja Zarnyne enterocitai, kaip atsakg | maisto riebalus ir
cholesterolj, jeina j mezenterinio ir torakalinio kanalo limfa, kur jie pasiekia
apo-E. Fermentas lipoproteinlipaze ("LL") katalizuoja chilomikrony triglicerido
hidrolize, kur pasigaminusias laisvas riebaly ragstis pirmiausia paima
adipocitai, o likusios mazesnés lipoproteino dalys (kurios yra praturtintos
cholesteroliu) yra vadinamos chilomikrony liekanomis (“CR"). CR greitai
pasalinami i§ plazmos pagal selektyvy kepenu nuo apo-E priklausandio
receptoriaus mechanizma (su mazo tankio lipoproteinu susijes receptorius,
“LRP receptorius”), kur cholesterolis yra panaudojamas membranoje arba

lipoproteino biosintezei, arba igskiriamas kaip laisvas cholesterolis, arba
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metabolizuojamas iki tulzies rags$éiy. Kad dalelés bity internalizuotos,
laikoma, kad apo-E buvimas yra bdtinas. Kepeny ir smegeny lastelése yra

ypatingai daug Sio LRP receptoriaus.

LABAI MAZO TANKIO LIPOPROTEINAI

Labai mazo tankio lipoproteinas (“VLDL") struktiriskai yra panasus i
chilomikronus, bet yra maZesnis ir turi maziau triglicerido, bet santykinai
daugiau cholesterolio, fosfolipido ir baltymo (apo-E, apo-C ir apo-B100
misinys). VLDL pagrindinai sintezuoja kepenys, o jo pagrindiné funkcija yra
trigliceridy pernedimas. VLDL daleliy dydis yra jvairus, bet po lipolizés arba
LL. arba kepeny lipaze (“HL") gaunamos dar maZesnés dalelés: VLDL
liekanos (dar Zinomos kaip tarpinio tankio lipoproteinai) ir mazo tankio

lipoproteinai (“LDL").

LIPOPROTEINLIPAZES

Yra maZiausiai dvi atskiros trigliceridlipazés. Nekepeny  arba
lipoproteiniipazé (“LL") pagrindinai randama riebaliniame audinyje ir
skeletiniame raumenyje. Kepeny lipaze ("HL") yra kepeny Iasteliu endotelyje.
Ir LL, ir HL dalyvauja CR ir VLDL katabolizme.

APO-E RECEPTORIAI

Yra Zinomi keturi receptoriai, kurie dalyvauja apo-E/lipoproteino
(chilomikrono, VLDL arba LDL) transportavime | lasteles i plazmos: mazo
tankio lipoproteino receptorius  (“LDL receptorius”), LRP receptorius
(apibldintas auk$ciau), tik kg apradyto labai maZo tankio lipoproteino
receptorius (“VLDL receptorius”) ir epitelinio glikoproteino 330 receptorius
("GP330 receptorius”). Visi keturi receptoriai randami smegenyse. Atradimas,
kad aktyvuotos alfa2-makroglobulino formos (“alfa2/M") receptorius yra
identiSkas LRP receptoriui, yra jrodymas, kad LRP receptorius yra
daugiafaktorinis receptorinis baltymas, vadinamas alfa2M/LRP receptoriumi.
Sis receptorius ekspresuojamas beveik kiekvienoje organizmo lgsteléje,

ypatingai kepenyse ir smegenyse, jo taikiniais yra fermentai, baltymai, CR ir
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LDL cholesteralis, ir atrodo, kad jis vaidina sudetingg vaidmenj proteolizéje,
imunitete, Igsteliy proliferacijoje ir Iasteliy zuvime.
Kai dél apo-E transporto j neuronines lasteles, buvo rasta kad

neuronai turi ne tik kad daug pavir$iaus LRP receptoriy ir kad LRP receptoriy
imunoreaktingumas yra padidintas plokstelése, sergant AL. (Rebeck et al.,
1993. Apolipoprotein E in sporadic Alzheimer's disease:allelic variation and
receptor interactions. Neuron 11(4):575-580), bet kad apo-E/LRP kompleksas
taip pat yra lokalizuotas prie ploksteliy Zmogaus smegenyse (lkeda et al.,
nepublikuoti duomenys). LRP ne tik suri$a apo-E turindias liekanas, bet taip
pat sgveikauja su svarbiais chilomikrony metabolizmo fermentais, kaip antai
LL. Pastarasis susirisimas nepriklauso nuo apo-E (Beisiegel et al. 1991.
Lipoprotein lipase enhances the binding of chylomicrons to low density
lipoprotein receptor related protein. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8342-8346).
Svarbu pazyméti fitosteroliy sugebejimg uZkirsti kelig aterosklerotiniy
ploksteliy susidarymo didéjimui bandymuose su apo-E deficita turinciomis
pelémis.

Kepenyse CR yra katabolizuojamas pagal LL arba nuo apo-E
priklausancéio receptoriaus, bltent LRP arba alfa2M/LRP receptoriaus,

mechanizma,.

siuLOMI FITOSTEROLIY POVEIKIO | AL MECHANIZMAI

Yra trys tarpusavyje susije pirminiai mechanizmai, pagal Kkuriuos
fitosteroliai yra naudingi AL profilaktikai ir ligos pasireiskimo sulaikymui:

1) fitosteroliai padidina nuo apo-E nepriklausomg CR eliminavima
Kepenyse per kepeny LRP pagal sudetingg (ki Sio dar nevisai aisku)
mechanizma, kuris apima alosterinés LL aktyvacijg ir LL komplekso su CR
susidarymag; ir/arba

2) fitosteroliai sumazina cirkuliacijg ir/arba nuo apo-E priklausangio
receptoriaus tarpininkaujama apo-E/lipoproteino kompleksy jvedimg aplamai
| 1asteles, ypatingai | smegeny Iasteles; ir/arba

3) fitosteroliai sumazina endoteliniy Igsteliy dangalo praradimg ir

apsaugo hematoencefalinio barjero endoteline funkcija.
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Fitosteroliai turi ry$j su cirkuliuojanciais chilomikronais ir lipoproteinais
ir turi modifikuojantj poveik| j $ias daleles plazmoje, ir  fermenty, tokiy kaip LL
ir HL, fizikines-chemines savybes. Kitaip tariant, pareidkejai mano, kad
fitosteroliai funkcionuoja kaip apoproteinai, pakeisdami cirkuliuojanciy
chilomikrony ir lipoproteiny struktdra, sudét; ir funkcija, o taip pat veikia daug
Kity labai svarbiy Igstelés funkcijy netiesiogiai, per LRP receptoriy.

Paprastai tariant, pagal pirmajj mechanizma, fitosteroliai susiri$a su
lipoproteinais, ty. chilomikronais, ir sutrukdo susiridti $ioms daleléms su
alfa2M/LRP receptoriais, o tuo padiu ir sutrukdo pereiti Sioms daleléms per
Iastelés barjerg | smegenis. Tokiu bldu, apo-E kiekis nervinése Igstelése
sumazés, kas yra ypatingai svarbu tiems individams, kurie yra apo-E4
homozigotiniai.

Be to, fitosteroliai padidina LL aktyvumag per alosterines modifikacijas,
ir 8is fermentas greitai metabolizuoja fitosteroliu praturtintus chilomikronus.
Tada nuo apo-E nepriklausomi hepatocitiniai CR receptoriai, kurie yra
identiski LRP receptoriams, greitai pasalina CR i$ cirkuliacijos. Kaip auk3éiau
mineta, LL yra pagrindinis fermentas, dalyvaujantis trigliceridy (chilomikrono
ir VLDL) metabolizme, kuris susijes su karboksi- (“C") ir azoto (“N") galais. Jo
reguliacija, struktdros ir funkcijos ry3ys ir C-galine lipoproteino lipazing sritis
(CR katabolizmo per LRP receptoriy indukcijoje) mokslininkams yra
pakankamai aiSki, ir tai leido pareiSkéjams postuluoti nuo apo-E
nepriklausomo lipoproteiny katabolizmo galimybe,

Manoma, kad Sio iSradimo fitosteroliy kompozicijos keicia lipoproteiny
fizikines-chemines savybes per alostering modifikacijg. Dél $ios priezasties LL
aktyvumas, kurj veikia fitosteroliai, leidzia efektyviau panaudoti fermento
mase triglicerido katabolizmui per “N"-galo kataliting vieta, o “C"-galo sritis
gali bati ligandu CR. Tada “C” LL sritis-CR kompleksus su nedideliu riebaly
rugsciy patekimu | Kkepenis internalizuoja  receptorius, identidkas
utilizaciniams  receptoriams (alfa2M/LRP), o po to katabolizuoja kepeny

lipazeé, esant pastebimai tolimesnei CR riebaly rigsciy esteriy degradacijai.
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Kitaip tariant, gali bati, kad fitosteroliai sustiprina LL “C"-galo ligando
ry$j su CR ir taip padidina CR katabolizmg. Kadangi $ie procesai nepriklauso
nuo apo-E, jie neturéty duoti LDL receptoriaus aktyvacijos.

Pagal treCigjj papildomg mechanizma, kad fitosteroliai maZina Igsteliy
dangalo praradima (endotelinis efektas), pareiskéjai nustate, kad normalioms
Ziurkems ir Ziurkéms su padidintu cholesterolio kiekiu kraujyje fitosteroliy
kompozicijos pridejimas | maistq sumazino endoteliniy lgsteliy dangalo
praradimg atitinkamai 50-70 %. Tai yra labai svarbls duomenys nagrinéjant
endotelio vaidmen] hematoencefaliniame barjere ir nepageidaujamy
kenksmingy daleliy, kurios gali sukelti AL, peréjime | smegenis. Be to, |
Iasteles ekstraceliulinés matricos (“ECM”) saveikg yra jtraukta kita
glikoproteiny receptoriy klasé - integrinai. Integriny ekspresijos smegenyse
nutraukimas gali bati susijes su apo-E subendotelinio prasiskverbimo
padidéjmu. ECM valdo dengiangio epitelio augima, diferencijacijg ir
funkcionavimg (Getlenburg et al. 1990. The tissue matrix:cell dynamic and
hormone action. Endocrine Review 11:399).

Dar daugiau, parei$kéjai mano, kad augaly steroliai modifikuoja
membranas, [skaitant hematoencefalinj barjerg. Tokiu bldu potencialiai
toksiSky medZiagy, tokiy kaip beta-amiloidinis pirmtakas, transportavimas
per Sig membrang gali bdti sumaZintas, o tai duoda AL pasireiskimo
sulaikyma,

Be to. apo-E deficitg turincios pelés kendia nuo oksidacinio streso
smegenyse (Mathews et al. 1996. Brain Res. 718:181-184). Tai gali turéti ry§j
su AL. PareiSkéjai parode dabar vykdomuose tyrimuose, kad augalu steroliai
gali turéti antioksidantinj aktyvuma, I3 to seka, kad $ie steroliai gali apsaugoti
smegenis nuo oksidacinio streso ir sulaikyti AL pasireiskimg arba net ir
uzkirsti kelig AL.

Galimi fitosteroliy poveikio bdai reziumuojami taip:

1) Poveikis | fermentus
alosteriné LL modifikacija ir molekuliy konfigdracijos pokygiai
lipoproteiny kompleksuose;
2) Chilomikronai ir CR
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o LL — LL-praturtintos CR stimuliavimas;

¢ HL inhibavimas;

e CR — VLDL arba LRP receptoriaus nuo apo-E nepriklausomas

sugerimas, panaudojant LL monomero C-gala kaip liganda

receptoriaus surisimui ir/arba internalizacijai. HL monomero

inhibavimas arba CR sugeérimas per LDL receptoriy;

« atsiradimas negrudétojo hepatocitinio endoplazminio tinklelio;

o 7-alfa hidroksilazés stimuliavimas — tulZies rlgsties sintezés
padidéjimas;

» cholesterolio tulZies rigs¢iy kiekio produkcijos padididinimas,

kepeny cholesterolio kiekio sumazinimas, HMG-CoA aktyvumo

padidinimas nepriklausanciu nuo LDL metabolizmo bddu, t.y.
VLDL arba LDL receptoriy gali inhibuoti CR;

 sumazintas endoteliniy Igsteliy dangalo praradimas;

« hidrofilidkesniy membrany susidarymas.

Toliau duodami iSradimo apimties neribojantys pavyzdziai, norint
parodyti jvairius Sio iSradimo aspektus. Konkreciau imant, tyrimai rodo, kad
aterosklerozes vystymosi spartéjimas apo-E deficitg turinéioms peléms yra
sulaikomas, duodant fitosteroliy 'kompozicijg ir yra sumaZinamas AS
pazeidimy vystymasis. “FCP-3PI" rei$kia tinkamiausig kompozicija, jeinandia j

§jiSradima.

1 PAVYZDYS

Apo-E deficita turinciy peliy sugebéjimo i$mokti ir atminties

pagerinimas, panaudojant FCP-3PI

lvadas

Apo-E deficitg turinCios pelés yra Zinomos kaip aterosklerozes,
ksantomatozes ir Alchaimerio ligos modelis (Nakashine et al. Arteriosclerol.
Throm. 1994; 14:133-140; van Ree et al. Atherosclerosis 1995; 112:237-243:
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Oitzl et al. Brain Research 1997; 752:189-196). Apo-E deficita turindios pelés
buvo naudojamos kaip tinkama sistema apolipoproteino E svarbai smegeny
funkcijoje suprasti. Keletas i$ $iy tyrimy buvo skirti apo-E deficitg turindiy
peliy sugebéjimo iSmokti ir darbinés bei santykinés atminties jvertinimui
(Gordon et al. Neuroscience Letters 1995; 199:1-4; Gordon et al. Mol. Chem.
Neuropathol. 1996;97-103). Siose pelese buvo sumaZéjes hipokampo
sinapsés tankis ir regeneracijos po hipokampo paZeidimo geba (Masliah et
al. Neurobiol. Aging 1994, 15S:46; Poirier J. Trends Neuroscience 1994
17:525-530). Pirmuosius du auk3¢iau paminétus sutrikimus mes efektyviai
uzdelséme arba uzkirtome jiems kelia, panaudodami fitosteroliy misinj FCP-
3P, kaip priedg prie pasaro (Moghadasian et al. 1996, Arteriosclero. Throm.
Vasc. Biol. 17:119-126; Moghadasian et al. Can. J. Cardiol. 1997; 13:81B).
Sio tyrimo tikslas yra jvertinti pasaro su PCT-3PI priedu (2 % pagal mase)
ftakg | apo-E deficitg turinCiy peliy sugebejima idmokti ir atmintj 33 savaidiy
begyije.
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Hipotezé
Pasaras su PCT-3PI priedu pagerina apo-E deficitg turinCiy peliy

sugebéjima iSmokti ir atmint;.

Medziagos ir metodai

DvideSimt keturi 2 savaiiy amziaus apo-E deficitg turinCiy peliy
patinéliai ir 24 panaSUs laukinio tipo individai su Zindanciomis motinomis
buvo gauti iS Jackson Laboratory. Ketvirtg jy amziaus savaite pelés buvo
nujunkytos ir padalintos | 4 grupes, kad atitikty kino svoris ir bendras
cholesterolio Kiekis plazmoje. Grupés buvo S$eriamos 33 savaites tokiu
pasaru:

1 grupé (n = 10): apo-E deficitg turinCios pelés Seriamos normaliu
peliy pasaru, turinéiu 4,5 % (pagal mase) riebaly, (NC), su 2 % (pagal mase)
FCP-3PI priedo;

2 grupe (n = 10): laukinio tipo pelés, Seriamos NC su 2 % (pagal
mase) FCP-3PI priedo;

3 grupé (n = 10). apo-E deficitg furindios pelés, Seriamos NC:;

4 grupe (n = 10): laukinio tipo pelés, Seriamos NC.

Gyvuliukai buvo apgyvendinti po vieng (kiekvienai pelei buvo duotas
tusCias butelys su didele anga, su kuriuo jos galéjo Zaisti), kasdien buvo
stebimas jy fizinis aktyvumas ir elgsena, o jy kino svoris buvo registruojamas
kas savaitg. Nuling, ketvirta, septynioliktg ir dvide$imt devintg tyrimo savaite i
uodegos venos buvo paimamas kraujas ir fermentiniu bldu nustatomas
cholesterolio kiekis plazmoje. Praéjus 33 savaitéms nuo eksperimentinio
Sérimo pradzios, peliy elgsena buvo tiriama panaudojant Morris'o vandens
labirinto metodikg, kaip aprasyta anksCiau. Proceddra buvo registruojama
video-kamera, o rezultatai analizuojami kompiuterizuota sistema. Tyrimo
pabaigoje pelés buvo numarinamos, jy smegenys fiksuojami 10 % formaline
ir naudojami histocheminiam jvertinimui. Parafine jtvirtinti smegenu pjaviai
buvo dazomi a) hematoksilinu ir eozinu (H&E), tai yra standartinis dazymo
metodas histologiniam tyrimui, b) Kongo raudonuoju - amiloidiniy ploksteliy

susidarymo jvertinimui, c) Bielchowsky daZais - aksony jvertinimui ir d)
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Luxol'o greituoju méliu - mielino tyrimui. Be to, bendradarbiaujant su Miami
universitetu, smegenys buvo nudaZyti (imunohistochemiskai), norint gauti
potencialius neurodegeneraciniy ligy markerius, jskaitant neuroglijy fibrilinj
ragstinj baltyma (GFA), amiloidin] baltyma-pirmtaka (APP), neurofilamenta
(NF) ir ubikviting. Viena pelé i§ 1 grupés ir viena pelé i$ 3 grupés buvo
numarintos eksperimento pradzioje dél svorio praradimo ir dél to, kad mazai
rijo pasaro. Viena pelé i§ 2 grupés ir viena pelé i§ 4 grupes buvo iSimtos i
bandymo, kad baty atitikimas tarp eksperimentiniy grupiy. Eksperimento
metu viena pelé i$ 1 grupés buvo numarinta 17-tg savaite del odos zaizdy, o
viena pelé i$ 3 grupés staiga krito tikriausiai dél Sirdies ligos 14-tg savaite.
Tyrimo Morris'o vandens labirinte metu vienai kontrolinei apo E-KO pelei (#15

i$ 3 grupés) du kartus buvo priepuoliai pirmajg apmokymo diena,

Rezultatai:

A: Kiino svoris

Peliy kno svoris buvo registruojamas kas savaite. Rezultatai pateikti 1
lenteléje. Galima matyti, kad eksperimento eigoje visi gyvuliukai priaugo
svorio. Tai rodo, kad augimas ir vystymasis buvo panasus visose 4 peliy
grupese. FCP-3PI pridéjimas | peliy pasara neturi poveikio kiino svoriui.

B: Cholesterolio kiekiai plazmoje

Bendrojo cholesterolio kiekiai plazmoje buvo nustatyti eksperimento
pradzioje ir jo eigoje. Rezultatai pateikti 2 lenteléje. FCP-3P! pridéjimas | peliy
pasarg yra susijes su Zymiu bendrojo cholesterolio kiekio sumazéjimu apo E-
KO peliy plazmoje, kas sutampa su musy ankstesniais rezultatais. Antra
vertus, peliy paSaro papildymas FCP-3P| turi nedidel] poveikj | bendrojo
cholesterolio koncentracijas laukinio tipo peliy plazmoje.

C: Morris'o vandens labirinto testo analize ,

Su visomis keturiomis peliy grupémis buvo atliktas elgsenos testas,
naudojant priimtg Morris'o vandens labirinto metodikg. Kompiuterizuota
duomeny analizé neparodé Zymiy sugebejimo iSmokti ir atminties skirtumy
tarp peliy grupiy. Fig.1-4 susumuota gauti rezultatai kiekvienoje peliy grupéje.
Fig.1 parodyta laiko, kurj kiekvienos grupés pelés praleido kiekviename
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baseino kvadrante, kad sikurty ant platformos, procentai. Fig.2 parodyta
laiko, kurj kiekvienos grupés pelés praleido kiekviename kvadrante,
ieSkodamos platformos, procentai po peliy apmokymo. Tai rodo peliy
erdving atmintj. Siuo pozZidriu laukinio tipo pelés, $ertos FCP-3PI, rodo
tendencijg turéti geresne atmintj nei kitos gyvuliuky grupés. Kaip matyti i$
fig.2, FCP-3PI Sertos laukinio tipo pelés praleido daugiau laiko 1 kvadrante,
ieSkodamos platformos (Sioje vietoje buvo platforma apmokymo metu). Tas
pats matyti ir fig.3, kuri rodo Siek tiek geresnj laukiniy peliy, Sertu FCP-3l,
iSmokimg nustatyti platformos padétj (3 kvadrantas). Fig.4 nerodo jokio
skirtumo tarp peliy grupiy, kur buvo tikrinama, ar jos teiks pirmenybe 3
Kvadrantui (atvirkstinis testas), kas rodo visy keturiy peliy grupiy bloga
iSlaikymg atmintyje.
D: Histochemija

Visy keturiy peliy grupiy smegenys buvo tirti histologiskai.
Hematoksilino ir eozino nudaZymas parodé nedidelius degeneracinius
pokyCius visy keturiy grupiy gyvuliuky smegenyse. Kongo raudonojo
nudazymas neparodé jokiy amiloidiniy ploksteliy susidarymo pozymiu visy 4
grupiy gyvuliuky smegenyse. Panasiai, Bielchowsky ir Luxol'c greitojo mélio
nudazymas neatskleide jokiy Zymiy skirtumy tarp visy 4 grupiy gyvuliuky
smegeny mielino ir aksony charakteringy poZzymiy  at?vilgiu.
Imunohistocheminius tyrimus vykdo nepriklausomas neuropatologas St.

Paul’s ligoninéje. Rezultatai bus pateikti tuoj pat, kai bus baigtas $is tyrimas.

Komentarai

Sis tyrimas parodé, kad pridéjus FCP-3PI (2 % pagal mase) Zymiai
sumazinamas bendrojo cholesterolio kiekis apo E-KO peliy plazmoje. Si FCP-
3Pl doze neturi pastebimo $alutinio poveikio ir visos gyvuliuky grupés ja gerai
pernesa. FCP-3PI pridéjimas | laukinio tipo peliy paSarg yra susijes su ju

sugebejimo ismokti ir jy atminties pageréjimu, lyginant su kitomis grupémis.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Fitosterolio kompozicija, skirta panaudoti Alchaimerio ligos
profilaktikai arba pasireiSkimo sulaikymui gyvinuose.

2. Kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad gyvinas
yra Zzmogus.

3. Kompozicija pagal 1 punktg, besiskiriantituo, kadj
kompozicijg jeina beta-sitosterolis, kampesterolis ir stigmastanalis.

4. Kompozicija pagal 1 punkta, besiskiriantituo, kadj
kompozicijg jeina beta-sitosterolis, kampesterolis ir stigmastanolis, kur
kampesterolis ir stigmastanolis kartu sudaro maZiausiai 50 % beta-sitosterolio
Koncentracijos.

5. Kompozicija pagal 1 punkta, besiskiriantituo, kad i
kompozicijg jeina beta-sitosterolis, kampesterolis ir stigmastanolis, ir joje yra
10-25 % kampesterolio, 10-40 % stigmastanolio ir 45-75 % beta-sitosterolio.

6. Kompozicija pagal 1 punkta, besiskiriantituo, kad j
kompozicijg jeina beta-sitosterolis, kampesterolis, stigmastanolis i
kampestanolis.

7. Terapiskai efektyvus produktas Alchaimerio ligos profilaktikai, b e-
siskiriantis tuo, kad | j jeina beta-sitosterolis, kampesterolis ir
stigmastanolis.

8. Produktas pagal 7 punktg, besiskiriantis tuo, kad jame
kampesterolis ir stigmastanolis kartu sudaro maZiausiai 50 % beta-sitosterolio
Koncentracijos.

9. Produktas pagal 7 punkta, besiskiriantis tuo, kad jame yra
10-25 % kampesterolio, 10-40 % stigmastanolio ir 45-75 % beta-sitosterolio.

10. Produktas pagal 7 punktg, besiskiriantis tuo, kad jame yra

dar ir kampestanolio.
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