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Lithendite loetelu

Af —amiloid-f peptiid

AcN — atsetonitriili

AICD — APP rakusisene domeen

apoE — apolipoproteiin E

APP —amiiloidi prekursorvalk

AT — Alzheimeri tdbi

HDL — kdrge tihedusega lipoproteiin

MES — 2-(N-morfolino)etaansulfoonhape
MT3 — metallotioneiin 3

PSEN1, PSEN2 — preseniliin 1,2

SAPP — lahustuv amiiloidi prekursorvalk
TFA — trifluorodadikhape

VLDL — vaga madala tihedusega lipoproteiin
ZiP — tsingi- ja rauaga reguleeritud transportvalgud

ZnT3 —tsingi transporter 3



Sissejuhatus

Alzheimeri tdbi on kdige levinum dementsuse vorm, mis pdhjustab kognitiivse funktsiooni
poordumatut ja progresseeruvat halvenemist. Haigus esineb peamiselt vanematel inimestel
ning on Uhiskonnale vaga kulukas. Oodatava eluea pikenedes suureneb ka Alzheimeri tove all
kannatavate patsientide arv. Prognoositakse, et 2050. aastaks kogu maailmas patsientide arv
kolmekordistub (GBD 2019 Dementia Forecasting Collaborators, 2022). Haiguse ravi ega tapne
pohjus pole praegu aga teada. Alzheimeri tGvega patsientidel leitakse ajus suures koguses
amiloidse peptiidi naastusid ja tau valgu neurofibrillarseid kdampusid, mille ladestumise
mehhanismi vdib mdjutada interaktsioon peamise geneetilise riskifaktori — apolipoproteiini
(apoE) ja metalliioonide vahel.

Paljud uuringud on kinnitanud Alzheimeri tove tihedat seost apolipoproteiin E-ga (apoE), mille
pohillesanne on reguleerida lipiidide metabolismi. On olemas 3 peamist apoE isovormi:
apoE2, apoE3 ja apoE4. Hilise algusega Alzheimeri tove tugevaim geneetiline riskifaktor on
apoE4 geeni olemasolu, mis soodustab kuidagi amiloidse peptiidi ladestumist. Geeni teisel
isovormil apoE2 on aga kdige tugevam geneetiline kaitsev toime. apoE3 geeni roll jaab
neutraalseks.

apoE4 geeni olemasolu ei pdhjusta alati haigust ja apoE2 olemasolu ei kaitse alati, mis
tdhendab, et on ka teisi tegureid, mis vdivad haigusprotsessi kdivitada, nditeks metalliioonid.
Mdningate uuringute pohjal on teada, et apoE on vGimeline siduma metalliioone ja isegi
mojutama nende homdostaasi. Metallid omakorda méangivad olulist rolli kesknarvististeemis ja
Alzheimeri téve puhul leidub neid suures koguses koos amiloidnaastudega, eriti tsinki, vaske
ja rauda. apoE ja metallide vahelise seostumise uurimine voib anda (levaate
neurodegeneratsiooni mehhanismist, véimaldab moista kuidas apoE4 geen suurendab haiguse
riski ning viia edasiste sammudeni sobivate ravimeetodite leidmisel.

Kdesoleva bakalaureusetod eesmargiks oli uurida, kas Zn(ll), Fe(ll) ioonide ja kolme apoE
isovormide vahel esineb interaktsioon ning maarata, kui tugev see on iga isovormi puhul pH
7,3 ja pH 5,0 juures. Lisaks pistitati 2 hlipoteesi: kdige tugevam seostumine Zn(ll) ioonidega
on apoE2-| ning pH 5,0 juures on seostumine ndrgem, kui pH 7,3 juures.

apoE ja metallioonide interaktsiooni uurimiseks kasutati fluorestsentstiitrimise meetodit, mille
kdigus mbodeti apoE autofluorestsentsi kasvava metalliioonide kontsentratsiooni tingimustes.
Teostati seostumisandmete analiils ja leiti dissotsiatsioonikonstantide vaartused. Saadud
tulemused aitavad mdista erinevate apoE isovormide interaktsiooni metalliioonidega ning
tapsustada, kas histidiini- ja tslsteiinijadgid osalevad metalliionide seondumisel.



1. Kirjanduse ulevaade

1.1. Alzheimeri tobi

Alzheimeri t6bi (AT) on koige levinum aeglaselt progresseeruv neurodegeneratiivne haigus,
mis pohjustab malu eest vastutavate rakkude surma ja selle tulemusena dementsust. See toob
kaasa vaimsete voimete languse, ruumis orienteerumisprobleemid, aeglasemad reaktsioonid
ja igapdevaste tegevustega toimetuleku véime vdhenemise (Breijyeh & Karaman, 2020).
Haigus esineb peamiselt lile 65-aastastel inimestel ja nimetatakse AT hiliseks vormiks. Umbes
4-6% juhtudest esineb haigust aga alla 65-aastastel inimestel ja seda vormi nimetatakse
varajase algusega AT-ks (Mendez, 2017). Seda haigust kirjeldas esmakordselt Saksa
psiihhiaater Alois Alzheimer, kes markas oma dementsuse all kannataval patsiendil
amiloidsete naastude ja neurofibrillaarsete kdmpude olemasolu ning suurt neuronite kadu
ajus (Breijyeh & Karaman, 2020). Amiiloidsed naastud koosnevad amiiloidi-f3 peptiidist (A3),
mis esinevad neuronite vahel ja neurofibrillaarsed kdmbud koosnevad tau-valgust, mis
esinevad neuronite tsitoplasmas (Song et al., 2015).

Vdike AP peptiid koosneb 36-43 aminohappejddgist, mis moodustub suuremast
transmembraansest amuloidi prekursorvalgust (APP) (Querfurth & LaFerla, 2010). APP méangib
olulist rolli signaalitilekandes, neuronite aktiivsuses ja muudes aju homoostaasi aspektides.
APP |6hustamiseks sekretaaside toimel on 2 peamist rada: amiloidogeenne (koos B-sekretaasi
osalusega) ja mitteamiloidogeenne (koos a-sekretaasi osalusega). APP IShustamine a-
sekretaasi poolt pohjustab lahustuva sAPPa molekuli moodustumist ja jatab APP C-otsa
fragmendi, mis koosneb 83 aminohappejaagist (C83). Lohustamine B-sekretaasi poolt tekitab
ka lahustuva sAPPB molekuli ja C-terminaalse fragmendi, mis koosneb 99 aminohappejdagist
(C99). Edasisel tootlemisel toimub membraanisisene I6hustumine y-sekretaasi toimel. C83
tootlemise tulemusena moodustub mittepatogeenne peptiid P3 ja APP rakusisene domeen
(AICD). C99 tostlemise tulemusena moodustuvad patogeensed peptiidid AP ja AICD (Joonis 1)
(Chen et al., 2017). Peamised AP vormid koosnevad 40 (AB40) ja 42 aminohappejaagist (AB42).
AB42 sisaldab C IGpus veel kahte hiidrofoobset jaaki, mis muudab peptiidi toksilisemaks ja
agregatsioonivdimelisemaks (Silva et al., 2019). Amuloidse kaskaadi hiipoteesi kohaselt on AB
vOimeline ladestuma suurtes kogustes ajju, moodustades toksilisi oligomeere, mis seejarel
moodustavad lahustumatuid amiloidseid naastusid (Hardy & Selkoe, 2002; Silva et al., 2019).
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Joonis 1. APP lagundamise amiloidogeenne ja mitteamiloidodeenne rada (Chen et al., 2017).

Tau valk kuulub valkude riihma, mis seonduvad mikrotuubulitega. Ta asub peamiselt
kesknarvisiisteemi neuronites ja on neurofibrillaarsete kimpude pohikomponent. On oletatud,
et AB peptiidi ladestumine soodustab neurofibrillaarsete kimpude ladestumist, kuid tapne
mehhanism pole aga teada. Tau on tavaliselt lahustuv valk, kuid tema hiiperfosforiilimisel
tekivad lahustumatud neurofibrillaarsed kdambud, mis v&ivad kahjustada narvirakke ning
hairida nende funktsiooni (Ballard et al., 2011).

1.2. Alzheimeri tove geneetilised riskitegurid

AT parilikud tegurid on seotud peamiselt mutatsioonidega kolmes geenis: APP, preseniliin 1
(PSEN1) ja preseniliin 2 (PSEN2). Mutatsioonide esinemine APP, PSEN1 ja PSEN2 geenides
pbhjustab varajase AT alguse (Khanahmadi et al.,, 2015). Preseniliinid on y-sekretaasi
kompleksi kataltitilised komponendid ja osalevad APP IGhustamises (Oikawa & Walter, 2019).
PSEN1 ja PSEN2 on homoloogsed, kuid mutatsioonid PSEN1 geenis on levinumad (Cai et al.,
2015). Mdlema PSEN mutatsioonid vbivad mdjutada y-sekretaasi aktiivsust, suurendades
seelabi AB tootmist APP-st ning avaldades moju AB42/ABA40 suhte suurendamisele (Breijyeh &
Karaman, 2020).

1.2.1. Apolipoproteiin E

95% juhtudest algab AT pdrast 65. eluaastat ja peamine hilise algusega AT tekkega seotud
geen on apoE, mis asub 19. kromosoomis. See geen kodeerib apolipoproteiin E (apoE) valku,
mis osaleb lipiidide metabolismis keha rakkude ja kudede vahel (Silva et al., 2019). apoE on
oluline kolesterooli tlekandmisel kesknarvististeemi ning lipoproteiinide metabolismis. apoE
ekspresseerub maksa ja aju astrotsiiitides, samuti mikrogliias (Breijyeh & Karaman, 2020). See
on 299 aminohappejadagist koosnev glikoproteiin molekulmassiga 34 kDa. N-terminaalne
domeen sisaldab retseptori sidumissaiti, aga C-terminaalne domeen sisaldab lipiidide
sidumissaiti. Inimestel on kolm peamist apoE alleeli: €2 (apoE2), €3 (apoE3) ja €4 (apoE4), mis
annavad erineva haigusriski taseme. Isovormid erinevad aminohappe jdadkide poolest
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positsioonides 112 ja 158. Nende aminohappe jadkide keemiline koostis mdjutab ka valgu
lokalisatsiooni: apoE4 leidub peamiselt triglitseriidide rikastes vdaga madala tihedusega
lipoproteiinide (VLDL) osakestes, samas kui apoE2 ja apoE3 eelistavad korge tihedusega
lipoproteiini (HDL) (Raulin et al., 2022).

apoE2 puhul on tsiisteiin positsioonides 112 ja 158. apoE2 on kdigist esitatud alleelidest kdige
vahem levinud, kuid sellel on AT korral kaitsev toime. Soodustab AB valjutamist, vdhendades
seeldbi selle ladestumist ajus (Raulin et al.,, 2022). Kaitsva apoE €2 alleeli kandjatel on
hinnanguliselt 2 korda vaiksem risk haigestuda AT-sse elu jooksul vorreldes mittekandjatega
(Genin et al., 2011).

apoE3-l on tsisteiin positsioonis 112 ja arginiin positsioonis 158. See on kolmest isovormist
kdige levinum. apoE3-l on Alzheimeri tdve puhul neutraalne roll (Raulin et al., 2022).

apoE4 puhul on arginiin positsioonides 112 ja 158. apoE4 on vdimeline seonduma AB-ga,
aidates sellel moodustada fibrille ja ladestuda ajju. Selle tulemusena on apoE4 Alzheimeri tove
tugevaim geneetiline riskitegur. apoE4 genotiilibiga patsientidel esineb teiste alleelidega
vOrreldes margatavalt ulatuslikum kognitiivsete voimete halvenemine (Raulin et al., 2022).
Veelgi enam, apoE2/4 genotiilibiga inimesed on endiselt suur haiguse riski, kuna apoE4 mdju
on domineerivam kui apoE2 kaitse. Kaitse on aga veidi parem kui apoE3/4 puhul (Goldberg et
al., 2020; Raulin et al., 2022).

1.3. Alzheimeri tove voimalikud omandatud riskitegurid

Kuid AT esineb ka inimestel, kellel puudub geneetiline eelsoodumus. Kdige peamine riskitegur
on vanus. Haiguse voimalikud p&hjused véivad olla pohjustatud ka muudest teguritest, nagu
naiteks ebatervislik eluviis, keskkonna reostus, metallid, mitmesugused infektsioonid ja
haigused nagu diabeet, mis kdik vdivad pdhjustada oksiidatiivset stressi ja poletikku,
suurendades seelabi AT tekke tdendosust (Breijyeh & Karaman, 2020).

Oksuidatiivne stress tekib redoks-tasakaalu hairimist, mis on p0Ohjustatud vabadest
radikaalidest (Birla et al., 2020). Vabad radikaalid tekivad ainevahetuse kaigus ja satuvad
organismi ka keskkonnast. Vabadel radikaalidel on paardumata elektron(id), mis on vGimelised
reageerima erinevate molekulidega, hdirides nende funktsioone (Phaniendra et al., 2015).
Antiokstidandid suudavad toime tulla radikaalidega, vahendades seelabi vabade radikaalide
hulka ja selle tulemusena kaitstes meie organismi. Kuid kui need on tasakaalustamata,
muudavad vabad radikaalid teiste molekulide struktuuri (Barnham et al., 2004). Monedel
andmetel on aju vorreldes teiste organitega kdige rohkem kalduv oksidatiivsele stressile AT
progresseerumise ajal (Allan Butterfield & Boyd-Kimball, 2018). Oksildatiivne stress pShjustab
mitokondriaalse funktsiooni haireid, metallide ja AR akumuleerumist, mis pohjustab AT (Birla
et al., 2020).

2. tlitipi diabeedi ja AT suurenenud riski vahel on sammuti teatav seos. Insuliini puudulikkus
vOi resistentsus voib vallandada amiloidogeense raja, vihendades AR valjutamist, mis viib
selle akumuleerumiseni ajukoes. Insuliiniresistentsus ja defitsiit véivad pohjustada kinaaside
aktiveerimist (naiteks gliikogeeni sintaasi kinaas-3B) ja pohjustada tau valgu
hiperfosforiilimist, mis viib neurofibrillaarsete kimpude moodustumiseni (Kimura, 2016).
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Stress ja depressioon pohjustavad kortisooli taseme tdusu, mis omakorda mdjutab inimese
kongestiivseid funktsioone ja pohjustab hipokampuse atroofiat ning mdojutab AB ladestumist.
Sellesse kategooriasse kuuluvad ka unetusega inimesed (Wu et al., 2018; Zvérova et al., 2013).

Voimalikke AT mojutavaid tegureid on palju, kuid stressi valtimine, tervislikud eluviisid ning
pidev fldsiline ja vaimne aktiivsus voivad parandada elukvaliteeti ja ennetada haiguse teket
(Silva et al., 2019).

1.4. Biometallide roll Alzheimeri toves

Inimesed saavad metalle nii toidu kui ka keskkonna kaudu. Meie igapdevaelus leidub palju
metalle ravimites, kosmeetikas ja muudes majapidamistarvetes (Breijyeh & Karaman, 2020).
Biometalle esineb elusorganismides tavaliselt vaikestes, kuid vajalikes kogustes ja nad tdidavad
fisioloogilisi funktsioone. Naiteks tsingi, raua ja vaseioonid mangivad olulist rolli aju arengus ja
ainevahetuses. Metalliioonid seostuvad valkudega ja vastutavad nende toimimise eest
organismis. Veelgi enam, metalli puudus voi liig on seotud paljude haigustega, sealhulgas AT-
ga. Metalliioonid vdivad olla seotud mitmesuguste AT arenguga seotud mehhanismidega, nagu
okslidatiivne stress, AP ladestumine ning tau valgust lahustumatute agregaatide
moodustumine (F. Liu et al., 2022). Seega vGib metallide tdhtsuse ja vastastikmdju moistmine
olla kasulik nii ravi t6hususe kui ka haiguse pohjuse mdistmise seisukohast.

Meie organismi peamised mikroelemendid, mida AT-ga inimese ajus leidub suurtes kogustes,
on tsink, raud ja vask. Raud ja vask on voimelised osalema redoksreaktsioonides, pShjustades
okslidatiivset stressi ja AP valesti kokkupakkimist ning agregatsiooni. Tsingi homd&ostaasi
hairimine mangib samuti AT patogeneesis olulist rolli (Birla et al., 2020).

1.4.1. Vask

Vask on paljudes olulistes bioloogilistes protsessides osalev mikroelement, mida leidub
peamiselt ajus, maksas ja neerudes. Veres on suurem osa vasest seotud tseruloplasmiiniga —
valguga, mis transpordib vaske veres, on antioksiidant ning osaleb raua metabolismis (Patel &
Aschner, 2021). Ulejaanud vask on seotud seerumi albumiiniga (Linder, 2016), vabas vormis
vaske on vaga vahe (Collins & Klevay, 2011). Vask on ka erinevate rakuhingamises, vabade
radikaalide neutraliseerimises ja ainevahetusprotsessides osalevate ensiilimide kofaktor (F. Liu
et al., 2022). Superoksiidi dismutaas on antiokslidantse kaitse enstiim, mille kofaktoriks on
vask, ja see on (ks peamisi kaitsemehhanisme oksidatiivse stressi vastu (Younus, 2018).

Vask vOib vabas vGi valesti komplekseerunud vormis toimida ka prooksidandina, kuna vase
ioonidel on korge afiinsus AB-ga, sellega seondumisel A muutub redoksaktiivseks ning tekib
vesinikperoksiid (H,0,). Suurenenud H,0, kogused poOhjustavad Fentoni reaktsiooni kaudu
vabade radikaalide teket ja okslidatiivset stressi (Birla et al., 2020; F. Liu et al., 2022). Veelgi
enam, vask-AB kompleks soodustab AB oligomeeride moodustumist ja viib AR agregatsioonini
(Wang et al., 2020).

APP-| on kaks vase-sidumissaiti, esimene AB-piirkonnas ja teine N-terminuses. SeetGttu voib
redoksreaktsioone katallilisiva enstiiimi (vase reduktaasi) juuresolekul vase redutseerimise
kaudu tekkida radikaale (Botchway et al., 2023; Hung et al., 2010). AT korral leidub vaske
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peamiselt amiiloidsetes naastudes, samas esineb aga rakusisene vasepuudus (Botchway et al.,
2023).

Vase seondumist tau-valguga on vahe uuritud. On teada, et vask koos tau-valguga avaldab
redoksaktiivsust ja soodustab neurofibrillaarsete kimpude moodustumist (F. Liu et al., 2022).

1.4.2. Raud

Raud on koéige levinum ja hadavajalik mikroelement (Zhang et al., 2022), mis osaleb olulistes
protsessides organismis, nagu hemoglobiini slintees, hapniku transport rakkudesse, energia
metabolism, neurotransmitterite slintees ning teistes enslimaatilistes oksiidatiivsetes
reaktsioonides (Birla et al., 2020). Peamine osa rauast on seotud valkudega, nagu hemoglobiin,
muoglobiin ja erinevad ensliimid. Raua mittefunktsioneeriv osa ladestub organismis ferritiini
ja hemosideriini koostises. Peamiseteks raua transporteriteks on valk transferrin, mis
transpordib rauda rakkudesse, ja ferroportiin, mis ekspordib rakkudest rauda (Abbaspour et
al., 2014).

Kui raua homoostaas ajus on héiritud, voib see suurtes kogustes ladestuda (Peng et al., 2021).
AT korral tdheldatakse amiiloidsete naastude koostises kdrget raua ioonide sisaldust (Van
Bergen et al., 2016), mis muudab neid veelgi toksilisemaks (B. Liu et al., 2011). Samuti on AT
korral ferritiini tase kdrge, samas kui ferroportiini tase on vdahenenud (Raha et al., 2022). Selle
pbhjuseks vGib olla hepsidiini suurenenud tootmine. Hepsidiin on raua regulaator, mis
ferroportiiniga seondudes pdhjustab selle lagundamiste, takistades seeldbi raua eksporti
rakkudest (Abbaspour et al., 2014).

Raua homodostaasi hdirimine mdéjutab negatiivselt ka APP geeni ekspressiooni (Zhang et al.,
2022). Fe(lll) ioonide kdrgenenud tase vdib mdjutada APP tootmist, aktiveerides B-sekretaasi,
suurendades seeldbi AB tootmist (Wang et al., 2020). Fe(ll) ioonid seonduvad AB-ga ja
soodustavad selle agregatsiooni (Cheignon et al., 2018). Seejarel vGib AB kompleks Fentoni
reaktsiooni kaudu pohjustada oksldatiivset stressi vabade radikaalide tekkega, mis vdivad
neuroneid havitada. Fe(lll) ioonid on vdimelised seonduda superoksiidi aniooniga ja
redutseeruma Fe(ll) iooniks. Kahe reaktsiooni summaarset reaktsiooni iseloomustab — Haber-
Weissi reaktsioon (Joonis 2) (Cheignon et al., 2018; Peng et al., 2021).

Fe?* + Hy0, — Fe* + OH" + OH™ (Fenton)
FE3+ + 02._ _ FEZ+ ¥ 02
05"+ H02 — 05 + OH® + OH™ (Haber-Weiss)

Joonis 2. Raua ioonide osalemine elektronide doonori ja aktseptorina aktiivsete vabade
radikaalide tootmisel Fentoni ja Haber-Weisi reaktsioonide kaudu (Peng et al., 2021).

1.4.3. Tsink

Tsink on meie organismis asendamatu mikroelement ja ta on oma sisalduselt raua jarel teisel
kohal (F. Liu et al., 2022). Tsink mangib olulist rolli paljude enstiimide funktsioonerimises,
osaleb ainevahetuses, toetab immuunsisteemi toimimist ja omab antiokslidatiivseid omadusi
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(Kiouri et al., 2023). Suurem osa tsinki leidub valgukompleksides, sealhulgas AB kompleksides.
Moningane osa tsinki leidub vabas vormis glutamatergiliste neuronite stinaptilistes vesiikulites
(Zhang et al., 2022). Tsingi transporterid (ZnT) transpordivad tsinki rakust rakuvalisesse ruumi.
Tsingi- ja rauaga reguleeritud transpordivalgud (ZiP) transpordivad tsinki rakuvalisest ruumist
rakku. Tsink transporter 3 (ZnT3) vastutab slinaptilise vesikulaarse tsingi transpordi eest (Watt
et al., 2011). Selle valgu taseme langus tingib tsingi homoostaasi regulatsiooni halbe, mis
mangib AT patogeneesis olulist rolli (Adlard et al., 2010). Tsingi homoostaasis osalevad ka
metallotioneiinid (MT) (Botchway et al.,, 2023). Need on valgud, mis v&ivad siduda
metalliioone ja selle tulemusena tdita organismis antioksliidantset funktsiooni. MT3 on
vOimeline siduma ja transportima vase ja tsingi ioone, vahendades seelabi toksiliste AB-metalli
komplekside teket (Meloni et al., 2008).

Kdrge tsingi tase vOib pOhjustada tau valgu akumuleerumist ja lahustumatute agregaatide
moodustumist, mis hiljem moodustavad neurofibrillaarseid kampusid (Moreira et al., 2019).

1.5. Apolipoproteiini E interaktsioon tsingi, raua ja vase ioonidega

Tanapdeval on teada, et AT patogeneesis osalevad nii apoE kui ka teatud metallid (eriti tsink,
vask ja raud), kuid tdpne mehhanism pole veel teada (Xu et al., 2014). Naiteks apoE4 geeni
olemasolu ei taga haiguse kindlat esinemist, mis tdhendab, et on ka teisi riskitegureid, mis
apoE4-ga interakteeruvad ja patoloogilise mehhanismi kaivitavad (Zhang et al., 2022). Paljud
uuringud toetavad seost apoE erinevate isovormide ja metalliioonide interaktsioonide ning AT
vahel, teised aga liikkavad selle Umber. Kuid kiisimus nende kahe teguri koostoimest AT
arengus jaab endiselt aktuaalseks, kuna see vGib aidata meil m&ista mehhanismi, kuidas apoE4
geen on seotud AT-ga, ja selle tulemusena leida sobiv ravistrateegia (Xu et al., 2014).

Mdned uuringud on naidanud, et apoE2-l on kdrgem afiinsus tsingi ioonide suhtes
tsustiinijaakide tottu positsioonides 112 ja 158, millel on kdrge afiinsus Zn(ll) suhtes. apoE4-|
on nendes positsioonides arginiin, mille seondumise afiinsus tsingi suhtes on madal. Seda
kinnitavad uuringud, milles apoE2 kaitseb tsingi poolt péhjustatud AB ladestumise vastu, mis
tOestab taaskord apoE2 kaitsvat toimet (Karlin & Zhu, 1997; Moir et al., 1999; Xu et al., 2014).
Veelgi enam, apoE v&ib teatud maaral ajus tsingi homoostaasi m&jutada. apoE taseme langus
ajus mdojutab ZnT3 tootmise vdhenemist, mis, nagu varem mainitud, mangib rolli AT
patogeneesis, suurendades AP ladestumist (Lee et al., 2010; Zhang et al., 2022).

Vase puhul toimub vastupidine protsess — AP agregatsioon apoE juuresolekul suureneb ja
pbhjustab vase ladestumist AB-ga (Moir et al., 1999). Sarnaselt tsingiga, oletatakse, et
tslsteiinijaagid voivad vase sidumisel mangida olulist rolli ja vask vdib seostuda apoE2-ga
tugevamini kui apoE3 ja apoE4-ga (Hung et al., 2013; Xu et al., 2014). Seda oletust kinnitab ka
fakt, et vasest pdhjustatud AB agregatsioon on apoE4 puhul rohkem valjendunud kui teiste
isovormide puhul (Moir et al., 1999). Selle pd&hjal, oletatakse, et apoE antioksiidatiivne
aktiivsus kahaneb tle minnes apoE2-It apoE3-le ja apoE4-le, mis vdib olla seotud vaseioonide
ja apoE interaktsioonidega (Hung et al., 2013; Miyata & Smith, 1996).

apoE mojutab séltuvalt isovormidest ka raua homdostaasi. Nditeks on apoE4 vdimeline
kiirendama raua akumulatsiooni (Zhang et al.,, 2022). Kuid Uks uuring néitas, et apoE

12



puudumine vdib samuti pdhjustada raua akumuleerumist, mis véib viia omakorda AT tekkeni
(Ma et al., 2021). apoE2 ja apoE3 on voimelised kaitsma rakke apoptoosi eest, mida tekitab
vesinikperoksiid (Gao et al., 2021; Zhang et al., 2022). Jareldatakse, et ferroptoosi ja apoE
vahel voib ka esineda seos, kuid selle selgitamiseks on vaja rohkem uuringuid. Ferroptoosi
tekitab raua homoostaasi hadire, mis pohjustab suurenenud lipiidide okslidatsiooni ja sellele
jargnevat rakusurma (Zhang et al., 2022).

Kokkuvoteks mainime, et tdnaseks on mitmed uuringud kinnitanud, apoE vdimet
interakteeruda AT ajal tsink-, vask- ja raudioonidega, mis omakorda mdjutab AR homoostaasi,
apoptoosi ja teisi AT-s olulist rolli mangivaid protsesse. Siiski on veel palju vastamata kiisimusi,
mis aitaksid mdista apoE ja metallide vahelise interaktsiooni tdpset mehhanismi, mis vdib
mangida AT-s olulist rolli (Zhang et al., 2022).
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2. Too eesmark

Kdesoleva bakalaureuset6d eesmargiks on uurida, kas Zn(ll) ja Fe(ll) ioonid seostuvad
isovormidega apoE2, apoE3 ja apoE4 ning seostumise olemasolul ka uurida, kui tugev see
interaktsioon on iga isovormi puhul pH 7,3 (organismi fusioloogiline pH) ja pH 5,0 juures.

ToOs pustitati 2 hiipoteesi: 1. apoE2 isovormi seostumine tsinkioonidega on vorreldes teiste
isovormidega tugevam tanu tsisteiinijdakide olemasolule, millel on tugev afiinsus tsinkioonide
suhtes; 2. pH 5,0 juures on apoE isovormide vahel metalliioonide vaheline seostumine
norgem, kui pH 7,3 juures, kuna histidiinijaagid protoneeritakse.

Pistitatud eesmarkideni jdudmiseks viidi labi jargmised katsed:

— valmistati proovid apoE isovormidega, mille massi kontrolliti MALDI-TOF MS abil

— moddeti apoE autofluorestsentsi fluorestsentstiitrimise meetodiga kasvava metalliioonide
kontsentratsiooni tingimustes

— teostati seostumisandmete anallls ja leiti dissotsiatsioonikonstantide (Kp) vaartused iga
interaktsiooni puhul
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3. Materjalid ja meetodid

3.1. Teoreetiline kirjeldus

3.1.1. MALDITOF MS

MALDI tihendab maatriksassisteeritud laser desorptsiooni/ioonisatsiooni. MALDI on
massispektromeetria (MS) ionisatsioonimeetod, mille kaigus toimub proovide pehme
ionisatsioon ehk laengu omandamine ja seejdrel saab mddta osakeste massi/laengu suhet.
Pehmeks ionisatsiooniks kasutatakse lUhiimpulsi ldmmastiklaserit, mis voimaldab sailitada
ioniseeritud molekulide struktuuri. Sobib peamiselt biomolekulidele (valgud, nukleiinhapped,
suhkrud) (Gandhi et al., 2013; Saraswathy & Ramalingam, 2011).

Tooks kasutati MALDI TOF MS instrumenti Microflex (Bruker). Laser m&jub uuritavat ainet
sisaldavale maatriksile. Maatriksi molekulid neelavad laseri energiat ja desorbeeruvad koos
analitidiga pinnalt. Maatriks ioniseerib analliidi ja suunab laetud osakesed gaasifaasi
vaakumisse. Vaakum on vajalik ioonide laengu sailitamiseks. TOF — lennuaja massi anallisaator,
mille t66 pohineb ioonide eraldamisel lennuaja jargi, mis on proportsionaalne osakeste
massi/laengu suhtega. Detektor fikseerib k&iki eraldatud ioone ja muundab signaali
elektriliseks. Arvutis genereeritakse graafik, kus x-teljel on massi-laengu suhe ja y-teljel on
osakese arv vGi signaali intensiivsus.

Maatriks on tavaliselt orgaaniline hape, mis on vdimeline prootoneid analitdile iile kandma.
Maatriksi p&hiomaduste hulka kuuluvad: vbime neelata kiirgust, kristalliseeruda koos
anallilidiga ja lahustuda sobivates lahustites. Peamiseks kasutatav maatriks on a-tstiano-4-
hidroksiikaneelhape, mille  valmistamiseks  kasutatakse  signaali  stabiliseerivat
trifluoroaadikhapet (TFA) ja atsetonitriili (AcN) (Leopold et al., 2018).

3.1.2. Fluorestsentsspektroskoopia

Fluorestsentsspektroskoopia meetod pd&hineb uuritava aine fluorestsentsomadustel.
Fluorestsentsspektroskoopias ergastatakse aine molekule kiiritades neid valgusega kindlal
lainepikkusel, mida nimetatakse ergastuslainepikkuseks. Selle tulemusena liiguvad elektronid
pbhiolekust ergastatud olekusse (kdrgemale energiatasemele). Seejarel relakseeruvad
molekulid ja kiirgavad fluorestseerudes footoneid teisel lainepikkusel ning naasevad
pohiolekusse.

Tooks kasutati LS-55 fluorestsentsspektomeetrit (PerkinElmer), mis ergastab proovi
ksenoonlambi abil. Valgus labib ergastusmonokromaatorit. Valitud lainepikkus ergastab
proovis olevaid fluorestseeruvaid molekule. Proov asub kvartskiivetis, mis annab tapsemaid
tulemusi UV- kiirguse vahemikus. Parast ergastamist kiirgavad molekulid teise lainepikkusega
valgust, mis l|abib emissioonimonokromaatorit. See eraldab huvipakkuva lainepikkuse
detektoriga tuvastamiseks. Detektor omakorda véimendab signaali, mida seejarel arvuti
anallilsib. LS-55 kasutab hajutatud valguse vdahendamiseks ja tundlikkuse suurendamiseks
holograafilisi voresid. See seade on varustatud magnetsegajaga.
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Fluorofoor on aine, mis vGib fluorestseeruda. Need ained sisaldavad mitut (hendatud
aromaatset rithma v8i mitme m-sidemega struktuuri (Uslu et al., 2022). Uldiselt molekulid ei
fluorestseeru, kuid neid saab "margistada" fluorimeetrilise reagendiga, mida nimetatakse ka
valiseks fluorofooriks. Sisemisel fluorofooril on fluorestseeruvad omadused natiivsel kujul, see
tahendab, et sellised ained fluorestseeruvad iseenesest (autofluorestsents), naiteks flaviinid ja
aromaatsed aminohapped, nagu triiptofaan, tiirosiin ja fenttlalaniin, millel on aromaatne
ringstruktuur. Nad on vdimelised UV-kiirguse toimel teatud lainepikkustel norgalt
fluorestseeruma. To6s uuriti triptofaani autofluorestsentsi, mis on apoE struktuuris.
Truptofaanil on suurem kvantefektiivsus kui teistel aminohapetel, see tdhendab, et ta kiirgab
valja suurema hulga footoneid. See on tundlik imbritsevate aminohapete suhtes, vimaldades
seda kasutada erinevate valk-ligandi interaktsioonide uurimiseks (Lakowicz, 1999). Triiptofaani
ergastuse lainepikkus on 270-280 nm ja emissiooni lainepikkus 340-360 nm (Ghisaidoobe &
Chung, 2014). Fluorestsentsi maksimum on ligikaudu 350 nm juures. Fluorestsentsi vdivad
mojutada mitmesugused tegurid, nagu temperatuur, valgu konformatsioonilised muutused ja
interaktsioonid, disulfiidsildade olemasolu v&i histidiinijddkide protoneerimine (Lakowicz,
1999).

3.2. Eksperimentaalse t60 kirjeldus

3.2.1. apok proovide ettevalmistus

Luofiliseeritud apoE2 (AE-100-10, AlexoTech AB), apoE3 (AE-101-10, AlexoTech AB) ja apoE4
(AE-102-10, AlexoTech AB) isovormid puhtusega (ile 95% sailitati temperatuuril -20 °C. Valgud
oli toodetud rekombinantselt, positsioonis -1 on metioniinijadk. Enne kasutamist lahustati
apoE iles 5 mM NaOH-s (30620-1KG-R, Honeywell Fluka) Il tidlpi vee (TKA LabTower)
lisamisega kontsentratsioonini 50 pM. Seejarel inkubeeriti proove 4°C juures vahemalt 1 tund.
Lopuks jagati proovid 14 pM alikvootideks.

3.2.2. apoE massi kontrollimine MALDI TOF MS abil

Toos kasutati 10 mg/ml maatriksit, mis koosnes a-tstiano-4-hiidrokstikaneelhappest (C2020-
25G, Sigma), 0,3% TFA-st (10294110, Fisher Chemical), 60% AcN-st (34851-2.5L, Sigma), mida
hoiti valguse eest kaitstud kohas temperatuuril 4°C. Uuritav massivahemik oli 10000-75000 Da
ja laseri intensiivsus 37%, mis ergastab proovi 337 nm lainepikkusega. Proovi valmistati 3 pl
maatriksist ja 1 pl apoE-st, mis segati umbes 20 korda pipetiga. Tehti kaks 1 ul paralleeli MALDI
plaadile (Microscout Bruker 96 tdpiga) ja jaeti need 6hu kaes kuivama. Lahusti aurustub ja
anallldi molekulid jadvad maatriksi sisse. Plaat asetatakse MS masinasse, kus seda mdéjutab
laser. Detektorilt saadud signaal kuvatakse flexControl programmis spektrina. Kuna analtudi
jaotus maatriksis ei ole polaarsuse erinevuste t6ttu Ghtlane, on vaja laserit kasutada mitmes
kohas, kus wuuritav aine asub. Protseduuri korratakse mitu korda, misjarel spektrid
summeeritakse. Analllsiks kasutati programmi flexAnalysis. Joonised on tehtud programmi
OriginPro abil.

3.2.3. Tsingi ja raua soolade lahjenduste ettevalmistamine tiitrimiseks

Tsingi ioonidega tiitrimisel kasutati tsinkatsetaathlidraati (Zn(CH3CO,),- 2H,0) (12431562,
Scharlab), mis lahjendati Il tilpi vee abil kontsentratsioonini 0,1 M. Tsingi 12 mM, 6 mM, 3
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mM, 1,2 mM, 0,6 mM ja 0,3 mM lahjendused tehti 20 mM 2-(N-morfolino)etaansulfoonhape
puhvriga (MES) (69892-25G, Sigma), mille pH oli 7,3 v&i 5,0 sGltuvalt katsetest.

Raua ioonidega tiitrimisel kasutati raudkloriidtetrahidraati (FeCl, - 4H,0) (44939-50G, Sigma),
mis oli valmistatud koos naatriumditioniidiga (Na,S,04) (71699-50G, Sigma), et valtida raua
okslidatsiooniaste muutumist. Kdigepealt lahustati Na,S,0, degaseeritud Il tidlpi vees. Lisati
2,6 M NaOH kuni pH joudis kuueni ning parast lisati segule FeCl, - 4H,0, et Fe(ll) iooni lahuse
[6pp kontsentratsioon oleks 10 mM ja naatriumditioniidil 100 mM. Raua 10 mM, 6 mM, 3 mM,
1,2 mM, 0,6 mM, 0,3 mM ja 0,15 mM lahjendused tehti degaseeritud Il tlilipi veega.

3.2.4. Triiptofaani fluorestsentsi intensiivsuse md&dtmine ja K leidmine

Tsingiga tiitrimisel segati lahus kvartskiivetti, kasutades 50 uM apoE, 200 mM MES puhvrit ja Il
tllpi vett, mis andis 600 pl proovi, mis sisaldas 0,2 uM apokE valku ning 20 mM MES puhvrit.

Rauaga tiitrimisel segati kvartskivetti lahus, mis kasutades 50 pm apoE, 200 mM MES puhvrit,
300 mM Na,S,0, ja Il tilpi vett, mis andis 600 ul proovi, mis sisaldas 0,1 uM apoE ning 20 mM
MES puhuvrit.

Md&dStmiseks kasutati FIWinLab programmi, kus lllitakse sisse lamp ja toimuvad md&&tmised.
Alustuseks viidi katsed labi ilma metalli lisamata, mille tulemusena fluorestsents moningal
maaral kustus kuni platoo saavutamiseni. Hiljem lahutati metallide lisamisega tehtud katsete
puhul kontrollkGverad (enne metalli lisamist). 1 pl metalli sisaldavat lahust tiitriti kivetti,
suurendades kontsentratsiooni. Lisamiste vahel segati lahust 30 sekundit. Lahust ergastati 270
nm juures, kasutades 700 V vGimsust ja fluorestsentsi méddeti 345 nm juures. Tiitrimine jatkus
seni, kuni vaartuse muutumine lakkas. Iga tiitrimine viidi |abi 3 korda. Joonised on tehtud
programmi OriginPro abil. X-teljel on metalli kontsentratsioon ja Y-teljel on fluorestsentsi
intensiivsus 345 nm juures. Seejadrel koverad normaliseeriti ja dissotsiatsioonikonstandid (Kp)
leiti kdverate ldahendamisega, kasutades kas Hilli vorrandit voi hiiperboolset sidumisvérrandit.
Mida vaiksem on K vaartus, seda tugevam on seostumine.

Y = mext Ly oy (1)
Ios+X

See on hiiperboolne sidumisvérrand, kus l..x — triptofaani fluorestseentsi intensiivsus, juhul

kui metallioon on seotud, lps — metallioonide kontsentratsioon, mille puhul triptofaani

intensiivsus on 50% l.-St, see on voérdne Kp-ga, I; — lineaarne foon, see on ainel endal esinev

mitmesugune effekt ilma sidumata, mis kustutab fluorestsentsi

I * X
@
See on Hilli koefitsientiga valem, kus I, — triptofaani fluorestseentsi intensiivsus, juhul kui
metallioon on seotud, n—Hilli koefitsient, mis naitab molekulide arvu, mis iseloomustavad
kooperatiivsust ehk kas Uhe ligandi sidumine parandab afiinsust teise suhtes, los —
metallioonide kontsentratsioon, mille puhul triptofaani intensiivsus on 50% I.,-St, see on
vordne Kp-ga.
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4. Tulemused

4.1. MALDI TOF MS tulemused

apoE tootja kinnituse kohaselt on valgu puhtus tle 95%. Seda kontrolliti enne tiitrimist MALDI
TOF MS meetodiga, et saada informatsiooni ka molekulmassi kohta. apoE isovormide
teoreetilised massid on jargmised: apoE2 - 34315 Da, apoE3 - 34368 Da, apoE4 - 34421 Da.
Graafik naitab, et apoE2 mass on 33120 Da, apoE3-l 33146 Da ja apoE4-l 33228 Da, mis on
oodatust veidi vaiksemad. Masside erinevuse pdhjused pole hetkel teada, kuid need vodivad
olla seotud rekombinantse valgu jarjestuse erinevusest teoreetilisest jarjestusest. Lisaks
huvipakkuvale (iksiku laenguga valgule naitab graafik kahekordse laenguga valke, mille mass
on ligikaudu pool huvipakkuva valgu massist, mis kinnitab valgu vdimet liita prootoneid.
Samuti on uuritavast valgust kaks korda suurema massi korral ndhtavad dimeerid, mis
tahendab valgu véimet moodustada omavahel agregaate.
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3
S, | apoE2
» 20000
3 16525
22 1
2 10000
3 66305
£

0

T T ¥ T
— 33146
= 12000 apoE3
s, 16528
"
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@ 66297
2
c 0
T T T T

— 60000 4 33228 apoE4
= 1 16588
» 40000
-3
2 i
>
= 20000
=
2
£ 04

T T T T T T T T
15000 30000 45000 60000 75000

m/z

Joonis 3. apoE isovormide MALDI TOF MS spektrid. Ulemine apoE2 spekter néitab, et
kahekordse laenguga valk on esindatud massiga 16525 Da, Ghekordselt laetud valk massiga
33120 Da (meile huvipakkuva valgu praktiline mass) ja dimeer massiga 66305 Da. Keskel olev
apoE3 spekter nditab, et kahekordse laenguga valk on esindatud massiga 16528 Da,
Uhekordselt laetud valk massiga 33146 Da (meile huvipakkuva valgu praktiline mass) ja dimeer
massiga 66297 Da. Alumine apoE4 spekter nditab, et kahekordse laenguga valk on esindatud
massiga 16588 Da, lhekordselt laetud valk massiga 33228 Da (meile huvipakkuva valgu
praktiline mass), dimeeri on raske tuvastada.

4.2. Fluorestsentsspektroskoopia tiitrimise tulemused

Enne tiitrimist viidi |abi katsed apoE-ga, kus tdheldati triptofaani autofluorestsentsi ja selle
intensiivsuse ndrgenemist valguse mojul teatud punktini. M&6tmised toimusid iga 30 sekundi
tagant (Joonis 4).
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Joonis 4. Kontrollkdverad, mis naitavad triptofaani fluorestsentsi intensiivsuse muutust (345
nm juures) apoE2, apoE3 ja apoE4 korral ilma metallide lisamiseta pH 5,0 ja 7,3 juures. Must -
apoE2; punane - apoE3; sinine - apoE4; ringid - pH=5,0; ruudud - pH=7,3. apoE isovormide
kontsentratsioon 0,2 uM.

Fluorestsentsi intensiivsuse languse tdpne pdhjus pole teada. Kuid vdib eeldada, et apoE voib
vdhemal maaral interakteeruda MES puhvriga ja UV-kiirgusega kokkupuude véib ka
autofluorestsentsi kustutada. Tugevamat kustutamist tdheldatakse apoE4 puhul, seejarel
apokE3 ja kdige vahem apoE2, mis vdib viidata arginiini osalemisele. apoE4 puhul tdheldati ka
moningast erinevust pH vaartuste vahel.

Metalli seondumise maaramisel apoE isovormidega lahutati tiitrimistulemustest
kontrollkdverad. Selle tulemusena saadi k&verad, mis kirjeldavad metalliioonide mdgju
triptofaani fluorestsentsi kustutamisele.

4.2.1. Fluorestsentsspektroskoopia tiitrimise tulemused Zn(ll) ioonidega

Esmalt viidi katsed labi pH 7,3 juures ehk fisioloogilise pH juures. Tsingi ioonidega tehtud
katsed naitasid triptofaani fluorestsentsi intensiivsuse kerget langust (Joonis 5). Samas ei
taheldata olulisi erinevusi isovormide vahel kui vorrelda Kp vaartusi apoE2-1 Kp = 8,65 + 1,55
UM, apoE3-1 Ky =11,17 + 2,87 uM ja apoE4-I Ky = 8,73 + 1,99 uM (Tabel 1).
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Joonis 5. apoE triiptofaani fluorestsentsi intensiivsuse kustutamine Zn(ll) ioonide lisamisel pH
7,3 juures. Must - esimene katse; sinine - teine katse; punane - kolmas katse. apoE isovormide
kontsentratsion 0,2 uM.

Tabel 1. K, vaartused (uM), mis nditavad apoE isovormide ja Zn(ll) ioonide vahelise

interaktsiooni tugevust pH 7,3 juures. Toodud Kp vaartused on leidnud kasutades

Iahendamiseks hiiperboolset sidumisvérrandit (valem 1).

Tiitrimine 1 Tiitrimine 2 Tiitrimine 3 Keskmine Kp
apoE2 7,68+ 0,68 7,83+1,40 10,44 £ 1,22 8,65+ 1,55
apoE3 9,61+0,89 9,41+0,95 14,48 £1,35 11,17 £+ 2,87
apoE4 6,44 + 0,82 9,76+ 1,30 10,00 £ 1,41 8,73+1,99
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Jargmisena viidi |abi katsed pH 5 juures, et nadha, kas histidiini jadgid osalevad Zn(ll)
interaktsioonis apoE isovormidega. Graafikud naitavad, et happelises keskkonnas tiitrimisel
taheldatakse fluorestsentsi intensiivsuse vaiksemat langust vorreldes fiisioloogilise pH-ga
(Joonis 6).
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Joonis 6. apoE triiptofaani fluorestsentsi intensiivsuse kustutamine Zn(ll) ioonide lisamisel pH
5,0 juures. Must - esimene katse; sinine - teine katse; punane - kolmas katse. apoE isovormide
kontsentratsioon 0,2 uM.

pH 5,0 juures on Ky vaartused ménevorra madalamad, mis tdhendab, et sidumine muutus
tugevamaks. See on vastuolus hiipoteesiga, et histidiini protoneerimisel muutub apoE ja
metalliiooni vaheline seos nérgemaks. Siiski on ndha, et apoE2 (Kp= 5,09 * 1,48 uM) seob Zn(ll)
ioone tugevamini kui teised isovormid (Tabel 2).
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Tabel 2. K, vaartused (uM), mis nditavad apoE isovormide ja Zn(ll) ioonide vahelise

interaktsiooni tugevust pH 5,0 juures. Toodud Kp vaartused on leidnud kasutades

Idhendamiseks hliperboolset sidumisvérrandit (valem 1).

Tiitrimine 1 Tiitrimine 2 Tiitrimine 3 Keskmine Kp
apokE2 4,18 + 0,55 4,29+ 0,53 6,80+ 0,51 5,09+ 1,48
apoE3 6,71+1,16 9,44 + 0,96 6,27 £ 0,56 7,47 £1,72
apoE4 7,55+ 0,77 4,40 + 0,88 9,64 + 1,06 7,20 + 2,64
4.2.2. Fluorestsentsspektroskoopia tiitrimise tulemused Fe(ll) ioonidega

Katsed Fe(ll) ioonidega naitasid teistsugust sidumiskdverat vérreldes Zn(ll) ioonidega. Fe(ll)
ioonide kontsentratsiooni suurenemisega tdheldati triiptofaani fluorestsentsi intensiivsuse
tugevat kustutamist. Lisaks on ndha esmalt aeglast ja seejdrel tugevat fluorestsentsi
kustutamist, mis viitab mitmeetapilisele seostumisele (Joonis 7).
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Joonis 7. apoE triiptofaani fluorestsentsi intensiivsuse kustutamine Fe(ll) ioonide lisamisel pH
7,3 juures. Must - esimene katse; sinine - teine katse; punane - kolmas katse. apoE isovormide
kontsentratsioon 0,1 uM.
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Kp vaartused néitavad Fe(ll) ioonide tugevamat sidumist kui Zn(ll) ioonid. Siiski on ndha, et
apoE4 (Kp = 2,01 £ 0,27 uM) seob Fe(ll) ioone veidi tugevamalt kui teised isovormid (Tabel 3).

Kp vaartuste leidmiseks kasutati Hilli valemit, kus Hilli koefitsiendid olid alati suuremad kui 1,
mis naitab positiivse kooperatiivsuse olemasolu ehk (ihe Fe(ll) iooni lisamine muudab apoE
kattesaadavaks teise Fe(ll) iooni sidumiseks, mis omakorda suurendab afiinsust jargmise iooni
suhtes (Joonis 7).

Tabel 3. K, vaartused (uM), mis nditavad apoE isovormide ja Fe(ll) ioonide vahelise
interaktsiooni tugevust pH 7,3 juures. Toodud Kp vaartused on leidnud kasutades
lahendamiseks Hilli vorrandit (valem 2).

Tiitrimine 1 Tiitrimine 2 Tiitrimine 3 Keskmine Kp

apoE2 3,06 £0,10 3,34+0,11 3,43+0,11 3,28+0,19
n=1,75+0,10 n=190%0,11 n=1,75%+0,10

apoE3 3,59+0,10 3,09 £ 0,08 4,34+0,12 3,67+0,63
n=1,69%0,08 n=2,09%0,11 n=1,85%0,09

apoE4 1,87 £ 0,03 2,33+0,04 1,84 £ 0,06 2,01+0,27
n=3,84%0,22 n=3,00£0,15 n=2,22%0,13

Tiitrimisel pH 5,0 juures saadud kdverad naitavad alguses lag faasi puudumist, mis esines pH
7,3 juures. Fluorestsentsi kustutamist taheldatakse kohe pérast tiitrimise algust (Joonis 8).

Kp vaartused naitasid pH 5,0 juures taas tugevamat seondumist kui pH 7,3 juures. Sel juhul
seob apoE2 koéige tugevamalt Fe(ll) ioone (Kp = 0,66 + 0,01 uM) (Tabel 4). Ldhendamiseks
kasutati ka Hilli vorrandit, kus k&ik Hilli koefitsiendid olid ligikaudu vérdsed Uhega, mis
tdhendab kooperatiivsuse puudumist voi positiivse kooperatiivsuse ndrkust.
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apoE2 + Fe(ll); pH=5,0 apoE3 + Fe(ll); pH=5,0
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Joonis 8. apoE triptofaani fluorestsentsi intensiivsuse kustutamine Fe(ll) ioonide lisamisega
pH 5,0 juures. Must - esimene katse; sinine - teine katse; punane - kolmas katse. apoE
isovormide kontsentratsioon 0,1 uM.

Tabel 4. K, vaartused (uM), mis nditavad apoE isovormide ja Fe(ll) ioonide vahelise
interaktsiooni tugevust pH 5,0 juures. Toodud Kp vaartused on leidnud kasutades
Iahendamiseks Hilli vorrandit (valem 2).

Tiitrimine 1 Tiitrimine 2 Tiitrimine 3 Keskmine Kp

apoE2 0,65+ 0,06 0,66 + 0,02 0,67+ 0,03 0,66 + 0,01
n=1,19+0,13 n=1,43%0,07 n=1,38+0,08

apoE3 1,33+£0,05 1,87 £ 0,05 1,37 £ 0,06 1,52+0,3
n=0,98 £ 0,03 n=1,09+0,04 n=0,95% 0,05

apoE4 1,93 £ 0,07 1,75+ 0,09 1,76 £ 0,09 1,81+0,1
n=1,38+0,06 n=1,47+0,10 n=1,43+0,10
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5. Arutelu

Alzheimeri tdve tekkemehhanism on endiselt ebaselge. Haiguse kadigus tdaheldatakse AP
peptiidide ladestumist, mis p&hjustab neuronite surma. Mdned uuringud kinnitavad seost
apoE geeni - tugeva geneetilise teguri ja metalliioonide vahel, mis seostuvad AP peptiidide ja
amiloidsete naastudega ning ladestuvad ajus. Suurtes kogustes ladestuvad peamiselt tsink-,
vask- ja raudioonid (Xu et al., 2014). Lisaks on uuringuid, mis kinnitavad erinevate apoE
isovormide erinevaid interaktsioone metalliioonidega. Kirjanduses on andmed, mille kohaselt
naiteks apoE2, mis on kaitsefaktor, seob tsingiioone tugevamini kui teised isovormid ja voib
kaitsta AB ladestumise eest (Moir et al., 1999). On ka ndidatud, et apoE4 on vdimeline
kiirendama raua akumulatsiooni (Zhang et al., 2022). Olemasolevad andmed on huvitavad ja
vaadrivad edasist uurimist ja kinnitust.

Selles t66s moodeti fluorestsentstiitrimise meetodil apoE struktuuris esineva triptofaani
autofluorestsentsi muutust metalliioonide, nimelt Zn(ll) ja Fe(ll) ioonide kontsentratsiooni
suurenemise tingimustes. Triptofaani fluorestsents on teadaolevalt tundlik teda imbritsevale
keemilisele keskkonnale ja selle muutustele ligandi ja valgu interaktsiooni téttu. Saadud
tulemused kinnitasid apoE isovormide viimet siduda neid metalliioone fiisioloogilise pH juures
(pH 7,3). Lisaks taheldati erinevat sidumismehhanismi. Zn(ll) ioonid seondusid apoE-ga
vaiksema tugevusega ja mdjusid nérgalt triptofaani autofluorestsentsile. Kui Fe(ll) ioonid lisati
madalates kontsentratsioonides, kustutasid nad fluorestsentsi vahe, kuid kontsentratsiooni
touses fluorestsentsi kustutamine suurenes markimisvadrselt, mis viitab kooperatiivsete
protsesside esinemisele ning mitmeetapilisele Fe(ll) ioonide seostumisele. Fe(ll) ioonid
seondusid mdningal maaral tugevamini, kui Zn(ll) ioonid. Siiski ei taheldatud olulisi erinevusi
apoE isovormide seostumise vahel iga metalliiooni puhul. See tdhendab, et tdenaoliselt ei
osale tsisteiini- ja arginiinijadgid seondumises, mis eristavad apoE isovorme, ning seondumine
toimub sarnaste sidumissaitide kaudu. SeetGttu llikatakse Umber selles t66s pustitatud
hipotees, et apoE2 seob tsingiioone koige tugevamini. Siiski on apoE metalleerimise
interaktsiooni uurimiseks vaja tdiendavaid uuringuid, kasutades ka teisi meetodeid.

Katsed viidi labi ka pH 5,0 juures, et ndha, kas histidiinijadgid osalevad interaktsioonis. Kuna
madala pH juures on histidiinijaagid protoneeritud, siis selline vorm ei saa metalliioone hasti
siduda. Vorreldes pH 7,3-ga taheldati pH 5,0 puhul vaid kerget muutust seondumisomadustes,
mis viitab suure tGendosusega histidiinijadkide mitteosalemisele Fe(ll) ja Zn(ll) ioonide
seondumises apoE-ga. Tdéendoliselt osalevad mdlema metalliiooni seondumises teised
aminohappejaagid.

Saadud tulemused viitavad vajadusele tdiendavalt uurida apoE interaktsioone metallidega, et
saada lisateavet apoE seondumiskohtade kohta Fe(ll) ja Zn(ll) ioonidega.
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Kokkuvote

Alzheimeri tobi (AT) on k&ige levinum dementsuse vorm, mis avaldub peamiselt parast 65.
eluaastat. Eeldatava eluea pikenemisega suureneb ka AT-ga patsientide arv. Praegu pole aga
teada ei haiguse tapset tekkemehhanismi ega tohusat ravimeetodit. Haiguse korral on hairitud
metallide nagu tsingi, vase ja raua homoostaas. On teada, et need metallid vdivad
interakteeruda apoE isovormidega, millel on oluline roll haiguse tekkes. Seega vdib selle
interaktsiooni moistmine anda Ulevaate AT tekke mehhanismidest ja vo&imalikest
ravimeetoditest.

Selle t66 eesmark oli uurida Zn(ll) ja Fe(ll) ioonide interaktsioon apoE isovormidega, mdista,
kui tugev seondumine on iga isovormi puhul ning uurida seondumist fiisioloogilise ja happelise
pH juures. Interaktsiooni uurimise meetodiks oli fluorestsentstiitrimine, kus metalliioonide
kasvava  kontsentratsiooni  tingimustes tdheldati apoE  struktuuris triptofaani
autofluorestsentsi kustutamist.

Saadud andmete pohjal vGime Oelda, et kahel metalliioonil on erinev sidumismehhanism ja
apoE isovormid seostuvad Fe(ll) ioonidega tugevamini kui Zn(ll) ioonidega. Kasutatud meetod
ei naidanud olulisi Ky vaartuste erinevusi apoE isovormide ega ka erinevate pH vaartuste
puhul. Seetéttu voib eeldada, et histidiini-, tsisteiini- ja arginiinijaagid ei osale nende kahe
metalliiooni seondumises, mis eristavad apoE isovorme (ksteisest.

Et kinnitada jareldusi, et erinevate apoE isovormide ja metalliioonide seondumise vahel ei ole
erinevusi, on vaja kontrollida seostumist tdiendavate meetoditega voi teha lisakatseid, mis
vOiksid anda tdpsema kinnituse histidiini-, arginiini- ja tsisteiinijddkide osalemise vGi
mitteosalemise kohta.
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Abstract

Alzheimer's disease (AD) is the most common form of dementia, occurring primarily after age
65. As life expectancy increases, the number of patients with AD also increases. However,
neither the mechanism of the disease nor an effective treatment method is currently known.
In the case of the disease, patients experience a disturbance in the homeostasis of metals such
as zinc, copper, and iron. It is known that these metals can interact with apoE isoforms, which
play an important role in the development of the disease. Thus, understanding this interaction
may provide insight into the mechanisms of AD development and help to elaborate potential
treatments.

The purpose of this work was to study the interaction of Zn(Il) and Fe(ll) ions with apoE
isoforms, to understand how strong the binding of each isoform is with both metal ions at
physiological and acidic pH values. The method for studying the interaction was fluorescent
titration, in which quenching of the autofluorescence of tryptophan located in the apoE
structure was observed under conditions of increasing the concentration of metal ions.

Based on the data obtained, it can be concluded that the two metal ions have different
binding mechanisms and the apoE isoforms bind to Fe(ll) ions more strongly than Zn(ll) ions.
The method used did not show significant differences in K values for apoE isoforms, as well as
for different pH values. Therefore, it can be assumed that histidine, cysteine and arginine
residues are not involved in the binding of these two metal ions, which distinguish the apoE
isoforms from each other.

To confirm the conclusion that there is no difference between the binding of metall ions to
different apoE isoforms, it is necessary to test the binding by using additional methods or
conduct additional experiments that could provide more precise confirmation about the
participation or non-participation of histidine, arginine and cysteine residues.
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Tanuavaldused

Kdesoleva t60 autor tahab tdnada metalloproteoomika labori inseneri Andra Noormagi
toetuse ja laboris juhendamise eest, kes v6is monda asja mitu korda seletada, kuni see saab
selgeks keele moistmise raskuste téttu. Suur tdnu selle labori professorile Peep Palumaale
vaga hea juhendamise eest t66 valmimise kadigus, soovitusi ja keelekorrektuuri eest. Samuti
soovib autor tdnada Vello Toéugu tema sisukate kommentaaride ja soovituste eest t60
tegemiseks.
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Mina Jelizaveta Aleksandrova

1. Annan Tallinna Tehnikalilikoolile tasuta loa (lihtlitsentsi) enda loodud teose ,Apolipoproteiini
(apoE) isovormide interaktsioon Fe(ll) ja Zn(ll) ioonidega
mille juhendajad on Andra Noormagi, Peep Palumaa;

1.1 reprodutseerimiseks 16putdo sailitamise ja elektroonse avaldamise eesmargil, sh Tallinna
Tehnikallikooli raamatukogu digikogusse lisamise eesmargil kuni autoridiguse kehtivuse
tahtaja IGppemiseni;

1.2 Uldsusele kattesaadavaks tegemiseks Tallinna Tehnikailikooli veebikeskkonna kaudu,
sealhulgas Tallinna Tehnikaiilikooli raamatukogu digikogu kaudu kuni autoridiguse kehtivuse
tahtaja IGppemiseni.

2. Olen teadlik, et kdesoleva lihtlitsentsi punktis 1 nimetatud digused jadvad alles ka autorile.

3. Kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei rikuta teiste isikute intellektuaalomandi ega isikuandmete
kaitse seadusest ning muudest digusaktidest tulenevaid Sigusi.
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