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Lihendite loetelu

BAL — 2,3-dimerkaptopropanool

CcO - tsiitokroom c okslidaas

CP — tseruloplasmiin

Cu,Zn-SOD1 - Cu,Zn-superoksiidi dismutaas
ESI — elektropihustusionisatsioon

ICP - induktiivsidestatud plasma

KF - Kayser-Fleischer

LC - vedelikkromatograafia

LEC - Long-Evansi kaneelirott

MALDI - maatriksseotud laserdesorptsioon/ionisatsioon
MS - massispektromeetria

MT — metallotioneiin

PA - D-penitsillamiin

ROS - aktiivseid hapnikuiihendeid

SCC — vaike vase transporter

SEC — eksklusioonikromatograafia

TOF - lennuajaanaliisaator

TR — trietuleentetramiindivesinikkloriid
TTM — ammooniumtetratiomoliibdaat
tx - toksilise piima hiir

WT — Wilsoni tobi



Sissejuhatus

Wilsoni tébi (WT) on autosoomne retsessiivne haigus, mis on pdhjustatud ATP7B geeni
mutatsioonidest, mis pohjustavad P-tllpi ATPaasi ATP7B talitlushdireid. Haiguse levimus on
1:30°000 ning on kirjeldatud juba rohkem, kui 500 mutatsiooni ATP7B geenis. Suurim kogus ATP7B
valku leidub hepatotsitides, kus ta taidab vase kehast eemaldamise funktsiooni sapi kaudu ning
sisestab vaske tseruloplasmiini, mis omakorda vabastatakse verre. Vase homd&ostaas on organismis
rangelt reguleeritud, kuna suurtes kogustes on vask miirgine ja pohjustab okstidatiivset stressi.

WT korral on ATP7B valgu mdlemad funktsioonid hairitud, mis viib liigse vase kogunemisele raku
sees, pohjustades selle havimise. Samuti laguneb apo-tseruloplasmiin mittemetalleerumise tottu ja
selle kontsentratsioon veres vaheneb. Tseruloplasmiini vere tase muutus on Uheks WT
diagnoosimise testiks, kuid ainult selle jargi WT diagnoosida ei saa. Lisaks sellele on WT patsientidel
suurenenud vase sisaldus uriinis, mis on teine WT iseloomulik tunnus.

Kuigi haigus on Usna hasti uuritud ja on juba leitud mitmeid téhusaid ravimeetodeid, pole siiani
teada, kuidas vask WT pddevatel patsientidel uriiniga eritub. Varasemad uuringud on naidanud, et
vask ei esine uriinis vabas vormis, vaid on seotud vdikese molekulmassiga molekuliga, mida nimetati
vaikeseks vase kandjaks (SCC). Samuti on ndidanud, et SCC kogus suureneb vastusena vaba vase
kontsentratsiooni suurenemisele. Lisaks sellele on vaidetud, et SCC leidub ka tervetel inimestel.

Kadesoleva t60 eesmargiks oli tuvastada SCC ning samuti seda iseloomustada. Katsed viidi labi kolme
erinevat tiilipi hiirte uriini proovidega: Atp7b**, Atp7b*"¢" ja Atp7b”". Neid proove analiilisiti SEC,
LC-ICP MS ja MALDI MS meetoditega. Katse tulemused vGivad anda tdiendavaid teadmisi SCC kohta
ning panusatada WT uuringutesse.



1. Kirjanduse ulevaade

1.1. Vase metabolism

Vask on koigi elusorganismide (ks peamisi mikroelemente. Vask osaleb redoks katallisis, samuti
stnaptilises lilekandes ja mangib kofaktori rolli Cu,Zn-superoksiidi dismutaasi (Cu,Zn-SOD1) ja
tsitokroom c okslidaasi (CcO) enstiimides (Cobine et al., 2021). Samuti osaleb ta mitogeen-
aktiveeritud proteiinkinaasi MEK1 poolt Erk fosforlleerimisel (Turski et al., 2012) ja cAMP
lagundava fosfodiesteraasi PDE3B reguleerimisel (Krishnamoorthy et al., 2016). Uhelt poolt avaldab
vask positiivset mdju rakkude talitlusele, soodustades ensiilimide korrektset toimimist. Teisest
kiiljest tuleb selle kontsentratsiooni rakus hoolikalt reguleerida, kuna vask vdib suuremal
kontsentratsioonil avaldada ka toksilist moju rakkudele (Gaetke & Chow, 2003). Vase toksiline mdju
avaldub reaktsioonis vesinikperoksiidiga produtseerides aktiivseid hapnikulihendeid (ROS), nagu
hidroksidl radikaal Iabi Fenton reaktsiooni (vrrand 1):

L—Cu(l)+H,0, > L—Cu(Il)+ 0H + OH™ (vbrrand 1),

kus L on ligand (Gaetke & Chow, 2003). Need lhendid kahjustavad DNA-d, lipiide ja enslilime,
héirides raku funktsioneerimist, mis voib viia selle surmani (Marnett, 2000, Phaniendra et al., 2015,
Stadtman & Levine, 2000, Yld-Herttuala, 1999).

Imetajatel omastavad vaske toidust peensoole enterotsiilidid (Doguer et al., 2018). Raku pinnal
olevad transporterid, divalentne metalli transporter-1 (DMT1) ja CTR1 transpordivad vastavalt
Cu(ll) ja Cu(l) ioone. Rakusiseses ruumis esineb vase redutseeritud vorm redutseerivate ainete
NADPH ja glutatiooni (GSH) suure kontsentratsiooni tdttu. Cu(ll) on peamiselt leitud valkudes, mis
osalevad redoks katallisis (Falcone et al., 2021). Selleks, et moodustada Cu(l) ioone, on raku pinnal
spetsiaalsed reduktaasid, mis viivad vase Cu(ll) olekust Cu(l) olekusse, soodustades transporti labi
peamise CTR1 transportvalgu (Ohgami et al., 2006). Kui vask on imendunud, seondub see kohe
glutatiooniga, mis transpordib vase korgema afiinsusega valkudele (Maryon et al., 2013).
Spetsiaalsed vaske siduvad valgud ehk vase Saperoonid, transpordivad Cu(l) organellidesse ning
vahendavad vase seondumist valkudega, toetades rakkude funktsioneerimist (Palumaa, 2013).
Vase Saperoon superoksiidi dismutaasile (CCS) transpordib ja aitab aktiveerida tsiitosoolses
piirkonnas Cu,Zn-SOD1, mis omab antiokslidatiivset rolli, vihendades ROS ihendite taset (Wong et
al., 2000). COX17 transpordib ja metallerib vasega COX11 ja SCO1 Saperoone, mis omakorda
transpordivad ja metallerivad vastavalt COX1 Cusg-saiti ning COX2 Cua-saiti. COX1 ja COX2 on CcO
kaks peamist subiihikut. CcO osaleb raku hingamisahelas vahendades elektroni tlekandmist ning
tekitades molekulaarsest hapnikust kaks vee molekuli (Banci et al., 2004). ATOX1 transpordib ja
vahetab vaske vase ATP-aasidega ATP7A ja ATP7B, mis asuvad trans-Golgi rajas (Hatori & Lutsenko,
2016). ATP7A ja ATP7B valgud eemaldavad liigset vaske enterotsiiitidest voi hepatotsiiitidest
vastavalt verre vGi sappi (Chen et al., 2020).

Vase homdostaasi rajas osalevad ka metallotioneiinid (MT-d), valgud, milledel on tugev afiinsus
Cu(l) ioonide suhtes (Juarez-Rebollar et al., 2017). MT-d peetakse antioksidantideks, kuna nad
voivad siduda metalle, mis on iseeneslikult toksilised (kaadmium ja elavhdbe) voi pShjustavad ROS
Uhendite moodustumist (vask), lisaks seovad MT-d ka Zn(ll) ioone (Thirumoorthy et al., 2011). MT-
d on vGimelised reguleerida metallioonide tasemeid rakus, kuna neid siinteesitakse vastuseks vase
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vOi tsingi taseme tdusule. Vastupidi, kui metallioonide kontsentratsioon rakus vaheneb, siis metallid
vabastatakse MT-dest, et tagada vajalike metallide optimaalset kontsentratsiooni (Coyle et al.,
2002). Rakusisene vase lihtsustatud metabolism on illustreeritud joonisel 1.
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Joonis 1. Vase rakusisene metabolism. Cu(ll) - sinine; Cu(l) - punane; DMT1 - Cu(ll) transporter; Ctrl - Cu(l) transporter;
MT1/2 - metallotioneiinid; ATOX1 - vase $aperon ATP7A ja ATP7B vase P-tiilipi ATPaasile; COX17, COX11 ja SCO1/2 - vase
Saperonid tslitokroom c okstidaasile (CcO); CCS - vase Saperon Cu,Zn-superoksiidi dismutaasile (Cu,Zn-SOD1); CuPr -
sekretoorne vase valk. Kohandatud allikast (Chen et al., 2020).

Kui ks vOi mitu osalejat vase jaotusahelas ei to6ta, pOhjustab see tGsiste patoloogiate teket.
Naiteks, mutatsioonid geenides ATP7B ja ATP7A, mis on otseselt seotud vase jaotumisega kehas,
kutsuvad esile vastavalt vase kuhjumist voi selle puudumist. Need haigused on tuntud Wilsoni ja
Menkese tove nimede all (Kaler, 2013).

1.2. Wilsoni tobi

Wilsoni t6bi (WT) on autosoomne retsessiivne haigus, mis on pohjustatud mutatsioonidest ATP7B
geenis. Haiguse levimus on vanuses 5 — 35 aastat ligikaudu 1 juhtum 30°000-st. Varajasel
diagnoosimisel on WT ravitav, kuid hilisemates staadiumites avastamisel |Gpeb surmaga
(Cztonkowska et al., 2018). ATP7B geenis on kirjeldatud rohkem, kui 500 mutatsiooni, millest 380
viivad valgu funktsionaalsuse taieliku kadumiseni (Ferenci et al., 2012).

ATP7B valku ekspresseeritakse enamasti maksarakkudes (hepatotstttides), kuid vaike kogus esineb
ka ajus. Sellest tulenevalt akumuleerub vask peamiselt maksas ja ajus, mis pdhjustab tdsistel
juhtudel vastavalt maksatsirroosi v4i neurodegeneratsioonist péhjustatud psiihikahdireid. Liigne
vask voib kanduda ka vereringesse, mis vdib mdjutada selle ladestumist teistesse kehaosadesse,
pohjustades tisistusi sidames, neerudes ja silmades (Ferenci et al., 2012).



ATP7B valgu pohililesanne on eemaldada sapi kaudu organismist liigne vask. Selle valgu teine
funktsioon on vasest séltuva enstimi tseruloplasmiini (CP) metalleerimine. CP on valk, mis
katallusib raua okstideerumist Fe(ll)-st Fe(lll)-le, omades samal ajal tugevat vase sidumisvGimet.
Parast metalleerimist eksporditakse CP vereringesse, kus ta transpordib vaske seda vajavatesse
rakkudesse (Mzhel’skaya, 2000).

WT korral on ATP7B valgu molemad funktsioonid hairitud. Apo-CP ei ole aktiivne ja seda
lagundatakse proteasoomides, mis viib CP taseme langusele veres. Seetdttu CP madal tase
vereplasmas on ks WT diagnoosimise tunnuseid (Kojimahara et al., 1995).

Samuti on WT patsientide tunnuseks Kayser-Fleischeri (KF) ringi olemasolu silma sarvkesta imber
(joonis 2) (Goel et al., 2019). Need on p&hjustatud vase ladestumise tottu sarvkihi tagumisel piirkihil
ja neid diagnoositakse peamiselt neuroloogilise kahjustusega patsientidel. KF ringide olemasolu ei
hairi nagemisfuktsiooni. KF ringe saab diagnoosida kasutades pilulampi ning peale adekvaatset ja
pikaajalist ravi ringid kaovad (Ala et al., 2007).

N

Joonis 2. Kayser-Fleischeri ring. Allikas: (https://wilsondisease.org/do-i-have-wilson-
disease/kayser-fleischer-rings/).

Wilsoni téve diagnoosimiseks on vGimatu tugineda ainult Ghele konkreetsele tunnusele, vaid tuleb
arvesse voOtta mitmeid naitajaid. Alles parast seda saab teha kindla jarelduse diagnoosi kohta.
Oigeks diagnoosimiseks md&detakse CP kontsentratsioon vereplasmas, kontrollitakse KF ringide
olemasolu silmades ja mdddetakse vase kontsentratsiooni uriinis (Roberts & Schilsky, 2008). Lisaks
on heaks diagnostiliseks meetodiks vahetatava vase sisalduse (CUEXC) mG&&tmine vereplasmas. WT
patsientidel on CUEXC tase kdrgem, kui tervetel, mis teeb CUEXC tase mddtmine usaldusvaarseks ja
kiireks WT diagnoosimise meetodiks (Woimant et al., 2019). Kui saadud tulemustes on ebaselgusi,
siis tehakse maksakoe histoloogiline analtits, kus m&ddetakse vase kontsentratsiooni 1 grammi
kuivatatud materjali kohta (Roberts & Schilsky, 2008). Skriining ATP7B geeni mutatsioonide
tuvastamiseks on veel Giheks tdhuseks vdimaluseks tuvastada WT haiguse ohuga patsiente. Naiteks,
viidi selline skriinig 1abi Puerto Ricos vastsiindinute populatsioonis, mis andis véimaluse vanemaid
ette teavitada, et lapsel on oht WT tekkeks (Vicario-Feliciano et al., 2022). Eestis viidi labi Eesti
Biopangast 210’000 geenidoonorite elektrooniliste haiguslugude uuring, kus tuvastati 17 kérge
riskiga potentsiaalset WT patsienti. Arstile tagasikutsumise visiitide tulemusena leiti, et nendel
inimestel oli vdhenenud tseruloplasmiini ja vase tasemed plasmas ning neist enamikul esinesid
neurodegeneratsiooni varased voi hilised ndhud (Nurm et al., 2024).


https://wilsondisease.org/do-i-have-wilson-disease/kayser-fleischer-rings/
https://wilsondisease.org/do-i-have-wilson-disease/kayser-fleischer-rings/

Kahe viimase uuringu pdhjal vdivad inimese genoomi skriiningud ja geenipangad saada
usaldusvaarseteks meetoditeks WT enneaegseks diagnoosimiseks.

1.3. Wilsoni tove ravi

Wilsoni tdbi on ravitav ja tdnaseks on vilja tootatud lisna tdhusad meetodid. Haigus on hasti ravitav
varajases staadiumis. Ravi tulemusena inimene voib kaotada kdik haiguse simptomid ja elada
normaalset elu (Aggarwal & Bhatt, 2018). Peamine WT ravimeetod on kelateerimine, ehk vase
sidumine ja organismist eemaldamine. Kdige enimkasutatavad kelaatorid on 2,3-
dimerkaptopropanool (BAL), D-penitsillamiin (PA), trietlileentetramiindivesinikkloriid (trientiin)
(TR) ja ammooniumtetratiomoliibdaat (TTM) (Walshe, 1999). Kelaatorite struktuuri joonised on
toodud Lisas 1. Haiguse hilisemates staadiumites kasutatakse maksa siirdamist.

BAL oli esimene kelaator, mis suutis vaske kehast eemaldada (Denny-Brown & Porter, 1951). Kuigi
see ravim on mone WT patsiendi puhul ndidanud paranemist, on see aja jooksul ndidanud ka palju
puudusi. Seda manustatakse intramuskulaarselt, mis péhjustas valu ja hematoome sistimise kohas.
Samuti kujunes aja jooksul valja tolerantsus ravimi suhtes, mis omas ravis vastupidist mdju
(Aggarwal & Bhatt, 2018). Praegu plltakse seda ravimit mitte kasutada ja minna lle vahem
ohtlikule suukaudsele ainele, milleks on TR vGi PA (Aggarwal & Bhatt, 2014).

PA on praegu liks paljudest populaarsetest kelaatoritest. PA kasulikke omadusi kirjeldati juba 1956.
aastal. PA suurendas vase eritumist kehast mitu korda vérreldes BAL-iga ja sellel oli véahem
korvaltoimeid (Walshe, 1956). Ravi maaramisel jalgitakse patsienti esimestel nadalatel
tahelepanelikult ja annust reguleeritakse olenevalt korvaltoimete esinemisele. Monedel
patsientidel vGib esineda esimestel nddalatel talumatus PA suhtes (Weiss et al., 2013). Sellisel juhul
madratakse kas vdiksem doos v8i minnakse Ule teisele ravimile. Kui esimestel kasutusnadalatel
kérvaltoimeid ei esine, maaratakse PA patsiendile eluaegseks kasutamiseks. Uks tdsisemaid
korvaltoimeid on neuroloogiliste kérvalndhtude suurenemine PA-d kasutavatel patsientidel.
Arvatakse, et selle pdhjuseks on liigse vase vabanemine vereringesse, mis omakorda pd&hjustab
ajurakkude kahjustusi (Kalita et al., 2014).

Juhul, kui patsientidel ilmnevad PA kd&rvaltoimed, kasutatakse WT raviks TR-i. VGrreldes PA-ga on
sellel ravimil pisut halvem vdime eemaldada kehast vaske, kuid TR-il on vdhem tdsiseid
korvaltoimeid. Seetdttu on trientiin WT puhul teine kdige sagedamini kasutatav kelaator (Walshe,
1982). Mdned patsiendid on aja jooksul kogenud PA-ga sarnaseid neuroloogilisi kdrvalekaldeid, kuid
nende vahendamiseks vGib annust vahendada voi lGle minna monele teisele ravimile (Litwin et al.,
2015).

Kuna PA ja TR puhul avaldusid neuroloogilised kdrvalnahud, siis pakuti valja uus ravim - TTM, millel
on korge efektiivsus ning samal ajal vahem raskeid ja sagedasi krvaltoimed. TTM on juba ndidanud
eeliseid varasemate ravimite ees 2. faasi kliinilistel uuringutel, samuti patsientidel, kes ei talu PA,
TR ja BAL-i. TTM labib praegu 3. faasi kliinilisi uuringuid ja on juba ndidanud, et tal on oluliselt vdhem
neuroloogiliste kdrvalekallete esinemissagedus. Kuna TTM-i pikaajalist toimet pole veel p&hjalikult
uuritud, on selle efektiivsus ja kasutamine ravimina eksperimentaalne (De Fabregues et al., 2020,
Smirnova et al., 2018)
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Ravimina kasutatakse ka tsingi soolasid (sulfaati, atsetaati vGi gliikonaati), mis stimuleerivad MT-de
tootmist enterotsiiiitides (Brewer, 1999). MT-del on vase suhtes suurem afiinsus kui tsingi suhtes,
mistottu metallotioneiinid seovad soolestikus rakku sisenevat vaske ega lase seda verre. See
ravimeetod ei ole kdige tdhusam ja seda ei kasutata sageli, kuid seda saab kasutada ennetava
meetmena vGi haiguse varajases staadiumis (Aggarwal & Bhatt, 2018).

WT puhul kasutatakse ravi tdiendusega ka madala vasesisaldusega dieeti (Uriu-Adams & Keen,
2005).

1.4. Wilsoni tove loomamudelid

Kuna mitmetel patsientidel kutsub kelaatravi esile ebameeldivaid neuroloogilisi siimptomeid ning
samuti pole WT mehhanismid tdielikult arusaadavad, oleks vaja uuringuid jatkata.
Teadusuuringutes kasutatakse WT mudelloomi, et mdista haigusprotsesse ja leida sobivad
ravimeetodid, mida saab inimestele rakendada. On mitmeid WT hiirte ja rottide mudeleid, mille
puhul on hea simptomite sarnasus inimestega ja seeparast on nad ka kdige paremini sobilikud
inimeste WT uurimiseks. Need WT mudelid on Long-Evansi kaneelirott (LEC), toksilise piima hiir (tx)
ja Atp7b geeni kogu keha nokaut hiir (Atp7b”) (Reed et al., 2018).

LEC mudel on enim uuritud. Atp7b geenis avastati autosomaalse retsessiivse paranduvusega
mutatsioon, mis viis stinteesitud valgu funktsiooni kadumiseni. LEC-rottidel ilmnes vase taseme
t6us maksas, hepatiidi teke, tseruloplasmiini taseme langus vereseerumis, samuti vase sisalduse
langus sapi seerumis (Okayasu et al., 1992, Wu et al., 1994, Yamada et al., 1993). Rottidel avastati
ka moned neuroloogilised korvalekalded, mis olid arvatavasti seotud vase vabanemist
hepatotsttidest ja selle Glekandmist ajju (Hayashi et al., 2006). Kdik Glalnimetatud simptomid
esinevad ka WT patsientidel, seega valiti see mudel edasiseks in vivo katseteks. LEC mudeli
kasutades demonstreeriti Atp7b valgu v6ime eemaldada vaske sapi kaudu ning sisestada teda CP-
sse. Samuti viidi 1abi maksa siirdamise katsed (Terada et al., 1999, Terada et al., 1998). Kuigi sellel
mudelil on palju sarnasusi, on sellel ka oma erinevusi WT-st. Naiteks, neil loomadel esineb sageli
hepatotsellulaarne- ja kolangiokartsinoom, mis esineb ainult 1,2%-1 haigestunud inimestest. Samuti
puuduvad rottidel KF ringid ja neuroloogiline pilt ei ole taiesti sarnane inimesel tdheldatavaga, mis
tekitab WT modelleerimisel mdningaid piiranguid (Pfeiffenberger et al., 2015, Reed et al., 2018).

Toksilise piima hiire (tx) avastas professor Rauch 1974. aastal. Vastsiindinud hiired olid nérgad, neil
oli vdahenenud pigmentatsioon, kehv kasv, varisemine ja ebanormaalne liikkumiskditumine, mis viis
surmani 2 nadala jooksul (Rauch et al., 1983). Selgus, et selle fenotiilbi péhjustas madal vase
kontsentratsioon emarottide piimas, mis omakorda oli pdhjustatud autosomaalsest retsessiivsest
mutatsioonist Atp7b geenis. Mutatsioon viis Atp7b valgu funktsionaalsuse kadumiseni ja
emasloomas kogunes vask ajus, maksas ja teiste organite kudedes, kuid ei eritunud piima kaudu.
Poegade toitmine terve ema piimaga viis nende seisundi paranemiseni ja selle tulemusena
normaalse arenguni (Michalczyk et al., 2000, Rauch et al., 1983).

Professor Jacksoni laboris avastati sarnane mudel Atp7b geeni mutatsiooniga (tx’), mis tekitab
sarnaseid simptomeid tx rottidega. Mutatsioon t3i kaasa vanematel rottidel vase taseme téusu
maksas, madala CP taseme veres ja vase taseme languse nende piimas (Coronado et al., 2001).
Selles mudelis tuvastati méned neuroloogilised kérvalekalded, sarnaselt inimpatsientidega, kuid
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siiani pole selge, mis on nende pohjuseks. Praegu kasutatakse seda mudelit Atp7b valgu
funktsiooniga seotud vase homdostaasi uurimiseks (Przybytkowski et al., 2013, Reed et al., 2018).

Atp7b”- mudel loodi geneetiliselt, sisestades Atp7b geeni teise eksonisse terminatsioonikoodonid,
mis takistavad taielikult Atp7b valgu slinteesi kogu kehas. Hiired slindisid vasepuudusega ja kui neid
toitis sama mutatsiooniga ema, tekkisid neuroloogilised korvalekalded. Neuroloogiliste
simptomitega pojad surid kaks nadalat parast stindi. Terve ema toitmisel tGusis vase tase loomade
maksas kuue kuu jooksul kriitilise piirini. Teistes elundites (aju, neerud, silmad) kogunes vask
aeglasemalt, mis on arvatavasti seotud teise P-tlilipi ATPaasi Atp7a kompensatoorse funktsiooniga
(Buiakova et al., 1999, Lutsenko, 2008).

Praegu kasutatakse Atp7b”" mudelit maksapatoloogiate ja WT arengu tdiendavate mehhanismide
uurimiseks.

Lisaks Ulaltoodud mudelitele loodi hiljuti veel iiks oluline mudel - Atp7b®"e". Selle liini eripéra
seisneb selles, et Atp7b valk inaktiveeriti ainult hepatotsttides, mis viib vase akumuleerumisele
maksas, korgele vase tasemele uriinis ja madalale CP kontsentratsioonile vereplasmas. Kuigi
fenotiilip on sarnane Atp7b”-ga (kdrge Cu tase maksas ja uriinis ja madal CP tase vere plasmas), ei
esine Atp7b?eP-i| 4gedat maksahaigust, nagu Atp7b”" puhul. Samuti oli MT-de tase oluliselt kdrgem
kui Atp7b”" puhul (Muchenditsi et al., 2017).

Atp7b® hiirte hepatotsiitides oli vase homdostaas hairitud, lisaks taheldati hepatotsiiitide
lipiidide ja nukleiinhapete regulatsiooni haireid (Muchenditsi et al., 2021). Selle taustal tekkis hiirtel
umbes 45 nadala parast maksa steatoos. Hetkel ei ole teada, mis tapselt pdhjustab kliiniliste piltide
erinevusi Atp7b”" ja Atp7b*"¢P vahel. Mehhanismide (iksikasjalikumaks kirjeldamiseks on selles
valdkonnas vaja teha tdiendavaid uuringuid (Muchenditsi et al., 2017).

1.5. Vaike vase transporter, SCC

Uks WT markeritest on vase sisalduse tdus uriinis. Selle fenomeni tdpne mehhanism on aga
ebaselge. Atp7b”" hiire uriini uuringud néitasid, et vask ei ole vabas vormis, vaid pigem seotud ~2
kDa peptiidiga, mida nimetati vdikeseks vase transporteriks (SCC) (Gray et al., 2012). Samuti naidati,
et SCC konkureerib vaba vase sidumise eest CTR1-ga. Sellised leiud viitavad lisaks peamisele, ATP7B
kaudu toimuvale mehhanismile, veel tdiendava mehhanismi olemasolule vase eemaldamiseks
kehast (Gray et al., 2012). Samuti on nédidatud, et SCC esineb ka normaalses vase homdéostaasis,
kuid vaikestes kontsentratsioonides. Vase kontsentratsiooni suurenemisega rakkudes suureneb
SCC sekretsioon uriiniga. K6ik need leiud viitavad vase homoostaasi keerukamale reguleerimisele
kehas (Gioilli et al., 2022). SCC edasised uuringud aitavad tadiendavalt mdista vase homdostaasi ning
annavad rohkem selgitusi WT mehhanismide kohta.
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2. To0 eesmargid

Kiesoleva t66 eesmargiks oli SCC tuvastamine Atp7b**, Atp7b*"?, Atp7b”" hiire uriini proovides
ning selle peptiidi tdiendav iseloomustamine SEC, LC-ICP MS ja MALDI MS meetoditega.
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3. Materjalid ja meetodid

3.1. Materjalid

Atp7b**, Atp7b*HeP, Atp7b”" hiirte uriini proovid saadi Ameerika Uhendriikidest Johns Hopkinsi
Ulikoolist. Proovid olid kogutud dr. Ekaterina Kabini poolt kasutades metaboolseid puure (Giral et
al., 2022). Koéik uriiniproovid tsentrifuugiti 30 minutit 21000 rpm-ga, et eemaldada uriinist tahked
osakesed, rakud ja suuremad valkude agregaadid. Seejarel jagati proovid puhtadesse Eppendorfi
tuubidesse 130 ul kaupa. Proovide pikaajaliseks sailitamiseks hoiti neid -80°C juures. Kdesolevas
t60s kasutatud kemikaalid: a-tstiano-4-htidroksikaneelhape (Sigma, C2020-25G),
ammooniumatsetaadi pulber (Sharlau, AMO0254), Milli Q vesi (TKA LabTower TII (UV)),
lammastikhape (Fisher, A509-P1), insuliin (Sigma, 12643-50MG), vitamiin B-12 (Sigma, V2876),
siinteesitud IPF valk (Niedersachsisches Institut fir Peptid-Forschung GmbH), L-triiptofaan (Fluka,
T0254-1G).

3.2. Meetodid

3.2.1. Valkude uurimine eksklusioonikromatograafia abil

Eksklusioonikromatograafia (SEC) on Uks tuntumaid kromatograafilisi meetodeid, mida kasutatakse
laialdaselt proovis sisalduvate molekulide lahutamiseks nende suuruse alusel. Kolonn on taidetud
inertse, poorse materjaliga (statsionaarne faas), millest juhitakse labi proovist ja lahustist koosnev
vedel segu (liikuv faas/eluent) (joonis 3). Proovis sisalduvad molekulid liiguvad koos eluendiga
kolonnis gravitatsiooni vGi pumba abil. Suuremad molekulid Iabivad kolonni poorsete materjalide
vahelt ja véljuvad kolonnist esimesena, vaiksemad aga tungivad pooridesse, suurendades seelabi
kolonnis veedetud aega ja valjuvad hiljem (joonis 3).

Seda anallilsimeetodit saab kasutada kolonnist viljuvate molekulide ligikaudse molekulmassi
maaramiseks, samuti proovi kohta pohjalikuma teabe saamiseks, sidudes SEC-i teiste
analiiiisimeetoditega (Striegel, 2022).
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Joonis 3. SEC meetodi pohimotte. Osakesed (punased) eraldatakse nende suuruse alusel.
Kohandatud allikast (Wolf, 2015).

SEC tingimused:

Uuritavate proovide fraktsioneerimiseks kasutati Superdex peptide HR 10/300 SEC kolonni, mille
statsionaarseks faasiks oli dekstraan. Kolonni [abimddt oli 10 mm ja kdrgus 300 mm, maksimaalne
maht on 24 ml ja maksimaalne véimalik réhk 1,5 MPa. See kolonn sobib molekulide eraldamiseks
massivahemikus 100 kuni 7000 Da. Kolonn oli iihendatud Akta Explorer 100 vedelikkromatograafia
seadmega koos Frac-950 fraktsioonide kollektoriga. Aparaat koosnes pumbast (P-900) ning UV/VIS
detectorist (UV-900). Valkude tuvastamiseks valiti lainepikkuseks 280 nm ning vase tuvastamiseks
610 nm.

Puhvrina kasutati 50 mM ammoonium atsetaati, pH 7.4. Voolukiiruseks valiti 0.4 ml/min. Selleks et
tuvastada tapselt vase sisladavate fraktsioonide valjumisaja Gihendati hiljiem sama kolonn LC-ICP MS
apparaadi kilge kus maksimaalne lubatud kiirus on 0.4 ml/min. Proovide stistimis ruumala oli 100
pl. Enne proovide siistimist sulatati need jaal. Ennem uue katse tegemist sistiti 100 pl mQ, et
kontrollida kolonni puhtust. Eluaat koguti 96-slivendiga plaatidesse 250 ul fraktsioonide kaupa. Kdik
plaadid hoiti jaa peal ning pikaajaliseks sailitamiseks hoiti neid -80°C juures. Andmete
visualiseerimiseks kasutati OriginPro 8.5 programm (OriginLab).

Saadud fraktsioone analiitsiti MALDI-TOF MS meetodiga.
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3.2.2. Massispektromeetria

Massispektromeetria on analilitisimeetod, mis péhineb molekulide voi osakeste eraldamisel nende
massi (m) ja laengu (z) suhe alusel. Analiilsi kdigus tuleb proov ioniseerida, et molekulid saaksid
laengu. Sel eesmargil on massispektromeetrias mitmeid ioniseerimismeetodeid, mis toodavad
erinevat tllpi ioone ja annavad vastavalt erinevat tlilpi tulemusi. loniseerivate seadmete Gigeks
valimiseks on vajalik teada selle t66pohimdtet, huvipakkuva katse labiviimise tingimusi ning
noutavaid katsetulemusi (Haag, 2016). loniseerimise kaigus genereeritakse ioonide voog, mis
saadetakse massianallisaatorisse. Peamiselt on kasutusel kvadrupool, lennuaja- (TOF) ja
magnetmassianallsaatorid. Kvadrupool massianalisaator eraldab ioonid teatud m/z vahemikus
Ulejaanud ioonivoost. Lennuaja massianallisaator eraldab osakesed nende lennuaja alusel, mis
omakorda séltub nende m/z suhtest.

Magnetmassianallisaator eraldab osakesed nende lennutrajektoori muutuste pohjal magnetviljas
soltuvalt nende m/z suhtest (Miller & Denton, 1986). Kombineerides ionisatsioonimeetodeid ja
massianallsaatoreid, on voimalik saada ainulaadseid eksperimendi nduetele vastavaid
instrumente. Parast ioonivoo labimist massianaliisaatorist jouavad ioonid detektorisse, mis votab
vastu ja vGimendab ioonsignaali. Arvuti interpreteerib signaale massispektrisse, mis naitab signaali
intensiivsuse sdltuvust selle m/z suhtest (joonis 4).

: loonide loonide
Gaasifaas sorteerimine tuvastamine

Elektronide
loendur

.

Vaakum Andmed

Allikas > | Anallisaator >

Proovi _
sisestamine Massispekter

Joonis 4. Massispektromeetria pohiméte. Kohandatud allikast (Vandenbroucke, 2017).

Massispektromeetria peamine kasutusala on Ghendite molekulmassi leidmine. Esialgu oli meetod
kasutusel ainult lihtsate keemiliste Ghendite anallisiks, kuid peale elektropihustusionisatsiooni
(ESI) ja maatriksseotud laserdesorptsiooni/ionisatsiooni (MALDI) meetodi viljatéotamist sai
vOimalikuks analllisida ka suuremaid molekule, nagu valke (Fenn et al., 1989).
Massispektromeetria abil vdib samuti hinnata kvalitatiivselt kindla iooni olemasolu ja tuvastada
Uhendeid.
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Séltuvalt massispektromeetria meetodist, on vaja proove eelnevalt to6delda, nditeks lahutada SEC
kolonnis. MAned mass spektromeetrid lubavad (ihendada vedelik- (LC) voi gaaskromatograafia (GC)
seadet tdiendavate uurimistulemuste saamiseks (Schmitz, 2016).

3.2.2.1. ICP-MS

Induktiivsidestatud plasma (ICP) on (ks ioniseerimismeetodeid massispektromeetrias, kus
ionisatsiooni allikana kasutatakse korge temperatuurini elektriliselt kuumutatud gaasi, mis
vOimaldab saavutada plasmaoleku. ICP-MS kasutatakse perioodilisuse tabeli elementide uurimiseks
vaga madalates kontsentratsioonides, sest meetod on (litundlik ja tapne. Plasma on elektriliselt
laetud, ning vGimaldab elektrone lle kanda. Samuti osaleb ta molekulide ioniseerimisel ning iooni
transportimisel massianaliisaatorisse. Tavaliselt kasutatakse gaasina argooni, mis tagab plasma
stabiilse oleku ning olles inertne, ei interakteeru analGidi molekulidega (Wilschefski & Baxter,
2019).

Tavaline ICP-MS siisteem koosneb proovide sisestamise seadmest, plasma piirkonnast, koonuste
vahelisest ruumist, ioonoptikast, massianallisaatorist ja detektorist (joonis 5). Proovi sisestamiseks
kasutatakse nebulisaatorit, mis pihustab vedeliku proovi gaasikambrisse, tekitades aerosooli.
Gaasikambrit nimetatakse “t6rvik”, mis on kvartsist valmistatud kolmik-toru, mille sees voolab gaas
ning Uhest otsast on kinnitatud elektrivooluga spiraal, mis soojendab gaasi plasma olekusse.
Argooni plasma ioniseerib ja lagundab analiilidi molekule aatomiteks. lonisatsiooniprotsessi kdigus
aurustub koigepealt molekuli Gmbritsev vedelik, jattes jarele aurustunud analliddi molekulid,
seejarel dissotsieerub molekul aatomiteks, mis seejarel ioniseeritakse, tekitades seeldbi laetud
osakeste voo. Peale ioniseerimist liigub osakeste voog labi ruumi, mis koosneb kahest koonusest.
Koonused eraldavad plasmat massianallisaatorist. Enne massianallisaatori sattumist |abib
ioonivoog elektrilisi 1aatsi, mis eraldavad ioniseeritud osakesed neutraalsetest ja fokusseerivad
ioonivoo massianallisaatorisse. Massianallisaatorina kasutatakse tavaliselt kvadrupooli, mis
eraldab ioone nende m/z suhe alusel. Eraldanud ioonid sattuvad detektorisse, kus signaal
muudetakse digitaalseks (Wilschefski & Baxter, 2019).

Detektor

Turbo pumbad

Joonis 5. ICP-MS t66pOohimébtte skeem. Kohandatud allikast (Kosler & Sylvester, 2003).
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ICP-MS analiilsiks kasutatakse vedelaid proove, mis vdimaldab proovide pidevat sistimist ja
taieliku atomiseerimist. Selle omaduse téttu on véimalik ICP-MS-i (hendada kromatograafiliste
tehnikatega (nt LC vGi GC) (Sutton & Caruso, 1999).

Tanapaeval kasutatakse ICP-MS-i UGleminekurea metallide uurimiseks, toksikoloogia uuringuteks,
proteoomika katseteks, ning proovide koostise uurimiseks; (Calderén-Celis & Encinar, 2019,
(Jaishankar et al., 2014, Laur et al., 2020).

3.2.2.2. LC-ICP MS proovidest

Selleks, et tuvastada vaske sisaldavad fraktsioonid kasutati kdesolevas t66s Agilent Technologies
7800-seeria ICP-MS (joonis 6), mis oli Ghendatud Agilent Technologies Infnity LC aparaadiga, mis
koosnes 1260-seeria p-degasaatorist, 1200-seeria kapillaarpumbast, Micro WPS autosamplerist ja
1200-seeria MWD VL detektorist. Metallide eemaldamiseks puhvrist kasutati Chelex eelkolonni.
Peptiidide lahutamiseks kasutati Superdex HR 10/300 SEC kolonni.

Joonis 6. Agilent Technologies 7800-seeria ICP-MS. Allikas: (Mccurdy et al., 2015).

ICP-MS effektiivsuse optimeerimiseks kasutati Tune Solution-it (Agilent, 5185-5959), mis sisaldas
Ce, Co, Li, Mg, Ti ja Y ioone. Gaasina kasutati argooni. Enne anallilsi proovid sulatati jaal. LC
detektori lainepikkus oli 280 nm ja ICP-MS-ga jilgitud isotoop oli 3Cu. Voolukiirus oli 0.4 ml/min.
Proovide ruumala oli 40 pl. Puhvrina kasutati 150 mM ammooniumatsetaati, pH 7.4.

ICP-MS eadme juhtimiseks kasutati programmi MassHunter (Agilent) ning HPLC slsteemi
juhtimiseks kasutati Chemstation (Agilent). Andmete visualiseerimiseks kasutati programmi
OriginPRO 8.5 (OriginLab).

3.2.2.3. MALDI MS
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MALDI MS on massispektromeetria analtitisimeetod, kus proovi ioniseerimiseks kasutatakse laserit.
MALDI MS jaoks proov segatakse maatriksiga ja kantakse spetsiaalsele plaadile, kus proovis
moodustuvad kristallid analtitidi molekulide imber. MALDI on pehme ionisatsiooni meetod, mis ei
purusta molekuli struktuuri. Maatriksi valik on oluline hea anallitsi labiviimiseks. Maatriksid on
tavaliselt orgaanilised happed ja need osalevad prootoni doonoritena ioniseerimise kaigus.
Maatriksi valik s6ltub analiiidi molekuli tidbist ning uuringute labiviimise tingimustest.
Enamkasutatavad on sinapiinhappe, a-tsiano-4-hidroksilikaneelhappe ja 2,5-
dihidroksiibensoehappe (DHB). Need maatriksid sobivad hasti valkude analiilisiks (Beavis et al.,
1992, Beavis et al., 1989, Strupat et al., 1991).

loniseerimiseks kiiritatakse maatriksiga seotud analiilidi proove laseriga, purustades maatriksi
kristallstruktuuri fragmentideks ja samaaegselt ioniseerides analliidi molekule. loniseeritud
analtitidi ioonid suunatakse massianallisaatorisse, kus need eraldatakse m/z suhe jargi.
Massianallisaatorina kasutatakse sageli TOF-i (Knochenmuss, 2006).

MALDI-TOF MS kasutatakse vaga laialdaselt valkude massianaliilsis, mikrobioloogilises analtisis
(Singhal et al., 2015) ja kliinilises analiiisis (Tsuchida et al., 2020).

Kaesolevas t60s kasutati Bruker Microflex® aparaati N; laseri lainepikkusega 337 nm ja TOF
massianallisaatoriga, mis suudab detekteerida ioone massivahemikus 0 kuni 500°000 Da.
Anallitsiks kasutati 96 tdpiga microscout Bruker plaati. Maatriksina kasutati a-tsiiano-4-
hidroksiikaneelhapet, mis oli segatud 0,3% trifluorodaadikhappe (TFA) (Fischer, 10294110) ja 60%
atsetonitriili (AcN) (Sigma, 34851-2,5L) lahusega |8ppkontsentratsiooniga 10 mg/ml.

3.2.2.4. MALDI MS vaske sisaldavatest fraktsioonidest

Selleks, et tuvastada madalamolekulaarse vase kandjat, teostati igast LC vaske sisaldavast
fraktsioonist MALDI anallils. Selleks voeti igast fraktsioonist 1 ul ja segati 3 ul maatriksiga. Plaadile
kanti 2 paralleli segu (igaliks 1 pl) ja oodati, kuni maatriks kristalliseerus. Laseri intensiivsuse ja
mootmisparameetrite juhtimiseks kasutati programmi FlexControl (Bruker Daltonics). M&lemat
paralleeli kiiritati laseriga 30% intensiivsusega vahemalt 5 korda, summeerides kdik saadud
spektrid. Massivahemik valiti 400-7040 Da ning anallUsiti teostati lineaarses reziimis.

Saadud tulemuste anallilsimiseks kasutati FlexAnalysis programmi (Bruker Daltonics). Andmete
visualiseerimiseks kasutati programmi OriginPRO 8.5 (OriginLab).
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4. Tulemused

4.1. SEC

SEC-meetodiga fraktsioneerimiseks valiti erineva genotiiiibiga 3 isashiirte uriini proovid (Atp7b**,
Atp7b*"eP ja Atp7b”" liinid). Peptiidide ligikaudse molekulmassi hindamiseks mo&ddeti ka 4
teadaoleva molekulmassiga standardit. Saadud kromatogramm on toodud joonisel 7A.

Uriini proovide suurem osa peptiididest elueeritakse retensiooni aegade 37 - 68 minutit vahel.
Kdigis proovides esines ka suure molekulmassiga peptiidide piik retensiooni ajaga 22.5 - 26 minutit
vahel (joonis 7B-D).

Insulin Mw = 5807 Da B12 Mw = 1355 Da
IPF Mw = 3542 Da L-Trp Mw = 204 Da
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Joonis 7. Kromatogramm SEC katsest. (A) Kolonni kalibreerimine standartitega. Standardid: insuliin
(roheline), IPF (lilla), B12 (sinine), L-Triiptofaan (punane) (B) Atp7b** hiire uriini proov (C) Atp7b"e
hiire uriini proov (D) Atp7b” hiire uriini proov. SEC tingimused: Superdex Peptide HR 10/300 kolonn,
voolukiirus 0.4 ml/min, 50 mM ammooniumatsetaadi puhver, pH 7.4.

4.2. LC-ICP MS
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Vaske sisaldava aine retensiooni aja maaramiseks viidi labi LC-ICP MS katse. Proovides Atp7b** ja
Atp7b"eP oli vase piik retensiooniajaga piirkonnas 38 - 46 minutit. Lisaks sellele piigile, Atp7b”"
proovis, esines piik retsensiooniajaga 19 - 29 minutit (joonised 8A ja 8B). Edasiseks MALDI katseteks
valiti fraktsioone, mille retensiooniaeg oli vahemikus 38 - 46 minutit ja lisafraktsioone
retensiooniajaga 19 - 29 minutit Atp7b”" proovis.

A B
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Joonis 8. Vaske sisaldava aine retensiooniaja mairamine LC-ICP MS meetodi abil. (A) SEC. SEC
tingimused: Superdex Peptide HR 10/300 kolonn, voolukiirus 0.4 ml/min, 50 mM
ammooniumatsetaadi puhver, pH 7.4. (B) LC-ICP MS. ICP tingimused: voolukiirus 0.4 ml/min,
detekteeritud ®3Cu isotoop, 150 mM ammoonium atsetaadi puhver, pH 7.4.

4.3. MALDI MS

Vaske siduva peptiidi molekulmassi maaramiseks teostati MALDI MS mddtmisi kahe peamise
fraktsiooniga - 1D6 ja 1F3 (joonis 9), mis vastavad piigile retensiooniajaga vastavalt 26 ja 39 min.
Atp7bHeP proovis fraktsioonis 1F3 (joonis 10B) esinesid piigid m/z suhtega 1642 ja 1001. Fraktsioon
1D6 sisaldas suurema molekulmassiga piiki m/z suhtega 4684 ja 6249 (joonis 11).
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Joonis 9. 1F3 ja 1D6 fraktsioonide asukoht SEC ja LC-ICP MS kromatogrammidel. (A) SEC. SEC
tingimused: Superdex Peptide HR 10/300 kolonn, voolukiirus 0.4 ml/min, 50 mM
ammooniumatsetaadi puhver, pH 7.4. (B) LC-ICP MS. ICP tingimused: voolukiirus 0.4 ml/min,
detekteeritud ®3*Cu isotoop, 150 mM ammoonium atsetaadi puhver, pH 7.4.
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Joonis 10. MALDI MS massispekter. (A) Atp7b** hiire uriini proovi 1F3 fraktsioon (B) Atp7b®" hiire
uriini proovi 1F3 fraktsioon (C) Atp7b”" hiire uriini proovi 1F3 fraktsioon (D) maatriks. MALDI MS
tingimused: maatriks 10 mg/ml a-tstiano-4-hiidrokstikaneelhapet, laseri intensiivsus 30%,
massivahemik 400-7040 Da.
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Joonis 11. 1D6 fraktsiooni MALDI MS spekter Atp7b”- proovist. MALDI MS tingimused: maatriks
10 mg/ml a-tstiano-4-hldroksiikaneelhapet, laseri intensiivsus 30%, massivahemik 400-7040 Da.
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5. Arutelu

Wilsoni tobi (WT) on autosoomne retsessiivne haigus, mis on seotud ATP7B geeni mutatsioonidega,
mis pOhjustavad kodeeritava valgu talitlushaireid. ATP7B valk on vase homdostaasi oluline tagaja.
Suurem osa sellest valgust leidub hepatotsiiltides, kus ta eemaldab vaske kehast sapi kaudu ning
metalleerib tseruloplasmiini (CP) vasega, mis omakorda vabaneb verre ja transpordib vaske
teistesse kudedesse. ATP7B diisfunktsiooni korral koguneb vask maksarakkudesse, p&hjustades
maksap0dletikku. Samuti laguneb mittemetalleeritud apo-CP, mis p&hjustab selle madala sisalduse
veres. See on Uks olulisemaid tunnuseid haiguse diagnoosimisel. Samuti leiti WT patsientidel
suurenenud vase sisaldus uriinis, mida tervetel inimestel ei taheldatud. Kuigi WT pohimehhanismi
on hasti uuritud, jaab ebaselgeks, miks eritub patsientidel uriiniga rohkem vaske kui tervetel
inimestel. Eelnevate uuringute kaigus leiti, et vask esineb hiirte uriini proovides kompleksis
madalmolekulaarse peptiidiga, mida nimetati "vaikseks vase kandjaks" (SCC) (Gray et al., 2012).
Teised uuringud on naidanud, et SCC esineb vadikestes kogustes ka tervete inimeste veres, ning et
SCC siintees indutseeritakse vastusena suurenenud vase kontsentratsioonile (Gioilli et al., 2022).
Need avastused viitavad vdimaliku tdiendava raja olemasolule vase homdostaasi reguleerimisel.

Kiesolevas td6s teostati md&tmisi kolme erineva genotiilibiga hiire uriiniproovidega: Atp7b**, mis
ei sisalda mutatsiooni Atp7b geenis ja sailitab normaalse vase homdoostaasi; Atp7b%H?, milles Atp7b
valk eemaldati taielikult ainult hepatotsiiiitides ja Atp7b” - Atp7b valgu tiielik eemaldamine kogu
organismis. Tundmatu vaske siduva peptiidi iseloomustamiseks kasutati SEC, LC-ICP MS ja MALDI
MS meetodeid.

Varasemad uuringud on naidanud, et SCC osaleb ka normaalses vase ainevahetuses, kuid selle tase
uriinis on viga madal. Selles t&6s Atp7b** hiire uriini proovide m&dtmisel MALDI MS meetodiga ei
tuvastatud peptiide, mis on suuremad kui 1 kDa. Uhest kiiljest kinnitab see osaliselt t&siasja, et SCC
kontsentratsioon tervetel hiirtel on vaike, teisest kiljest viitab piigi puudumine sellele, et MALDI
MS meetod ei suuda tuvastada selle esinemist madalatel kontsentratsioonidel voi sellele, et peptiidi
tegelik molekulmass on madalam kui 1 kDa. Atp7b®"é hiire uriini proovi médtmised tuvastati kaks
piiki m/z suhtega 1001 ja 1642, mis on SCC-le oletatud massivahemikus. V&ib oletada, et (ks neist
v8ib olla SCC molekulmass. Atp7b”" hiire uriini proovi LC-ICP MS tulemus néitasid suurema
molekulmassiga vaskesisaldava piigi esinemist retentsiooniajaga 19 - 29 minutit. Vastavate
fraktsioonide mddtmisel MALDI MS meetodiga tuvastati kaks suure molekulmassiga piiki m/z
suhtega 4684 ja 6249. Selline molekulmass on kdrgem kui kirjanduses valjapakutud mass SCC jaoks,
millest vGib oletada, et proovis sisaldub teine vaske seov valk, mis moodustab vasega komplekse
vastuseks vaba vase kontsentratsiooni suurenemisele rakus.

Edasised uuringud on vajalikud selleks, et iseloomustada leitud peptiide, naiteks kasutades ESI-MS
meetodit. Samuti tuleb l3abi viia katseid teiste hiirte uute uriiniproovidega kasutades samu
meetodeid, et kontrollida, kas nendel esinevad samad piigid samades fraktsioonides, voi mitte.
Samuti tuleb kontrollida kas on erinevusi isas- ja emashiirte uriiniproovide vahel. Lisaks veel vdib
kontrollida, kas leiduvad samad piigid inimese uriini proovides.
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Kokkuvote

Wilsoni t6bi on autosoomne retsessiivne haigus, mis on seotud ATP7B geeni mutatsioonidega, mis
pohjustab P-tllpi ATPaasi ATP7B disfunktsiooni.

ATP7B valk on Uks peamisi osalejaid rangelt reguleeritud vase metabolismis. Selle funktsioonide
rikkumine pdhjustab kogu vase metabolismi hdireid ja see hakkab kogunema organismi. Kuid
patsientidel esineb ka suurenenud vase sisaldus uriinis, mis tdhendab, et vdike osa vasest eritub
kehast. Avastati, et uriinis leiduv vask ei esine vabas vormis, vaid on seotud vdikese molekulmassiga
molekuliga, mida nimetati vdikeseks vase kandjaks (SCC). Nende leidude pdhjal eeldatakse, et vase
metabolismi reguleerimisel esineb ka tdaiendav rada. Tdiendavad uuringud selles valdkonnas aitavad
laiendada teadmisi Wilsoni tdve tekkemehhanismi ning vase homdoostaasi kohta.

Kaesoleva t60 eesmark oli leida SCC molekul Wilsoni tdve mudelhiirte uriini proovidest ning see
iseloomustada. Katsed viidi Iabi uriini proovidega, mis oli saadud kolmest erinevat tlpi hiire
mudelist: Atp7b**, Atp7b*"" ja Atp7b”". SCC iseloomustamise katsed viidi 1abi kolme erineva
meetodiga: SEC, LC-ICP MS ja MALDI MS.

Katsete tulemustest méargati, et Atp7b”" hiire uriini proovis esines vask kompleksis suurema
molekulmassiga peptiididega, mille m/z vaartused olid 4684 ja 6249. Atp7bHe hiire uriini proovis,
leiti vask kompleksis madalmolekulaarsete peptiididega, mille m/z vaartused olid 1001 ja 1642.
Atp7b** hiirtel sarnaseid peptiide ei leitud, mis v&ib viidata sellele, et see SCC esineb ainult
Atp7b*"eP ja Atp7b” mudelhiirtel.

Tadiendavateks uuringuteks on vajalik m&6ta teiste hiirte uriini proove samade meetoditega, et
moista, kas nendel hiirtel on samades fraktsioonides samad piigid ning kas need on ainulaadsed
isashiirtele voi esinevad need ka emashiirtel. Samuti tuleb teha katseid ESI-MS meetodiga.
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Abstract

Wilson's disease is an autosomal recessive disorder caused by different mutations in the ATP7B
gene which results in dysfunction of the P-type ATPase ATP7B.

The ATP7B protein is one of the main players in the strictly regulated copper metabolism. Violations
of its functions cause disturbances in the entire copper metabolism, and it begins to accumulate in
the body. Moreover, Wilson's disease patients have also increased levels of copper in their urine,
which means that a small amount of copper is excreted from the body. It was discovered that
copper in urine does not exist in free form but is bound to a low molecular weight molecule called
the small copper carrier (SCC). Based on these findings, an additional pathway is hypothesized to
regulate copper metabolism. Further research in this area will help to expand understanding of the
mechanism of Wilson's disease pathology and copper homeostasis.

The current work aimed to find the SCC molecule in the urine samples of Wilson's disease model
mice and to characterize it. Experiments were performed with urine samples obtained from three
different types of mouse models: Atp7b**, Atp7b*"¢? and Atp7b”. SCC characterization experiments
were performed using three different methods: SEC, LC-ICP MS and MALDI MS.

From the results of the experiments, it was noticed that in the urine sample of the Atp7b” mouse,
copper was present in a complex with higher molecular weight peptides with m/z values of 4684
and 6249. In the urine sample of Atp7b*H%* mice, copper was found in a complex with low molecular
weight peptides with m/z values of 1001 and 1642. These peptides were not found in Atp7b** mice,
which may indicate that this SCC is present only in Atp7b*"¢? and Atp7b” mice.

Further studies will require measuring urine samples from other mice using the same methods to
understand whether these mice have the same peaks in the same fractions and whether they are
unique to male mice or occur in female mice as well. Experiments with the ESI-MS method should
also be performed.
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