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Lühendite loetelu   

ATOX1 - antioksüdantne valk-1 
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Sissejuhatus  

Vask on hädavajalik organismi normaalseks talitluseks ja arenguks. Cu osaleb erinevates 

protsessides nagu rakuhingamine, neurotransmitterite süntees, lipiidide ainevahetus ja raku 

signaliseerimine. Cu on oluline metall redoksreaktsioonide katalüüsis. Vase homöostaas inimkehas 

peab olema rangelt reguleeritud, kuna Cu metabolismi häired on seotud mitmete haigustega, nagu 

Menkesi tõbi (MNKT), Wilsoni tõbi (WT), vähk, rasvumine, Alzheimeri tõbi. 

WT on autosoomne retsessiivne pärilik haigus, mille puhul toimub vase akumuleerumine kehas, 

eriti maksas, ajus ja sarvkestas. Kõige levinumateks WT sümptomiteks on maksapõletik, 

neurodegeneratsioon ja psüühikahäired. WT korral muutuvad mitmed rakusisesed protsessid, nagu 

rakusisene transport ja rakutsükkel. On näidatud, et Cu homöostaasi häirimine toob kaasa ka raku 

morfoloogilisi muutusi. WT korral muutub hepatotsüütide kuju ja suurenevad nende tuumad, mis 

viidab sellele, et liigne Cu takistab normaalset tsütoskeleti talitlust. Tsütoskelett on raku 

põhikomponent, mis säilitab raku kuju, vahendab rakusisest transporti ja reguleerib mehaanilisi 

ühendusi. Raku tsütoskelett koosneb peamiselt F-aktiinist, mikrotuubulitest (MT-d) ja 

vahepealsetest filamentidest. MT-d annavad rakule tuge ja stabiilsust. Lisaks sellele osalevad nad 

rakkude migratsioonis, signaalide ülekandmises, vesiikulite transpordis ja tsütoplasma 

moodustumisel. 

MT-te struktuur koosneb korduvatest polümeriseerunud α/β-tubuliini heterodimeeridest. 

Tubuliinil on palju isovorme ja neid uuritakse intensiivselt in vitro ja in vivo. Tubuliini struktuur on 

samuti mõjutatud Cu poolt. On näidatud, et Cu pärsib β-tubuliini sünteesi hippokampuse 

neuronites. Vaatamata intensiivsetele uuringutele pole veel täpsemalt teada, kuidas vask mõjutab 

α/β-tubuliini struktuuri. Üldise Cu metabolismi ja selle rolli mõistmiseks tervises ja haiguse 

tingimustes (kaasarvatud WT ja teised Cu kuhjumisest põhjustatud häired) on vaja uurida, kuidas 

α/β-tubuliin seob vaskioone ja kui tugev on see interaktsioon, ehk kui suure sidumiskonstandi abil 

saab seda iseloomustada. Käesoleva töö raames kasutati LC-ICP MS metoodikat selleks, et uurida 

Cu(I) sidumist α/β-tubuliini heterodimeeridega. Näidati, et Cu(I) ioonid ei seostu dimeeriga, vaid 

seostuvad peamiselt α/β-tubuliini oligomeeridega. Samuti määrati, kui tugevasti α/β-tubuliini 

oligomeerid seovad Cu(I) ioone kasutades konkureeriva ligandina ditiotreitooli (DTT-d). 
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1  Kirjanduse ülevaade 

1.1  Vase metabolism 

Vask on hädavajalik mikroelement kõikide organismide jaoks (1). Cu on oluline redoksmetall ja 

ensüümide kofaktor, kuna ta asub ensüümide aktiivtsentris ja vahendab redoksreaktsioone (2,3). 

Cu-st sõltuvad ensüümid osalevad erinevates bioloogilistes protsessides, nagu näiteks raku 

signaliseerimine, mitokondriaalne hingamine, neuromediaatorite süntees ja lipiidide ainevahetus 

(3–5). 

Organismis esinevad mõlemad vase ioonsed vormid - oksüdeeritud Cu(II) ja redutseeritud Cu(I), aga 

inimese raku sisse transporditakse vask enamasti Cu(I) kujul, kuna rakkude sees on taandav 

keskkond (1). Glutatioon/glutatioondisulfiid (GSH:GSSG), nikotiinamiidadeniindinukleotiid 

(NAD+/NADH), nikotiinamiidadeniindinukleotiidfosfaat (NADP+/NADPH) redokspaarid tagavad 

taandava keskkonna säilitamise (6,7). Raku redoskoleku muutustega on seotud mitmed häired 

sellistes olulistes protsessides, nagu rakkude diferentseerumine ja kasv (1,6). 

Joonis 1. Vase imendumine inimese organismis. Kohandatud (4) BioRender programmi abil. 

Cu siseneb organismi toiduga peensoole kaudu ja imendub peamiselt kaksteistsõrmiksooles 

enterotsüütide kaudu. Vase imendumine toimub ka peensooles ja maos ((1,8), Joonis 1). Enne rakku 

sisenemist redutseerivad STEAP perekonna metalloreduktaasid Cu(II) peamiselt Cu(I)-ks ((9,10), 

Joonis 2). Vask siseneb rakku läbi kõrge afiinsusega vase transporteri (CTR1) ((8,11), Joonis 2). 

Vaskioonide sisenemine CTR1 abil on reguleeritud ka GSH:GSSG paari poolt (1). Peale sisenemist 

seondub Cu(I) tsütosoolsete vase šaperoonidega, mis toimetavad Cu erinevatele sihtmärk 

ensüümidele (4,11). Inimese rakus on seitse vase šaperooni, mis mängivad vase homöostaasis suurt 

rolli: vase šaperoon superoksiidi dismutaasi jaoks (CCS), vase šaperoonid (COX17, COX11, SCO1 ja 

SCO2) tsütokroom-c oksüdaasi (CcO) jaoks ning antioksüdantne valk 1 (ATOX1) (Joonis 2). Vasest 

sõltuvad mitmed ensüümid, mille seas on CcO, mis osaleb energia metabolismis, ja Cu,Zn 

superoksiidi dismutaas (SOD1), mis tagab kaitse oksüdantide vastu (1). ATOX1 transpordib vaske 

trans-Golgi võrgustikus olevatele ATP7B ja ATP7A Cu ATP-aasidele ((1), Joonis 2). Lisaks esinevad 

rakus ka metallotioneiinid - kõrge tsüsteiinisisaldusega valgud (Joonis 2). Metallotioneiinid seovad 

Cu(I) ioone kõrge rakusisese vase kontsentratsioonide puhul, kuid madala vasesisalduse korral 

annavad Cu(I) ioone SOD1-le (12,13). 
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Liigse vase eemaldamine rakkudest toimub ATP7A ja ATP7B membraansete transporterite 

vahendusel. Samas, nad võimaldavad ka Cu ülekandmist sekretoorse raja Cu-sõltuvatele 

ensüümidele ((14), Joonis 2). Nii, metalleerib ATP7A trans-Golgi võrgustikus türosinaasi (15), 

peptidüüli-α-monooksügenaasi (PAM) (16), aminooksüdaas-3-e (AOC3) (5) ja lüsüüloksüdaasi (LOX) 

(17). ATP7A ekspreseeritakse keha enamikus organites. Omakorda, ATP7B valku ekspresseritakse 

peamiselt maksas ja peaajus (14), kus ta metalleerib vasega tseruloplasmiini (CP), mis mängib olulist 

rolli raua metabolismis ja vase eritumises organismist (14,18). ATP7B üheks põhiliseks funktsiooniks 

hepatotsüütides on Cu eksport sappi, mille tulemusena väljub vask kehast väljaheitega (14). Vase 

väike osa eritub koos sülje ja uriiniga (8).  

Joonis 2. Vase metabolism rakus. Cu(II) redutseeritakse raku pinnal asuvate STEAP perekonna metalloreduktaaside abil 

Cu(I) ioonideks, mis sisenevad rakku CTR1 vase transporteri kaudu. Raku tsütosoolis seostub Cu(I) GSH, vase šaperoonide 

Cox17, CCS ja ATOX1-ga, mis suunavad Cu(I) ioone oma sihtmärk ensüümidele. Metallotioneiinid seovad Cu(I) ja mängivad 

vase varu rolli. Vase ekspordi eest vastutavad ATP7A ja ATP7B asuvad trans-Golgis, kus nad metalleerivad 

sekreteeritatavaid valke (SecPr). Liigset vaske saab rakk hoida ka spetsiaalsetes vesiikulites. Kohandatud (19). 

Cu metabolism on väga oluline inimese organismi funktsioneerimiseks ja arenguks (1). Vase 

soovitatav päevane tarbimine jääb vahemikku 0.9–1.5 mg, aga see varieerub sõltuvalt inimese 

dieedist. Keskmiselt sisaldab täiskasvanud inimese organism umbes 75–100 mg vaske (20,21). 

Suurimad Cu kontsentratsioonid leitakse peamiselt lihaskoes ja luudes, vaske on palju ka maksas, 

neerudes, südames, ajus ja veres (20). 

Cu homöostaasi häired ja selle üleliigne või puudulik tarbimine dieediga viivad mitmete 

patoloogiliste seisundite tekkele (20). Kõige tähtsamateks Cu metabolismi häireteks peetakse 

Menkesi (MNKT) ja Wilsoni tõbe (WT) (14). MNKT on seotud kaasasündinud vase puudusega ning 

selle põhjuseks on mutatsioonid ATP7A valku kodeerivas geenis. MNKT puhul ei sattu piisavalt Cu 

verre ja kudedesse (22). Häiritud vase transport ajju ja teistesse organitesse põhjustab lastel 

tõsiseid neuroloogilisi ja sidekoe probleeme ning arenguhäired, mille tagajärjel enamik 

patsientidest sureb ühe kuni kolme aasta vanuses (14,23). Vase homöostaas on häiritud ka 

Alzheimeri tõve,ülekaalulisuse ja vähi korral (21,24,25).  

Intensiivsete uuringute käigus leitakse, et vasel on üha rohkem uusi rolle organismis, mis 

stimuleerib vase tähtsust edasi uurima (1,19). 
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1.1.1 Wilsoni tõbi 

WT on autosomaalne retsessiivne pärilik haigus, mis on põhjustatud mutatsioonidest ATP7B valku 

kodeerivas geenis, ning on iseloomustatud vase kuhjumisega mitmetes organites, eriti maksas, ajus 

ja sarvkestas (26). WT on üsna haruldane haigus, mille esinemissagedus on üks 29-40 tuhandest 

sünnist (27). Biopankade abil saab teostada genotüüp-fenotüüp uuringuid, mille tulemusena saab 

identifitseerida potentsiaalseid patsiente ning hinnata haiguse sagedust. Hiljutises uuringus Eestis 

analüüsiti 210’000 geenidoonori andmeid, mille hulgast genotüübi järgi tuvastati 17 inimest, kellel 

on kõrge risk WT tekkeks. Kõikidel nendel isikutel esinesid WT-le iseloomulikud sümptomid nagu 

madal CP ja Cu tase ning enamikul ka varajase või hilise faasi neurodegeneratsioon (28). 

WT puhul ei eritu vask sapiga ning põhjustab organismis kuhjumise tõttu maksa- ja neuroloogilisi 

sümptomeid (14). Sappi eristumise eest vastutaval valgul ATP7B-l on kaheksa transmembraanset 

segmenti, kuus vaske siduvat domeeni N-terminaalses osas, transmembraanne katioonikanal, kaks 

domeeni fosforüülimise piirkonnas: transduktsioonidomeen ja ATP-d siduv domeen (29,30) 

Häiritud funktsiooni tõttu ei ole ATP7B võimeline transportima Cu sekretorsesse rajasse ja seal 

metalleerima CP-d. Seega WT puhul on CP sisaldus veres vähenenud ning seda kasutatakse üheks 

WT diagnoosimise testiks (31). 

WT kliinilised sümptomid sõltuvad mutatsiooni tüübist ATP7B transporteris ja ka valgu osast, kus 

see mutatsioon asub. Lisaks mõjutavad haiguse kulgu ja sümptomeid ka geneetiline taust ja 

keskkonna faktorid (31–33). Hilinenud WT avastamise puhul tekivad patsientidel maksas 

morfoloogilised muutused ja põletikud, mis viivad ägeda hepatiidi, tsirroosi ja lõpuks 

maksapuudulikkuseni (34). Kesknärvisüsteemis toimub liigse vase kuhjumise tagajärjel ajukoore, 

väikeaju ja taalamuse närvirakkude hävimine. WT kõige levinumad sümptomid on värinad, 

kõnehäired, depression, hüperaktiivsus, paranoiline psühhoos ja ka silma sarvkestas Kayser-

Fleischeri (K–F) rõngaste esinemine, mis koosnevad vase kompleksidest (35).  

WT-ga seotud kerge maksahaiguse algstaadiumis lisatakse toidule tsinki (atsetaadi või sulfaadi 

soolade kujul) ja kasutatakse madalat vaske sisaldavat dieeti. Edasiarenenud WT ravitakse 

kelaatteraapia abil, mille eesmärgiks on viia liigne vask organismist välja (8). Kelaateerimisteraapias 

kasutatavate ainete hulka kuuluvad D-penitsillamiin (PA), dimerkaptopropanool (2,3-propaan-1-

ool), trietüleentetramiin divesinikkloriid (TR) ja ammooniumtetratiomolübdaat (TTM) (8,35,36). 

Zn(II) soolade mõju seisneb nii metallotioneiinide indutseerimises , kui ka Cu soolestikust 

imendumise pärssimises (8,35). Maksa põletiku viimase staadiumi, ehk maksatsirroosi, korral 

siirdatakse patsiendile doonormaks (35,37). 

1.2  Vase mõju tsütoskeletile 

WT ja liigse vase rakulise kuhjumise puhul leiti, et rakud muudavad oma morfoloogiat ja ka 

metaboolset regulatsiooni (38,39). Liigne vask kutsub esile morfoloogilisi muutusi 

hematopoeetilistes tüvi- ja eellasrakkudes, mis viib muutustele nende proliferatsiooni tasemes ja 

rakutsüklis, näiteks väheneb rakkude arv G2/M faasis (40). Samu täheldakse morfoloogilisi muutusi 

hiire preadipotsüütide (3T3-L1) mudelis, mis muutuvad diferentseerumisel rasvkoe rakkudeks, ehk 

adipotsüütideks. Kui nendes rakkudes puudub täielikult Cu ekskretsioonivõime ning Cu ladestub 

rakkudes, siis pikeneb nende proliferatsiooni aeg ning adipogenees on häiritud (41). WT korral 
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esineb hiirtel hepatotsüütide nekroos, rakkude tuumad on märgatavalt suurenenud ja kaotavad 

oma kuju. Samuti toimuvad hepatotsüütides muutused mitokondrite kujus, mis on tingitud Cu 

akumuleerumisest hiirte maksas (42). Cu lisamisel rikutakse rottide hipokampuse neuronites β-

tubuliini ja F-aktiini struktuur, mis viitab sellele, et liigne vask hävitab dendriitide struktuuri. Samuti 

on näidatud, et Cu kelateerimine vähendab dendriitides F-aktiini sisaldust. Lisaks sellele on 

immunofluorestsentsmikroskoopia abil tõestatud, et Cu pärsib β-tubuliini fluorestsentsuse signaali, 

samal ajal kui Zn seda tõstab (43). Hiirtel on leitud, et WT korral aju postnataalse perioodi ajal 

põhjustab ATP7B inaktiveerimine tsütoskeleti struktuuri muutusi soonpõimikus, mõjutades seeläbi 

vase ATP7A transporterit. ATP7A ei suuda enam Cu liikvorisse transportida, mille tulemusena tekib 

vasepuudus ajus ja lipiidide ainevahetuse häired (38). Kõik need avastused viitavad liigse Cu ja 

tsütoskeleti elementide omavahelisele seosele, mis vajab edasist uurimist. 

1.3  Tsütoskelett 

Tsütoskelett asub rakkude tsütoplasmas ja kujutab endast omavahel ühendatud valgukiudude 

komplekset dünaamilist võrgustikku. Tsütoskelett vastutab rakkude liikumise, raku kuju 

muutumise, vormi kujundamise, järjepidevate mehaaniliste ühenduste reguleerimise ja rakusisese 

transpordi eest (44,45). Tsütoskeleti kolm põhikomponenti on F-aktiin, mikrotorukesed (MT-d) ja 

vahepealsed filamendid (IF). Need filamendid moodustavad võrgustikke, mis on kontrollitud 

regulatoorsete valkude poolt, milleks on kattevalgud, polümeraasid, ristsidujad ja stabiliseerivad 

valgud. Kattevalgud peatavad filamendi kasvu, polümeraasid soodustavad filamentide kiiret kasvu, 

ristsidujad ja stabiliseerivad valgud tugevdavad võrgustikke ja struktuure (44). 

Aktiin mängib olulist rolli tsütoskeleti moodustumises. Aktiinil on olemas kaks vormi: globulaarne 

G-aktiin ja filamentne F-aktiin. G-aktiin on monomeerne, F-aktiin moodustatakse G-aktiinist 

polümerisatsiooni käigus, mille jaoks on vaja ATP hüdrolüüsi energiat (46). F-aktiin teostab valkude 

komplekside transporti rakkudes ning ta osaleb ka endotsütoosis, raku jagunemises ja lihaste 

kokkutõmbumisel (46,47). F-aktiini struktuuriks on lindikujuline niit, mis koosneb kahest spiraalist 

läbimõõduga 100 Å ja massiga 1,5 kDa ühe pikkuse ühiku (Å) kohta (48). Ahelasisesed ja 

ahelatevahelised interaktsioonid aktiini subühikute vahel stabiliseerivad F-aktiini 11ilament (49).  

MT-d on üheks tsütoskeletti põhikomponendiks ning selle struktuuri alaühikuks on α/β-tubuliini 

heterodimeerid. 

1.3.1  Tubuliin 

α/β-tubuliini heterodimeerid on MT struktuursed alaühikud, mis koosnevad ühest α ja ühest β 

monomeerist (Joonis 3A). α- ja β-tubuliini monomeerid on kodeeritud erinevate geenide poolt ja 

erinevad üksteisest aminohappelise järjestuse poolest (50). Inimestel on olemas 9 α-, kui ka β-

tubuliini isovormi (51). Mõnedel tubuliini isovormidel on spetsiifiline ekspressioon, näiteks 

normaalselt ekspresseerub βIII-tubuliini isovorm neuronites, aga seda leitakse ja kasvajates (52). 

βII-tubuliin on olemas neuriitides (53), samas asuvad teised isovormid spermatosoidides ja 

trombotsüütides. α1A ja βI-tubuliinide isovormid ekspresseeritakse kõikjal (51,54,55). Tubuliinil on 

teada mitu posttranslatoorset modifikatsiooni, nagu glutamüülimine, glütsüülimine, 

atsetüleerimine, metüleerimine, fosforüülimine, türosineerimine ja amiinimine (56). Need 

modifikatsioonid mõjutavad tubuliini struktuuri ja funktsiooni. α- ja β-tubuliini kodeerivate geenide 
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mutatsioonid on aju kognitiivsete funktsioonide kahjustuste põhjuseks (57). Samuti takistavad 

trombotsüütides β1-tubuliini mutatsioonid vere hüübimist (58). 

1.3.2  Mikrotuubulid 

MT-d on tsütoskeleti komponendid, mis on olemas kõikides eukarüootsetes rakkudes. MT-d on 

tsütoskeleti õõnsad silinderpolümeerid, mis koosnevad 13-st protofilamendist (44). MT-d osalevad 

rakusiseses transpordis, rakkude migratsioonis ja jagunemises, ripsmete kujundamisel ning 

tsütoplasma ja kääviniidistiku moodustamisel. Kääviniidistik on oluline genoomse struktuuri 

jagunemisel (51,59). Samuti osalevad mikrotuubulid neuronite migratsioonis ja nende 

diferentseerumises (60).  

MT-te moodustumine on keeruline protsess, mis toimub mitmeetaapiliselt (Joonis 3). Esialgu 

ühenduvad α- ja β-tubuliini monomeerid guanosiin-5'-trifosfaadiga (GTP), moodustades α/β-

tubuliini heterodimeere (Joonis 3A), seejuures on α-tubuliini monomeer seotud GTP-ga nukleotiidi 

sidumissaidis (N-saidis), ning see GTP ei hüdrolüüsu. Omakorda, β-tubuliini E-saidis seotud GTP 

hüdrolüüsub kiirelt guanosiin-5'-difosfaaiks (GDP-ks) (60–62). α/β-Tubuliini heterodimeerid 

polümeriseeruvad ja moodustavad lineaarseid protofilamente pea-saba interaktsioonide kaudu 

(50,60). β-tubuliin märgistab tuubuli (+)-otsa, ehk kasvavat otsa, kuhu lisatakse pärast järgmised 

subühikud ((60,63,64), Joonis 3B). 

GDP-ga seotud β-tubuliin on ebastabiilne ja ilma stabiliseerimata võib ta põhjustada kiiret MT 

depolümeriseerimist, ehk katastroofi (60). Selleks et seda ei juhtuks, peab moodustuma GTP-cap, 

mis kujutab endast GTP-ga seotud β-tubuliini, kus hüdrolüüs on edasi lükatud määramatuks ajaks 

(65).  

MT-te kasv toimub in vitro tingimustes aeglaselt, kuid rakus on see väga kiire protsess. In vivo MT-

te kasv on hõlbustatud tänu organiseerimiskeskustele (MTOC-s) (66,67), kus mikrotuubulid 

koonduvad. Tavaliselt on see keskus tsentrosomaalne, kuid mitokondritesse või ka Golgi aparaati 

hakkavad kogunema mittetsentrosomaalselt mitteradiaalsed mikrotuubulid (68). MTOC-s leidub γ-

tubuliini ja see on osa γ-tubuliini tsükli kompleksist (γ-TuRC), mis moodustab MT-te tuumad ja 13 

protofilamendi struktuuri ja reguleerib MT-te kasvu (66,69). 

Joonis 3. (A) α/β-tubuliini dimeer on seotud GTP ja GDP struktuuritega (kohandatud (70)) ja (B) MT-te kasv ja kahanemine 

(kohandatud (51)).  
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2  Käesoleva töö eesmärgid 

1) Uurida α/β-tubuliini heterodimeeri interaktsiooni Cu(I) ioonidega kasutades LC-ICP MS-i ja 

natiivset geelelektroforeesi; 

2) Uurida kuidas mõjutab Cu(I) ioonide sidumine α/β-tubuliini oligomerisatsiooni; 

3) Määrata α/β-tubuliin – Cu(I) kompleksi sidumiskonstant DTT-ga konkureerimise tingimustes 

kasutades LC-ICP MS meetodit. 
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3  Materjalid ja meetodid 

3.1  Teoreetiline kirjeldus 

3.1.1  Eksklusioonkromatograafia 

Eksklusioonkromatograafia ehk suuruseralduskromatograafia (SEK) ehk geelfiltratsioon on 

vedelikromatograafia meetod, mis lahutab molekulid suuruse alusel. SEK peamine kasutuala on 

kompleksete makromolekulide segude lahutamine, sealhulgas valkude ja polümeeride 

analüüsimiseks (71). SEK-i molekulide lahutamiseks kasutatakse kindla suurusega pooridega 

statsionaarset faasi, näiteks Superdex või Sephadex. Suured molekulid, mis ei mahu statsionaarse 

faasi (kolonni maatriks) pooridesse, väljuvad esimesena, samal ajal kui väiksemad molekulid 

mahuvad pooridesse erineval määral ning elueeruvad vastavalt nende suurusele ((72), Joonis 4). 

Valkude tuvastamiseks on kromatograafia süsteemi ühendatud UV-detektor või 

spektrofotomeeter, millega mõõdetakse valguse neeldumist aminohappe trüptofaani poolt 

lainepikkusel 280 nm (A280) (73). Iga eristatav piik kromatogrammis vastab ainulaadsele 

komponentile, mille kolonn lahutab, ja kõvera alune pindala vastab kolonnist elueeritud ühendi 

kogusele. Oluline on märkida, et üks piik võib sisaldada ka rohkem kui ühte valku; seetõttu võib olla 

vajalik elueeritud fraktsioonide edasine analüüs, näiteks geelelektroforeesi või 

massispektromeetria abil (74).  

Liikuvaks faasiks SEK-is kasutatakse puhverlahuseid, mis aitavad vähendada interaktsioone 

statsionaarse faasi ja analüüdi vahel (75) ja mille valik sõltub eksperimendi ja analüüsitava aine 

tüübist.  

Joonis 4. Eksklusioonkromatograafia meetod ja valgusegu lahutamine. Kohandatud (72). 
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3.1.2  Massispektromeetria 

Massispekromeetria võimaldab määrata erinevate molekulide, sealhulgas valkude, täpset massi. 

Massispektromeeter koosneb tavaliselt kolmest põhiosast: iooniallikast, massianalüsaatorist ja 

detektorist. Iooniallikas muudab proovi molekulid gaasifaasi ioonideks, massianalüsaator eraldab 

need ioonid nende massi ja laengu suhte alusel. Detektor registreerib ioonide arvu iga m/z väärtuse 

juures (76).  

Massispektromeetria võimaldab uurida raku täpset valgukoostist ja hinnata organellide valguvaru. 

See meetod areneb kiiresti ja annab palju parema ülevaadet proteoomist, võrreldes näiteks 

kahedimensionaalse geelelektroforeesiga (77). 

Katse planeerimisel on oluline arvestada seadme tüüpi, analüüsi eesmärki, ionisatsiooni meetodit, 

mis konkreetse proovi jaoks kõige paremini sobivad (76). 

3.1.3  ICP MS 

ICP MS ehk induktiivsidestatud plasma massispektromeetria on massispektromeetria eritüüp, mis 

kasutab proovi ioniseerimiseks induktiivselt sidestatud plasmat. Võrreldes 

aatomiabsorptsioonispektromeetriaga on see meetod palju tõhusam. Proovide ettevalmistamine 

ICP MS jaoks on vähenõudlik ja aegasäästev. ICP MS on üsna suure läbilaskevõimega. Kvadrupool 

ICP MS koosneb proovide süstimise osast, induktiivsidestatud plasmast (ICP), ioonoptikast, 

massianalüsaatorist ja detektorist (Joonis 4). ICP MS analüüs algab vedelate proovide sattumisest 

pihusti kaudu pihustuskabrisse, kus tekib peen aerosool. See aerosool suunatakse seejärel läbi 

tõrviku argooni plasmasse, kus proov atomiseeritakse ja ioniseeritakse. Tekkinud ioonid suunatakse 

ioonoptika kaudu analüsaatorisse. Massianalüsaatoris eraldatakse ioonid vastavalt nende massi ja 

laengu suhtele (m/z), misjärel mõõdab detektor ioonide arvu (78). 

Omas töös kasutasin ICP MS metoodikat erinevate valkudega või madalmolekulaarsete ligandidega 

seotud metallide määramiseks. Antud töös kasutati vedelikkromatograafia ja ICP MS 

kombinatsiooni sarnaselt varasemalt väljatöötatud meetodile (79). 

3.1.3.1  LC-ICP MS 

Vedelikkromatograafia (LC) kombinatsioon ICP MS-iga (Joonis 5) pakub atraktiivseid võimalusi 

proovide analüüsiks ning sellel meetodil on mitmeid kasutamisvõimalusi proteoomikas. Lisaks 

metalloproteiinide lahutamisele ja identifitseerimisele kompleksetest bioloogilistest proovidest 

(80,81) on võimalik uurida ka valk-metall interaktsioone (79). Lahutamismeetodeid on erinevaid, 

kuid laialdaselt on kasutuses SEK (75). SEK-i kombinatsiooni ICP MS-ga kasutades võib määrata 

valkude vase sidumiskonstante tänu võimalusele lahutada kõrg- ja madalmolekulaarseid 

fraktsioone samaegselt määrates metallide isotope eluaadist (82). 
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LC-ICP MS kasutamisel on aga ka puudusi, sest liikuvas faasis sisalduvad soolad või orgaanilised 

lahustid võivad põhjustada tundlikkuse muutumist (83).  

Joonis 5. LC-ICP MS süsteemi skeemaatiline kirjeldus ja kasutatud apparaadi pilt. Kohandatud (84).  

3.1.4  Natiivne geelelektroforees 

Natiivne geelelektroforees on tehnika valkude analüüsimiseks. Natiivne geelelektroforees eraldab 

valke või nukleiinhappeid natiivsetel tingimusetel, kõrgemat järku molekulide struktuuri säilitades, 

mistõttu võib lahutada mitte ainult monomeerseid molekule, vaid ka dimeersed ja oligomeersed 

komplekse (85).  

Elektroforees kujutab endast iooni liikumist elektriväljas. Elektroforees viiakse läbi geelis, näiteks 

polüakrüülamiidgeelis (PAGE). Elektroforeetiliselt eraldatava valgu liikumiskiirus sõltub peamiselt 

tema suurusest, kuid samuti ka üldisest laengust, tema kujust ja ka elektrivälja tugevusest. Geeli 

pooridega võrreldes väiksemad molekulid läbivad geeli kiiresti, keskmise suurusega molekulide 

liikumine sõltub nende suurusest ja laengust, ning geeli pooridest tunduvalt suuremad valgud ei 

liigu peaaegu üldse. Kuna natiivse geelelektorforeesi puhul puudub naatriumdodetsüülsulfaat 

(SDS), mis annab valkudele ühtlase negatiivse laengu ning denatureerivad tingimused, siis valkude 

negatiivset laengut tagatakse elektroforeesilahuse pH abil, mille tõttu võivad valgud liikuda 

katoodilt anoodile (72). 

3.1.5  Transmissioonelektronmikroskoopia 

Transmissioonelektronmikroskoopia (TEM) on mikroskoopia tehnika, mis annab tahketest ainetest 

kõrge eraldusvõimega pilte. Seda meetodit kasutatakse organellide ultrastruktuuri ning valkude 

fibrillisatsiooni ja aggregatsiooni uurimiseks (86,87). TEM-i negatiivse värvimise meetodit 

kasutatakse bioloogiliste struktuuride, polümeeriseerunud kolloidide, pehmete nanomaterjalide 
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uurimiseks ning bakterirakkude suuruse, struktuuri ja kuju suure eraldusvõimega visualiseerimiseks 

(88,89).  

Sydney Brenner ja Bob Horne töötasid välja TEM-i negatiivse värvimise tehnikat 1959. aastal. 

Tehnika seisneb selles, et esialgu valmistatakse ette raskmetalle sisaldav amorfne või klaasjas kiht, 

millele järgneb selle töötlus ja kuivatamine ning uuritav materjal asetatakse ja fikseeritakse 

maatriksile. Elektronid läbivad väga õhukese objekti ja hajuvad kogu bioloogilise objekti ja kihi 

ulatuses, tekitades TEM-i väljavõtte (90).  

3.2  Eksperimentaalse töö kirjeldus 

3.2.1  Kasutatud reagendid 

Ammooniumpersulfaat (APS) (Sigma-Aldrich, 248614), N,N,N',N'-tetrametüül-etüleendiamiin 

(TEMED) (Sigma, T-8133), N,N'-metüleenebis(akrülamiid) (Sigma-Aldrich, 146072), akrülamiid 

(Sigma, A8887), veise seerumi albumin (Sigma, A2153), ovalbumiin (Sigma, A5503), 

ammooniumatsetaat (Fluka, 09690), Chelex 100 (BioRad, 1422822), ammooniumhüdroksiid 

(Honeywell, UN2672). 

3.2.2  α/β-tubuliini varulahuse ettevalmistamine ja säilitamine 

Lüofiliseeritud sea aju α/β-tubuliini heterodimeeri pulber telliti firmast Cytoskeleton (Cytoskeleton, 

Inc., Denver, USA; T240). Pulber lahustati puhvris (50 mM ammooniumatsetaat, pH 7.5), et saada 

100 µM kontsentratsiooniga varulahus. Hilisemates katsetes kasutati 50 µM tubuliini 

kontsenratsiooniga varulahust selleks et vähendada valgu agregeerumist (tõestatud natiivse 

geelelektroforeesi abil, andmed pole näidatud käesolevas töös). Sama puhvrit kasutati kõikides 

katsetes, kui ei ole märgitud teisiti. Varulahusest tehti alikvoote, mida säilitati -80°C juures. 

Joonis 6. Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeride ja α/β-tubuliini dimeeri lahuste ettevalmistamise skeem. Loodud BioRender 

programmi abil. 

Cu(I)-α/β-tubuliini agregaatide 5 µM töölahuse valmistati nagu kirjeldatud peatükis 4.6. Seejärel 

tehti alikvoote (10-20 µL) ja säilitati neid -80°C juures. Lahuste valmistamise skeem on näidatud 

joonisel 6. Katsetes kasutatud alikvoodid sulatati jää peal.  
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3.2.3  Cu(I) ja Zn(II) sidumise uurimine tubuliini dimeeri ja oligomeeridega 

kasutades LC-ICP MS meetodit 

LC-ICP MS analüüsi jaoks ühendati Agilent Technologies (Santa Clara, USA) Infinity HPLC süsteem 

Agilent ICP-7800 (Agilent, USA) aparaadiga. Agilent HPLC süsteem koosnes 1260 seeria µ-

degasaatorist, 1200 seeria kapillaarpumbast, Micro WPS autosamplerist ja 1200 seeria MWD VL 

detektorist. Valkude detekteerimiseks kasutati lainepikkust 280 nm. ICP MS tingimused olid 

järgmised: RF võimsus 1550 W, nebulisaatori gaasivool 1,03 l/min, lisagaasi vool 0,90 l/min, 

plasmagaasi vool 15 l/min, pihusti tüüp: MicroMist, jälgitud isotoobid: 63Cu, 66Zn, 56Fe. Puhvri 

demetalleerimiseks kasutati Chelex 100 eelkolonni. LC opereerimiseks kasutati Agilent Chemstation 

tarkvara ning ICP MS puhul kasutati ICP-MS MassHunter 4.4 C.01.04 tarkvara. Andmete 

töötlemiseks ja visualiseerimiseks kasutati programmi OriginPro 8.5 (OriginLab). 

Selleks, et uurida kuidas tubuliin seob metallioone, lisati 2 µM α/β-tubuliini dimeerile 1 ekvivalent 

Cu(II) ja Zn(II) ioone 1 mM DTT juuuresolekul ning inkubeeriti lahust 15 minutit 25°C juures. Tubuliini 

dimeeri ja oligomeeride lahutamiseks kasutati Superdex 200 10/300 GL kolonni (pikkus 30 cm, 

sisemine diameeter 10 mm, osakese suurus 8.6 µM, lahutuspiirkond 10-600 kDa), 

elueerimispuhvriks kasutati 150 mM ammoniumatsetaati, pH 7.4 voolukiirusel 0.4 ml/min. Proovi 

süstimisruumala oli 40 µl.  

3.2.4  α/β-tubuliini oligomeeride struktuuri uurimine TEM abil 

α/β-tubuliini oligomeeride struktuuri uurimiseks saadeti proovid Tartu Molekulaar- ja rakubioloogia 

instituudi TEM-i laboratooriumisse (Riia 23, Tartu). Oligomeeride tekitamiseks lisati 10 uM α/β-

tubuliinile 20 ekvivalent Cu(II) ioone 1 mM DTT juuresolekul ning inkubeeriti proovi 30 min 25°C 

juures. Võrdluseks kasutati α/β-tubuliini ilma metallide lisamiseta (10 µM apo-α/β-tubuliini 

dimeer). Proovid transporditi 0℃ juures. 

3.2.5 α/β-tubuliini oligomerisatsiooni uurimine uurimine Cu(I) 

juuresolekul kasutades LC-ICP MS meetodit 

Selleks et uurida Cu(I) indutseeritud α/β-tubuliini oligomeerisatsiooni, lisati 2 µM α/β-tubuliini 

dimeerile 1 ekvivalent Cu(II) ione 1 mM DTT juuresolekul ning inkubeeriti segu 2 min, 15 min ja 30 

min jooksul 25°C juures. Tubuliini dimeeri ja agregaatide lahutamiseks kasutati Superdex 200 

10/300 GL kolonni ning elueerimispuhvriks kasutati 150 mM ammoniumatsetaati, pH 7.4, kuhu 

lisati 0.5 mM DTT. Voolukiirus oli 0.4 ml/min ning proovi süstimisruumala oli 40 µl.  

Selleks et jälgida pikemalt Cu(I)-indutseeritud α/β-tubuliini oligomeeride teket, kasutati väikest 

isepakitud Sephadex G-25 kolonni (1 ml). 2 µM α/β-tubuliini dimeerile lisati 1 ekvivalent Cu(II) 1 

mM DTT juuresolekul ning inkubeeriti 3.5 tundi toatemperatuuril. Ajapunktid võeti 15 min ja 

seejärel iga 30 min tagant. Kromatograafias kasutatud puhver ja tingimused olid samad välja 

arvatud proovi süstimisruumala, mis oli 10 µl.  

Mõlemas katses kasutatud ICP tingimused olid samad nagu kirjeldatud eelpool. Jälgiti 63Cu isotoopi. 
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3.2.6 Cu(I)- α/β-tubuliini-oligomeeride ettevalmistamine ning 

demetalleerimise kineetika uurimine DTT juuresolekul 

Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeride valmistamiseks inkubeeriti 5 µM α/β-tubuliini dimeeri Cu(II) 

ioonidega 1 mM DTT juuresolekul 24 tunni jooksul 25°C juures ning alikvooditi nagu kirjeldatud 

peatükis 4.2. Iga katse jaoks kasutati uut alikvooti. Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeride olemasolu 

kontrolliti kasutades Superdex 200 10/300 GL kolonni eelpool kirjeldatud tingimustega ning 

natiivset geelelktroforeesi (8% AA/bisAA geel, proovid segati 1:1 2x natiivse foreesi 

laadimispuhvriga ilma kuumutamiseta, kasutati elektrivoolu 150 mA, ning katse teostati BioRad 

aparatuuriga. Valgud visualiseeriti kasutades Coomassie Brilliant blue värvi).  

Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeride demetalleerimise kineetika uurimiseks lisati 2 µM Cu(I)-α/β-

tubuliini oligomeeridele DTT-d 50 mM ja 100 mM kontsentratsioonis ning inkubeeriti segu 25°C 

juures kuni 3 tundi. Kineetika jälgimiseks kasutati Sephadex G-25 (1 ml) kolonni eelpoolmainitud 

tingimustes. Piikide analüüsiks kasutati Peak Analyzer funktsiooni OriginPro 8.5 programmis. 

Tulemused visualiseeriti kasutades OriginPro 8.5 programmi. 

3.2.7 α/β-tubuliini oligomeeride dissotsiatsioonikonstandi määramine 

Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeride dissotsiatsioonikonstandi (KD) määramiseks inkubeeriti 2 µM Cu(I)-

α/β-tubuliini oligomeere 3 tundi 25°C juures erinevate DTT kontsentratsioonidega (1-200 mM). 

Kõrgmolekulaarsete ja madalamolekulaarsete fraktsioonide lahutamiseks kasutati Sephadex G-25 

(1 ml) kolonni eelpoolmainitud tingimustes. Piikide analüüsiks kasutati Peak Analyzer funktsiooni 

OriginPro 8.5 programmis. 

Cu(I)-α/β-Tubuliini oligomeeride KD määramiseks tehti graafik, kus on näidatud Cu(I)-α/β-tubuliini 

oligomeeride protsendiline koostis sõltuvuses DTT kontsentratsioonist. Andmete analüüsimiseks ja 

visualiseerimiseks kasutati OriginPro 8.5 programmi.   
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4  Tulemused 

4.1  Cu(I) ja Zn(II) seovad α/β-tubuliini oligomeeridega, kuid mitte 

dimeeriga 

Selleks, et vaadata kuidas vask ja tsink seostuvad tubuliiniga, lisati nimetatud metalliioone 

tubuliinile 1 ekvivalendi koguses DTT juuresolekul ning proov lahutati Superdex 200 10/300 GL (10-

600 kDa) kolonnis. Kolonni kalibreerimiseks kasutati CuHSA ja CuEDTA proove. HSA on esindatud 

kahe piigiga - monomeeri ja dimeerina (66 kDa ja 132 kDa vastavalt) (Joonis 7, a). CuEDTA kompleksi 

molekulmass on 397.74 kDa. Valgu absorbtsiooni detekteeriti 280 nm juures ja metallide isotoope 
63Cu, 66Zn ja 56Fe jälgiti ICP-MS-i abil. Katse tulemusena selgus, et mõlemad 63Cu ja 66Zn seostuvad 

α/β-tubuliini oligomeeridega (Joonis 7, b, c), kuid Zn(II) sidumine tubuliini oligomeeridega toimub 

palju madalamal tasemel võrreldes Cu(I) ioonidega. Seevastu, ainult väga väike osa nendest 

metallidest on seotud dimeeriga, ning monomeerne α/β-tubuliin kromatogrammis ei esine. 280 nm 

juures on peamine tubuliini vorm α/β-tubuliini heterodimer. 56Fe leidub kromatograafia süsteemis 

kuna meie süsteem pole metallivaba, ning võib seostuda valkudega milledel on sellele afiinsus. 56Fe 

oli samuti jälgimise all ning leiti et see on seotud α/β-tubuliini dimeeriga (Joonis 7, d). 280 nm 

kromatogrammis (Joonis 7, e) ning raua ja tsingi ICP kromatogrammides (Joonis 7, c, d) esineb 

madalamolekulaarne piik, mis elueerub sarnaselt EDTA retensiooniajale. 

Joonis 7. Metallioonide sidumine α/β-tubuliini dimeeri ja oligomeeridega . Katse tingimused: 5 μM Cu(I)-α/β-tubuliin, 1 

ekvivalent metallioone, 1 mM DTT, inkubatsiooniaeg 15 min 25°C juures. (a) - kolonni kalibreerimine kasutades CuHSA ja 

CuEDTA, (b) - 63Cu isotoobi intensiivsus; (c) - 66Zn isotoobi intensiivsus; (d) - 56Fe isotoobi intensiivsus; (e) - neelduvus 280 

nm juures. Piigid: 1 - α/β-tubuliini agregaadid; 2 - α/β-tubuliini dimeer; * - HSA monomeer; ** - HSA dimeer. Superdex 

200 10/300 GL kolonn, elueerimispuhver 150 mM ammooniumatsetaat, pH 7.4; voolukiirus 0.4 ml/min; süstimisruumala 

10 μl. 
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4.2  α/β-tubuliini oligomeeride visualiseerimine TEM abil 

α/β-tubuliini oligomeeride visualiseerimiseks, valmistati kaks proovi: 10 µM apo-α/β-tubuliin ja 

α/β-tubuliin inkubeeritud 25°C 30 min 20 ekvivalendi Cu(II)-ga 1 mM DTT juuresolekul selleks, et 

indutseerida oligomeeride tekket. Proovid ananlüüsiti Tartu Molekulaar- ja rakubioloogia 

instituudis, kus need töödeldi kasutades uranüül sooladega negatiivse värvimise protokolli (Joonis 

8). 

Saadud piltide analüüsides järeldati, et vase olemasolu DTT juuresolekul soodustab 

ebakorrapäraste oligomeeride teket. 

Joonis 8. TEM α/β-tubuliini dimeeri ja oligomeeridest. (A) Negatiivselt värvitud 10 µM apo-α/β-tubuliini dimeer, 

inkubeeritud 25°C juures 30 minutit. (B) Negatiivselt värvitud 10 uM apo-α/β-tubuliin inkubeeritud 25°C juures 30 minutit 

20 Cu(II) ekvivalendiga 1 mM DTT juuresolekul. Tingimused: 50 mM ammooniumatsetaat, pH 7.4. 

4.3  Cu(I) indutseerib α/β-tubuliini oligomeeride teket 

Selleks et vaadata Cu(I) ioonide mõju tubuliini oligomeeride tekkimisele kasutati Superdex 200 

10/300 GL kolonni. Esialgses katses selgus et α/β-tubuliini inkubeerimisel 1 ekvivalendi Cu(I)-ga 

suureneb Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeride piigi pindala ajas (Joonis 9, panel A) ning samuti ka 

vastava piigi pindala 280 nm juures (Joonis 9, panel B). 30 minuti pärast suurenes Cu(I)-α/β-tubuliini 

oligomeeride piigi pindala umbes 3,6 korda. Selleks, et jälgida Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeride teket 

pikemalt kasutati isepakitud 1 ml Sephadex G-25 kolonni, mis võimaldab lahutada 

kõrgmolekulaarse ja madalamolekulaarse fraktsiooni. Selle kolonniga on ühe analüüsi kestuseks 10 

minutit, mis võimaldab mõõta rohkem vahepealseid ajapunkte. Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeride 

tekkimise kineetikat jälgiti 3.5 tundi jooksul (Joonis 9, C). Katse tulemusena leiti, et oligomeeri 

tekkimine aeglustub kolme tundi möödudes ning Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeride piigi pindala 

suureneb 3.5 tunni jooksul 6.5 korda. 
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Joonis 9. Cu(I) ioonide mõju Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeride moodustumisele Superdex 200 10/300 GL kolonnil (A ja B) 

ja Sephadeks G-25 kolonnil (C). (A): 63Cu isotoopi intensiivsus; (B): neelduvus 280 nm juures; (C): Cu(I)-α/β-tubuliini 

oligomeeride piigi pindala kasv ajas. Inkubeerimisaeg: (a) - 2 min, (b) - 15 min, (c) - 30 min. Tingimused: proovipuhver 50 

mM ammooniumatsetaat, pH 7.5, elueerimispuhver 150 mM ammooniumatsetaat, pH 7.4; voolukiirus 0.4 ml/min. 

Saadud tulemuse alusel töötati välja Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeride tekitamise protokoll, mille 

järgi inkubeeriti α/β-tubuliini 1 ekvivalendi Cu(II)-ga 1 mM DTT juuresolekul 25°C 24 tundi. Cu(I)-

α/β-tubuliini oligomeeride teket kinnitati vedelikkromatograafia (Joonis 10, A) ja natiivse 

geelelektroforeesi (Joonis 10, B) abil. Pikaajalise inkubeerimisega α/β-tubuliini dimeeri hulk 

märkimisväärselt väheneb ning peamiselt esineb piik, mis vastab Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeridele 

(Joonis 10, A, (c)). Sarnaselt vedelikkromatograafiaga väheneb ka elektroforeesil α/β-tubuliini 

dimeeri hulk ning kasvab kõrgmolekulaarsete oligomeeride hulk 24 tundi inkubeeritud proovis 

võrreldes apo-α/β-tubuliiniga (Joonis 10, B, rajad: 3 ja 4). 
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Joonis 10. Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeride moodustumine. SEK 280 nm juures (A) ja natiivne PAGE (B). Paneel (A): (a) 5 

µM HSA; (b) 2 µM apo-α/ꞵ-tubuliini dimeer; (c) 2 µM Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeerid pärast 24 tundi inkubeerimist. Piigid: 

1 - α/β-tubuliini oligomeerid; 2 - α/β-tubuliini dimeer; * - HSA monomeer; ** - HSA dimeer. Tingimused: proovipuhver 50 

mM ammooniumatsetaat, pH 7.5, elueerimispuhver 150 mM ammooniumatsetaat, pH 7.4; kolonn Superdex 200 10/300 

GL, voolukiirus 0.4 ml/min, süstimisruumala 40 µl. 

4.4  Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeride demetalliseerimise kineetika 

uurimine kõrgemate DTT kontsentratsioonide juuresolekul 

Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeride demetallatsiooni kineetikat jälgiti 50 mM (Joonis 11, A) ja 100 mM 

DTT (Joonis 11, B) juuresolekul 3 tunni jooksul kasutades 1 ml-st Sephadex G25 Superfine kolonni. 

Kõrgmolekulaarne fraktsioon, mis sisaldab Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeere, ning madalmolekulaarne 

fraktsioon, mis sisaldab Cu(I)-DTT kompleksi, on üksteisest hästi lahutatud. Katse tulemusena võib 

järjeldada, et vahetusreaktsioon toimub kiiresti, peaaegu 2 minutiga (b), kuid aeglane Cu(I) 

jaotumine toimub veel mõne aja jooksul. Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeride kompleksi Cu(I) KD 

määramise jaoks otsustati kasutada inkubatsioni aega 3 tundi. 
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Joonis 11. Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeride demetallatsiooni kineetika 50 ja 100 mM DTT juuresolekul, mida jälgiti LC-ICP 

MS abil. Tingimused: 2 μM α/β-tubuliin, 50 (A) ja 100 (B) mM DTT; (C) inkubatsiooni puhver 50 mM ammooniumatsetaat, 

pH 7.5; inkubatsiooni ajad: (a) - Cu(I)-α/β-tubulini oligomeerid ilma DTT lisamata, (b) - 2 min, (c) - 60 min, (d) - 120 min, 

(e) - 180 min. Kolonn – 1 ml Sephadex G25 Superfine; elueerimispuhver 150 mM ammooniumatsetaat, pH 7.4; voolukiirus 

0.4 ml/min; süstimisruumala 10 μl. Jälgitud isotoop 63Cu.  

4.5  Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeride kompleksi 

dissotsiatsioonikonstandi määramine 

Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeride Cu(I) afiinsuse määramiseks inkubeeriti Cu(I)-α/β-tubuliini 

oligomeere erinevate DTT kontsentratsioonidega (Joonis 12, A). DTT-sõltuvast demetallatsiooni 

tulemusest koostati graafik, kus on näidatud Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeride protsedilise osakaalu 

sõltuvus DTT kontsentratsioonist (Joonis 12, B). Kasutades hüperbooli valemit ((y = P1*(1 − [x/ (P2 

+ x)]) + P3), leiti OriginPro 8.5 programmis C50 väärtuse (P2), ehk DTT kontsentratsioon, mille juures 

50% tubuliini agregaate on demetalleeritud. C50[DTT] võrdub 12.53 ± 1.42 mM. 
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Joonis 12. Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeride demetalleerimine erinevate DTT kontsentratsioonide juuresolekul ja Cu(I)-

α/β-tubuliini agregaatide kompleksi dissotsiatsioonikonstandi määramine. Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeere inkubeeriti 3 

tundi toatemperatuuril kasvavate DTT kontsentratsioonide juures (A); 63Cu suhteline sisaldus tubuliini oligomeerides 

erinevate DTT kontsentratsioonide puhul (B). Mustade ja valgete ringidega on kahe sõltumatu katse tulemused. 

Tingimused: 2 μM Cu(I)- α/β-tubuliin, 1-200 mM DTT; inkubatsiooni puhver 50 mM ammooniumatsetaat, pH 7.5; LC-ICP 

MS: kolonn - 1 ml Sephadex G25 Superfine; elueerimispuhver 150 mM ammooniumatsetaat, pH 7.4; voolukiirus 0.4 

ml/min; süstimisruumala 10 μl, jälgitud isotoop 63Cu.  

Dissotsiatsioonikonstandi arvutamise aluseks võeti varem kasutatud meetodit (91). On teada, et KD 

(DTT) = 5.01 × 10-16 M (92) ja α/β-tubuliini jaoks C50[DTT] = 12.53 mM. Arvutades vaba vase ([Cu(I)]) 

kontsentratsiooni 12.53 mM DTT juures saame Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeride KD väärtuseks 4.0 × 

10 -20 M. Arvutuskäik oli järgmine: 

[Cu(I)]𝑣𝑎𝑏𝑎 = 𝐾D(𝐷𝑇𝑇) ×
[Cu(I) − DTT]

[DTT]vaba
 

[𝐷𝑇𝑇]𝑣𝑎𝑏𝑎 =  𝐶50[𝐷𝑇𝑇] − [𝐶𝑢(𝐼) − 𝐷𝑇𝑇] 

[DTT]vaba = 12.53 mM - 0.001 mM = 12.53 mM 

KD (DTT) = 5.01 × 10-16 M 

[Cu(I)]vaba ( C50) = 5.01 × 10-16 M × 0.001 mM / 12.53 mM = 4.0 × 10-20 M,  

mis vastab KD([Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeerid] 
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Arutelu   

Cu metabolism on inimorganismi arenguks ja toimimiseks hädavajalik (1). Cu kogus peab rakus 

olema rangelt reguleeritud, sest ülemäärases koguses võib vask olla organismile toksiline. WT 

puhul, mis on tingitud ATP7B geeni mutatsioonidest, koguneb Cu erinevates elundites, sealhulgas 

maksas ja ajus (26). WT põhiline ravi varajastes staadiumites hõlmab kelateerimisteraapiat ja Zn(II) 

soolade manustamist, kuid hilisemates staadiumites tsirroosi korral maksasiirdamist (8,35–37). 

On näidatud, et liigne Cu toob kaasa rakkude morfoloogia ja struktuuri muutuseid. Näiteks 

suurenevad maksarakkude tuumad (42), muutub hematopoeetiliste tüvirakkude (93) ja 

preadipotsüütide morfoloogia (41), mille tulemusena nende proliferatsiooni ja diferentseerimise 

protsess modifitseerub. Vase kogunemine neuronites mõjutab negatiivselt F-aktiini, β-tubuliini ja 

dendriitide struktuure (43). 

Tsütoskelett on raku komponent, mis säilitab raku kuju ja täidab rakus ka teisi funktsioone. 

Tsütoskeleti üheks komponendiks on mikrotuubulid, mis koosnevad polümeriseerunud α/β-

tubuliini heterodimeeritest (44). Oli näidatud, et Cu mõjutab tubuliini struktuuri (43), kuid pole veel 

üksikasjalikult uuritud kas see toimub otsese sidumise tulemusena. Seega, käesoleva töö 

eesmärgiks oli uurida Cu(I) ioonide seondumist α/β-tubuliini heterodimeeriga ning teha kindlaks kui 

tugevasti on vask seotud Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeridega kasutades LC-ICP MS metoodikat. 

Käesolevas töös kasutati α/β-tubuliini heterodimeeri. Esialgu uuriti α/β-tubuliini metalleerimist 

Cu(I) ja Zn(II) ioonidega. Katse tulemusena selgus, et nii 63Cu kui ka 66Zn seovad α/β-tubuliini 

oligomeeridega, mitte dimeeriga ning Cu(I) ioonidel on märkimisväärselt tugevam sidumine 

võrreldes Zn(II) ioonidega. Nii LC-ICP MS kui ka natiivse geelelektroforeesi abil leiti, et Cu(I) ioonide 

juuresolekul tekivad reaktsioonisegus Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeerid. Samuti näidati, et nende 

oligomeeride osakaal proovis suureneb pikaajalise inkubatsiooni jooksul ning oligomeerid jäävad 

peamiseks stabiilseks valgu vormiks peale 24 tunnist inkubatsiooni.  

α/β-tubuliini oligomeeride struktuuri visualiseeriti ka TEM abil, mille tulemusena näidati, et Cu(I) 

mõjul tekivad agregaatidele sarnased ebakorrapärased struktuurid. 

Järgmisena uuriti DTT võimet demetalleerida Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeere. Leiti, et see protsess 

sõltub nii DTT kontsentratsioonist, kui ka inkubatsiooni ajast. Katsete tulemusena arvutati Cu(I)-

tubuliini oligomeeride kompleksi KD väärtus, milleks saadi 4.0 × 10 -20 M. See tulemus näitab tugevat 

Cu(I) sidumist, mis on sarnane Cu(I) jaotusahela lõppensüümide ja metallotioneiini vase 

komplekside dissotsiatsioonikonstantidega. Kuna raku sees tubulin osaleb MT-de ülesehitamises, 

siis on tähtis teha kindlaks, millise afiinsusega vask seostub MT-ga. Kui selgub et MT-d seovad vaske 

samuti kõrge afiinsusega, siis võib oletada, et rakulise Cu(I) ioonide jaotusahelas võivad MT-d olla 

vase lõppaktseptoriteks, sarnaselt Cu-sõltuvate ensüümide ja metallotioneiinidega. Samuti võivad 

MT-d aidata rakkudel mingil määral vähendada liigse vase tingimustes tsütosooli Cu koormust. MT-

de interaktsioon Cu-ga on üheks edasiseks uuringute suunaks, mis võimaldab paremini mõista vase 

homöostaasi ning edasi arendada ka WT teraapiat.   
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Annotatsioon   

Cu on oluline mikroelement organismi normaalse toimimise jaoks, täites erinevaid funktsioone 

alates rakuhingamisest kuni lipiidide ainevahetuseni. Cu homöostaas on rakus ja organismis rangelt 

reguleeritud. WT on autosomaalne retsessiivne pärilik haigus, mis on tingitud ATP7B geeni 

mutatsioonidest. WT-le on iseloomulik Cu süsteemne kuhjumine organismis. WT põhiline ravi 

varajastes staadiumides hõlmab kelateerimisteraapiat, Zn(II) soolade manustamist ja hilisemates 

staadiumides maksasiirdamist tsirroosi korral.  

Vase kogunemise erinevatesse elunditesse, sealhulgas maksa ja ajju, põhjustab rakkude 

morfoloogia ja struktuuri muutusi. Näiteks suurenevad maksarakkud ja nende tuumad.  

Tsütoskelett on raku komponent, mis säilitab raku kuju ja täidab raku erinevaid funktsioone. 

Tsütoskeleti üheks komponendiks on mikrotuubulid, mis koosnevad polümeriseeritud α/β-tubuliini 

heterodimeeridest. Vask mõjutab tubuliini struktuuri, kuid seda pole veel üksikasjalikult uuritud. 

Seetõttu oli töö eesmärgiks uurida α/β-tubuliini dimeeri seondumist Cu(I) ioonidega, uurida kui 

tugevasti konkureerib DTT α/β-tubuliini oligomeeridega Cu(I) ioonide sidumisel LC-ICP MS 

metoodika abil.  

Katse tulemusena selgus, et Cu(I) ja Zn(II) seostuvad α/β-tubuliini oligomeeridega, mitte 

dimeeridega. Samuti leiti, et Cu(I) põhjustab α/β-tubuliini oligomeeride teket. Kasutades LC-ICP MS 

metoodikat ja konkurentsi DTT-ga saadi Cu(I)-α/β-tubuliini oligomeeride kompleksi KD väärtuseks 

4.0 × 10 -20 M, mis on väga tugeva seondumise tunnuseks.  

Antud töö viidab sellele, et Cu homöostaas on keerukam, kui arvatud ning aitab kaasa selle 

peenregulatsiooni mehhanismide mõistmisele.  
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Abstract   

Copper is an essential micronutrient for the proper functioning of the organism, performing a 

variety of functions from cellular respiration to lipid metabolism. The amount of copper in the cell 

should be tightly regulated. Wilson's disease is an autosomal recessive disorder, caused by 

mutations in the ATP7B gene, which prevents copper from being properly removed from the body 

into the bile. The main treatments for Wilson's disease include chelation therapy, consumption of 

Zn(II) salts in the early stages, and liver transplantation in the later stages of disease.  

The imbalance of copper in the body, like the accumulation of copper in various organs including 

the liver and brain, contributes to the disruption of cell morphology and structure. For example, 

nuclei of liver cells become enlarged.  

The cytoskeleton is a component of the cell that maintains the shape of the cell and performs 

various other cellular functions. Network of microtubules is one of the major components of the 

cytoskeleton. Microtubules are composed of polymerised α/β-tubulin heterodimers. It is known 

that copper affects the structure of tubulin, but this has not been studied in details. Therefore, the 

aim of current work was to investigate the interaction of the α/β-tubulin dimers with Cu(I) ions and 

to determine how strongly DTT competes with α/β-tubulin oligomers for Cu(I) ion binding using LC-

ICP MS methodology.  

As a result of the experiments, Cu(I) and Zn(II) were found to bind to α/β-tubulin oligomers but not 

to dimers. By using the LC-ICP MS method and competition with DTT it was found that the KD of 

Cu(I)1-tubulin complex is 4.0 × 10-20 M, which is an evidence of a very strong interaction. 

The current research suggests that Cu homeostasis is even more complex, and contributes to the 

understanding of its fine regulatory mechanisms. 
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