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Sissejuhatus

Alzheimeri t6bi (AT) on Uks levinumaid dementsuse vorme. Maailmas kannatab selle all {ile 55
miljoni inimese. Suurimaks riskifaktoriks AT puhul on vanus ning arvestades meie aina vananevat
rahvastikku, voib haigestunute arv paarikiimne aastaga mitmekordistuda. Hoolimata aastakiimneid
kestnud haiguse mehhanismide ja potentsiaalsete ravimeetodite uurimisest ei suuda me tanasel
pdeval AT ravida. Kasutuses on vaid mdned siimptomeid leevendavad ravimid ning USA Toidu- ja
Ravimiameti (FDA) poolt on aktsepteeritud kaks haiguse kulgu modifitseerivat teraapiat. Nimetatud
ravimite hind on vaga suur, esineb palju kdrvaltoimeid ning soovida jatab ka efektiivsus.

Kuigi tapsed AT tekkepdhjused on seni selgusetud, on tuvastatud palju muutusi AT inimese ajus, mis
viivad neuronite havimiseni. Esimesi patoloogiaid, mis ilmneb ajus juba kiimneid aastaid enne
kliiniliste simptomite teket, on amiiloid-p peptiidi (Ap) agregeerumine toksilisteks amiiloidseteks
naastudeks. Lisaks mangivad rolli mitmed olulised protsessid: neurofibrillaarsete kdmpude
moodustumine, okslidatiivne stress, poletikulised protsessid, mitokondriaalne diisfunktsioon ning

metallide homoostaasi hdirumine.

Oluliste biometallide nagu vask dishomoostaas on tihedalt seotud amiloidsete naastude
moodustumisega, sest neis sisalduv A} seob vaske, mille tagajarjel moodustub ekstratsellulaarses
ruumis vaskioonide liig, mis omakorda viib vabade hapnikuradikaalide (ROS) tekkeni. Samal ajal
areneb intratsellulaarselt vase defitsiit, mille tagajarjel hairub oluliste vaskensilimide t66, mis
omakorda aitab kaasa neurodegeneratsioonile. Samuti on katseliselt naidatud, et vaskioonide

seondumine kiirendab oluliselt AP agregeerumist.

Kirjeldatud protsesse arvesse vottes on AT ravina vidlja pakutud metallide kelaatoreid, mis
reguleeriks metallide tasemeid ajus. Loomkatsetes ja varastes kliinilistes uuringutes on ndidatud
mitmete ravimikandidaatide positiivset m&ju, kuid hilisemates uuringutes on seni kdik efektiivsuse

puudumise vdi kdrvaltoimete tdttu porunud.

o-lipoehape (LA) on naturaalne mitmete kasulike omadustega (ihend, mida toodetakse meie
rakkude mitokondrites, aga ta on omastatav ka toidust. Meie uurimisrihm on varem naidanud, et
LA redutseeritud vorm seob vaskioone optimaalse tugevusega ning rakkude koekultuuri mudelis
demonstreeriti, et LA suudab viia vaske ekstratsellulaarsest ruumist tagasi rakku sisse. Samuti nditas
meie rihm AT &dadikakarbsemudelis ronimiskatsega LA positilvset moju. Seega suudab LA
normaliseerida vase metabolismi ja vdiks tanu sellele osutuda kasulikuks AT ennetamises voi isegi

ravis.

Kdesoleva t00 eesmargiks oli uurida LA moju erinevate &dadikakdrbse AT mudelliinide
lokomotoorsele aktiivsusele ja malule ning lisaks AT patoloogias oluliste biometallide sisaldusele
ajus. Viidi labi esialgsed katsed sobivaimate dadikakarbse liinide valimiseks. Valitud liinidega teostati
malukatsed LA toime uurimiseks. LA ja vasega rikastatud toidu md&ju karbeste lokomotoorikale uuriti
ronimiskatsega ning maarati AT-s potentsiaalselt oluliste metallide (Cu, Fe, Zn, Mn) sisaldus karbeste
ajudes kasutades ICP-MS meetodit.



1. Kirjanduse llevaade

1.1.Alzheimeri tobi

Alzheimeri t6bi (AT) on vanusega slivenev neurodegeneratiivne haigus, mis on lks enim levinumaid
dementsuse vorme (“2023 Alzheimer’s Disease Facts and Figures,” 2023). Ule maailma kannatab
selle haiguse all tle 55 miljoni inimese ja on hinnatud, et haigestunute arv véib kolmekordistuda
aastaks 2050 (E. Nichols et al.,, 2022). AT puhul toimub progressiivne malu ja kognitiivsete
funktsioonide halvenemine, mida p&hjustab neuronite t66 hdirumine ja rakkude surm mitmetes aju

piirkondades eeskatt hipokampuses ja ajukoores (Whitehouse et al., 1982).

Iseloomulikud neuropatoloogilised tunnused AT patsientidel on amiloidsed naastud (ingl.k. amyloid
plagues) ja neurofibrillaarsed kambud (ingl.k. neurofibrillary tangles, NFT) (Hippius & Neundorfer,
2003). Amiuloidsed naastud on ekstratsellulaarselt paiknevad valgukogumid, mille
pohikomponentideks on agregeerunud amiloid-beeta (AB) peptiidid (Cras et al., 1991). Neid
peptiide leidub inimese ajus erineva pikkusega, millest levinumad koosnevad 40-st voi 42-st
aminohappejasgist (AB* ja AB*?) (Selkoe & Hardy, 2016).

Lisaks naastudele neuronite vahel iseloomustavad AT-e intraneuraalsed muutused, mille kaigus tau-
valgu hiiperfosforiileerumise tulemusena tekivad NFT-d. Eelpool kirjeldatud muutused algavad juba
enne kliiniliste simptomite ilmnemist, ning seejuures amiloidsete naastude moodustumine eelneb
Uldiselt NFT-dele (Braak & Braak, 1991).

Séltuvalt geneetilistest pohjustest jaotatakse AT kaheks vormiks: sporaadiliseks ning perekondlikuks.
Ule 90% haigusjuhtudest esinevad hilise algusega sporaadilise vormina, mis avaldub tavaliselt peale
65. eluaastat. Sporaadilise AT areng toimub paljude geneetiliste ja keskkonna mjude téttu ning seni
ainus fikseeritud geneetiline riskifaktor on apolipoproteiin E geeni (APOE) €4 alleeli esinemine.
Varase algusega perekondlik AT algab tavaliselt enne 65. eluaastat. Vorreldes sporaadilise vormiga,
on perekondliku AT geneetiline taust selgem. Haigus on pdhjustatud mutatsioonidest kolmes geenis:
APP, preseniliin 1 voi preseniliin 2 (Piaceri, 2013).

1.1.1. Amiloidsed naastud ja nende moodustumine

Amdiiloidsetes naastudes sisalduvad AB peptiidid tekivad vastava amiiloid-beeta eellasvalgu (ingl. 8-
amyloid precursor protein, APP) proteoliisil normaalsete flisioloogiliste radade kaudu (Cras et al.,
1991). APP on membraanvalk, mille N-terminus asub rakuvalises ruumis ja C-terminus tsiitosoolis.
Seda valku t6odeldakse proteoliitiliselt kolme enslilimi poolt: a-, B- ja y-sekretaas. Kui B- ja y-
sekretaas vahendavad AP tootmist, siis a-sekretaas mojub AR moodustumisele hoopis
konkureerivalt. Sellest tulenevalt nimetatakse APP protsessimist, mis algab B-sekretaasi tootlusega,
amiloidogeenseks rajaks ning a-sekretaasi toimel toimuvat lllsi mitte-amiloidogeenseks rajaks
(Joonis 1) (Haass et al., 2012).
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Joonis 1. Kaks erinevat APP proteoliitilist rada. APP jarjestikusel lagundamisel B- ja y-sekretaasi poolt moodustub AB ja
seetGttu nimetatakse sellist APP to6tlust amiloidogeenseks rajaks. Mitte-amiiloidogeenses rajas |0igatakse APP-d a-
sekretaasi poolt AB-le vastava jarjestuse seest ning AR asemel vabaneb y-sekretaasiga |6ikamise jarel p3 fragment
(Kohandatud, Tiiman et al., 2013).

Amiloidogeensete sekretaaside inhibeerimine vihendab AB moodustumist ja on seega ka oluliseks
terapeutiliseks sihtmargiks (Haass, 2004). Mutatsioonid y-sekretaasi sublhikutes (preseniliin 1 voi
2), aga ka APP geenis endas suurendavad kergemini agregeeruvate vormide nagu AB*
moodustumist. AT puhul on AB* ja teiste isovormide suhe mé&irava tidhtsusega, sest AB*
fibrilliseerub ja oligomeriseerub tunduvalt kiiremini, kui néiteks laialdasemalt esinev AB*® (Bekris et
al., 2010).

Selgitamaks, kuidas AP ladestumine ajus on seotud AT kujunemisega, on vilja pakutud
amiloidkaskaadi teooria. See teooria selgitab, millised jarjestikused muutused ajus viivad
dementsuse viljakujunemiseni. Haigus algab AB* tasemete tdusuga, millele jargneb peptiidi
kogunemine ja oligomeriseerumine ajus. Naastude moodustumisele jargneb kaskaad muutusi, mis
koik aitavad kaasa neuronaalsete funktsioonide hdirumisele |Gppedes neurodegeneratsiooniga.
Olgugi, et tegu on seni aktsepteerituima AT hiipoteesiga, on siiski veel mitmeid seni lahendamata
linkasid, mis radgivad amuloidkaskaadile vastu. Naiteks ei korreleeru amiloidsete naastude sisaldus
ajus taielikult dementsuse kulgemisega ja suurt hulka anti-amiiloidseid ravimikanditaate pole
kliinilistes katsetes saatnud loodetud edu (Selkoe & Hardy, 2016).

1.2.Metallide roll Alzheimeri toves

Levinuimad biometallid eukarliootides on raud, tsink ja vask. Kuigi tegu on mikroelementidega,
mida organism vajab vaikses koguses, on nad eluliselt darmiselt tahtsad. Need metallid on kriitiliselt
olulised ensliimide funktsiooni sailitamises mangides rolli nii kataltusis, valkude struktuuri
stabiliseerimises, hapniku transpordis ja raku signaaliradades. Seega pole (llatav, et nende metallide
homoostaasi hairumine toob kaasa haiguslikke haireid nagu Wilsoni ja Menkesi tdobi, mis on

pohjustatud vastavalt vase transporterite ATP7b ja ATP7a defektist, samas kui aneemia ja
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hemokromatoos on pohjustatud vastavalt raudioonide puudusest v6i kuhjumisest (Roberts et al.,
2012). AT puhul on eelnimetatud biometallide tasemed ajus diisreguleeritud ning on naidatud, et
AB peptiidid interakteeruvad Fe, Zn ja Cu ioonidega (Huang et al., 1999). Cu ja Fe on redoksaktiivsed
metallid, millest tuleneb ka nende olulisus mitmete redoksenstiimide aktiivtsentrites. Samas
tdhendab see, et nende metallide homdostaas peab olema rangelt kontrollitud, et valtida
reaktiivsete hapnikutihendite (ROS) moodustumist, mis on ka (iheks patoloogiliseks tunnuseks AT
puhul (Maynard et al., 2002). Kuigi AT-le iseloomulike amiiloidsete naastude moodustumise tapne
mehhanism on seni selgusetu, on palju tdendeid, et AR peptiidide agregeerumine naastudeks on

seotud ajus sisalduvate metalliioonidega (Bush, 2000).

1.2.1. Vase roll

Koige vaserikkamateks organiteks on maks ja aju (Bulcke et al., 2017). Kuigi metallide tasemed ajus
voivad piirkonniti erineda, on nii loomade kui inimeste peal ndidatud, et vananedes vase sisaldus
ajus vaheneb (Roberts et al.,, 2012). Eelnevalt on naidatud, et AT puhul on ekstratsellulaarses
piirkonnas naastude ldheduses vaskioonide llekaal, samas kui intratsellulaarses keskonnas on vase
defitsiit (Miller et al., 2006; Schrag et al., 2011).

Valja on pakutud vase (ka tsingi ja raua) véimalik roll AT patogeneesis. Selle kohaselt ajendab
lokaalne ioonide diishomoostaas ajus AP agregaatide moodustumise. Need muunduvad edasi
fibrillideks, mis sisaldavad vastavat metalliiooni. Sellised algsed fiibrid alustavad autokataltutilist AR
fibrilleerumist, mille tagajarjel moodustuvad amiloidsed naastud, mis seovad tdiendavalt vask- ja
ka raudioone. Koostods AB-ga toimuvad nende redoksaktiivsete metalliioonidega
redoksreaktsioonid, mis viivad ROS-de moodustumiseni pohjustades oksiidatiivset stressi (Tiiman
et al., 2013). limneb, et AB redutseerib seostudes Cu?* ioone Cul*-ks, mille kdigus moodustub
hapniku juuresolekul nii H;O, kui ka vastavalt Fenton vdi Haber-Weiss reaktsioonile
hidroksiilradikaalid (OH-) (Huang et al., 1999).

Kdigele lisaks on vaske seostatud ka AT-le iseloomuliku tau patoloogiaga tdnu tau valgu
fosforiileerimise ja agregeerumise stimuleerimisele ning tau agregaatide toksilisuse
suurendamisele. Samuti pShjustab vase defitsiit oluliste vask-sdltuvate enstilimide nagu tsiitokroom

c okstidaas ja superoksiidi dismutaas aktiivsuse langust (Bulcke et al., 2017).

Kbike eelnevat arvesse voéttes voib AT-le iseloomuliku hairitud vase metabolismi reguleerimine olla

potentsiaalselt kasulik AT ravis.

1.3.Amiloidkaskaadile baseeruvad Alzheimeri tdve teraapiad

Seni on AT ravi leidmisel enim tdhelepanu saanud AB-ga seotud patoloogia mdjutamine. On uuritud
AB tootmise vahendamist |dbi y- ja B-sekretaasi inhibeerimise. Kuigi esialgsed uuringud nii
loommudelite kui inimeste peal andsid positiivseid tulemusi, on seni kdik kandidaadid hilisemates
kliinilistes katsetes p6runud seoses madala efektiivsuse v6i soovimatute kdrvaltoimetega. Lisaks on
uuritud nii aktiivset kui passiivset immuniseerimist vastavalt AR voi antikehade abil, mille kaigus

antikehad soodustavad AP eemaldamist ajust (Tatulian, 2022).



Tanaseks on suudetud vélja arendada vaid kaks AT kulgu modifitseerivat ravimit, mis on FDA poolt
aktsepteeritud. Tegu on AP vastaste monoklonaalsete antikehadega aducanumab ja lecanemab, mis
mdlemad vahendavad patsiendi ajust AP taset ja sellega seoses aeglustavad nad mdningal maaral
ka haiguse kulgu (“2023 Alzheimer’s Disease Facts and Figures,” 2023). Miinuseks taoliste ravimite
puhul on vajadus manustada neid intravenoosselt. Lisaks on nad vaga kulukad ja esinevad tugevad

kérvalmaojud (Brockmann et al., 2023).

AT raviks on vélja pakutud ka metallide kelaatoreid, mis eemaldaks naastudest AB-ga seostunud
metalliioone ja |3bi selle aitaks kaasa naastude lagundamisele. Uks tihelepanuvairsemaid sellise
omadusega Uhendeid on kliokinool (CQ), mis seob nii vaske kui tsinki olles vGimeline viima neid
metalliioone rakuvalisest ruumist tagasi rakku sisse. Lisaks sellele on CQ hiidrofoobne molekul ja
labib edukalt vereajubarjaari, mis teeb temast hea ravimkandidaadi (Robert et al., 2015).
Prekliinilised katsed CQ-i ja analoogse taiustatud Ghendi PBT2-ga naitasid kindlat positiivset moju
AT hiirte peal, kellel on Ulesreguleeritud AB tootmine (Adlard et al., 2008; Cherny et al., 2001).
Molemad ravimikandidaadid andsid esialgseid positiivseid tulemusi ka varajastes kliinilistes
katsetes, kuid takerdusid erinevatel effektiivsuse ja ohutusega seotud pohjustel hilisemates
uuringutes (Robert et al., 2015).

1.3.1. a-lipoehappe toime

a-lipoehape (LA) on looduslikult esinev ihend, mida toodetakse organismis mitokondrites, aga ta
on omastatav ka toidust. Oma biofunktsioonilt on LA mitokondrite ensiiimkomplekside kofaktor.
Lisaks mdjutab LA rakkudes paljusid erinevaid protsesse kditudes nii antioksiidandina kui metallide
kelaatorina ning samuti osaleb ta raku signaaliradades (Shay et al., 2009). In vivo redutseeritakse LA
dihidrolipoehappeks (DHLA) (Joonis 2), mida eksporditakse ka rakkudest vélja ja mis omadustelt on
veelgi parem antiokslidant ja metallide kelaator (Packer et al., 1997). Nendest omadustest
tulenevalt on LA neuroprotektiivset toimet uuritud haiguste nagu Alzheimeri, Parkinsoni ja
Huntingtoni tdve, aga ka normaalsete vananemisega seotud probleemide puhul, mis on andnud
lootustandvaid tulemusi (Molz & Schréder, 2017). AT puhul on ndidatud, et LA aitab lagundada
amuloidnaastusid post mortem inimese ajus (Fonte et al.,, 2001). Lisaks on tserebraalse
amuloidoosiga AT hiire mudeli peal ndidatud, et LA vdhendab amiloidsete naastude toksilisusest
tulenevaid kognitiivseid kahjustusi, kuigi antud uuringus statistiliselt olulist amiloidsete naastude
vahenemist ei tuvastatud (Quinn et al., 2007).

Meie tédrithmas on hiljuti ndidatud, et DHLA seob piisavalt hasti Cul* ioone (Smirnova et al., 2018)
ning et LA suudab viia ekstratsellulaarsest ruumist vaskioone tagasi rakkude sisse, kaitudes kui
ionofoor ja tanu sellele suudab ta potentsiaalselt normaliseerida diisreguleeritud vase metabolismi.
Samuti ndidati AT &adikakarbse mudelis, et LA parandab lowa mutatsiooniga inimese AB-t

ekspresseerivate karbeste lokomotoorset aktiivsust (Metsla et al., 2022).

IImneb, et LA on mitmekiilgsete omadustega (thend, mis omab neuroprotektiivset mdju erinevate
patoloogiate korral, kuid tema tdpsed toimemehhanismid on veel ebaselged ning vajavad seetdttu

lisauuringuid.
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Joonis 2. Alfa-lipoehappe ja dihiidrolipoehappe struktuurvalem (ChemDraw).

1.4.Drosophila melanogaster kui Alzheimeri tdve mudel

Aidikakirbseid on teaduses kasutatud juba iile saja aasta. T8eline labimurre dadikakdrbeste
kasutamisega geneetika uuringuteks saavutati Thomas Hunt Morgani poolt. Nimelt leidis Morgan
oma karbeste seast (ihe ainsa valge-silma mutatsiooniga karbse, kellega viis |abi rea ristamisi. Selle
tunnuse parandumismustrite uurimine aitas téestada kromosoomiteooriat (Morgan, 1910). Sealt
alates on &aadikakarbeste abiga tehtud palju fundamentaalseid avastusi nii geneetikas kui
arengubioloogias ning tdnaseks on &adikakarbestest kujunenud tdhtis mudelorganism paljude
inimeste haiguste uurimiseks. Praeguseks on teada, et ligi 75% inimese haigustega seotud geenidest
omavad dadikakarbses funktsionaalseid ortolooge (Bier, 2005).

Drosophila melanogasteri kasutamisel haiguste uurimises on teiste mudelorganismide ees mitmeid
eeliseid. Esiteks on neil vaid 4 kromosoomi, millest 3 sisaldavad suurema osa kdigist aadikakarbse
14000 geenist (C. D. Nichols, 2006). Tanapaeval voimaldab dadikakdrbse mudelorganism kdige
edasijoudnumat geneetilist manipulatsiooni vdrreldes teiste kdrgemate eukartiootidega, mistdttu
saame narvisisteemi keerukust uurida enneolematu detailsusega (Venken et al., 2011). Suur eelis
dadikakarbeste puhul on otseloomulikult ka nende liihikene elutstikkel. 25°C juures labitakse
tdismoondega areng (embriio, vastne, nukk, valmik) vaid 10-12 paevaga. Seejuures voib liksainus
emane kdrbes muneda mone paevaga sadu mune. Samuti on Gldised kdrbeste (lalpidamiskulud
suhtelistelt madalad ning t66d lihtsustab veel asjaolu, et selgrootute, sh &adikakarbeste,
kasutamine teaduses ei ole piiratud loomkatsete regulatsioonidega, mis kehtivad selgroogsetele
katseloomadele (C. D. Nichols, 2006).
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2. Too eesmargid

Kaesoleva t66 eesmargid olid:

1. Ronimise ja elulemuse eelkatsetega teha kindlaks sobivad AT fenotiilibiga karbseliinid

edasisteks katseteks
2. Uurida LA moju AT fenotlilibiga dadikakarbestele labi kditumiskatsete
3. Vasetoidu ja LA-toidu koosmdju uurimine ronimiskatsega
Vasetoidu ja LA-toidu mdju uurimine metallide sisaldusele AT kadrbeste ajus kasutades ICP-

MS meetodit
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3. Eksperimentaalne osa

3.1.Teoreetiline kirjeldus

3.1.1. Binaarsed ekspressioonisiisteemid

Binaarsed ekspressioonisisteemid on Uheks oluliseimaks tooriistaks dadikakarbse narvisiisteemi
uurimisel, mis véimaldab manipuleerida kindlaid narvististeemi rakkude populatsioone nii ajaliselt
kui ruumiliselt. Nimetatud meetodis kasutatakse kahte erinevat Drosophila pusiliini (driver ja
responder), mida uuritava geeni ekspressiooni kdivitamiseks omavahel ristatakse. Driver-liin pakub
koespetsiifiliselt transkriptsioonifaktori (TF) ekspressiooni ning responder-liin omab uuritavat geeni,
mis ekspresseeritakse Ulesvoolu paikneva enhanseri toimel, kui sinna on seondunud driver’st parit
TF. Kaks tuntumat meetodit huvipakkuva geeni ekspresseerimiseks on Gal4- ja Q-slisteem, mida
kasutati ka kdesolevas t66s AT mudelkarbeste saamiseks (Joonis 3). Nende siisteemide TF/enhanser
on vastavalt Gald/UAS ja QF2/QUAS, kus UAS viitab ingliskeelsele valjendile upstream activating

sequence (Venken et al., 2011).

P: driver-liin responder-liin
x H »
HEL B
‘ AB ekspressioon
neuroni
F1 euronites
TF : =
a0 =
neuronaalne
~ promootor AB
) enhanser
(nSyb/elav) (Gald/QF2) (UAS/QUAS)

Joonis 3. AB ekspresseerimine kdrbeste neuronites binaarsete ekspressioonisiisteemidega. Huvipakkuva geeni (meie
katsetes AB) ekspresserimiseks neuronites ristatakse omavahel driver- ja responder-liin. Jarglastes (F1) kadivitab
neuronitele spetsiifiline promootor (kdesolevas t66s kasutati elav ja nSyb promootoritega liine) TF siinteesi, mis
omakorda seondub uuritavast geenist Gilesvoolu paiknevale enhanserjarjestusele (UAS/QUAS) ja mille tulemusel kaivitub
AP ekspressioon (Kohandatud. St Johnston, 2002).

3.1.2. Olfaktoorne ppimine

Aadikakarbsed salvestavad Uimbritsevat infot kasutades nii visuaalset, ruumilist kui olfaktoorset
dppimist. Uheks oluliseimaks &&dikakirbeste méalu uurimise meetodiks on I8hnadega seotud
maélukatse. Klassikalises malukatses (Joonis 4) testitakse kadrbeste olfaktoorset 6ppimisvéimet kahe
I6hnaga, millest ks seotakse kas negatiivse voi positiivse aistinguga. Katse viiakse labi spetsiaalse
T-maze aparatuuriga (Tully & Quinn, 1985). Kaks pohiliselt malukatseks kasutatavat |Ghna on 4-
metultsikloheksanool (4-MCH) ja 3-oktanool (3-OCT). Katse viiakse |abi pimedas ruumis 6rna

punase valguse abil, mida kdrbsed ei nde, et vdhendada visuaalseid m&jusid (Malik & Hodge, 2014).
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Negatiivne stiimul

CS+ CS-

Vaakum

Positiivne stiimul

CS+ CS-

— o>

Treenimine Testimine

Joonis 4. A) positiivse ja negatiivse malukatse vordlus. Negatiivses malukatses kasutatakse treeningfaasis IGhnaaistingu
kinnistamiseks lisastiimulina elektriSokki, positiivses malukatses aga sahharoosi. Seejuures kasutatakse treenimiseks
kahte erinevat I6hna: lisastiimuliga CS* (ingl.k. conditioned stimulus) ning ilma vastava stiimulita CS-. Karbseid treenitakse
molema I6hnaga eraldi ning seejarel lastakse testimisfaasis kdrbestel samade IGhnade vahel korraga valida (Kohandatud,
Mariano et al., 2020). B) malukatse T-maze aparaat. Joonisel tdhistatud osad: a- treeningtuub; b- testimistuubid; c-
keskmine liigutatav sektsioon ehk lift; d- Idhnakambrid. Aparaat (ihendatakse vaakumpumbaga, mis tdmbab 6hku labi
I6hnakambrite, kust juhitakse see edasi kdrbesteni (Kohandatud, Drosophila Olfactory Operant Conditioning - Maze

Engineers, n.d.).

3.1.3. Induktiivsidestatud plasma mass-spektromeetria

Induktiivsidestatud plasma mass-spektromeetria (ICP-MS) on analiitiline meetod elementide
kvalitatiivseks ja kvantitatiivseks madramiseks suure sensitiivsuse ning tdpsusega mitmesugustes
proovides. Suureks eeliseks selle meetodi puhul on vdimalus tuvastada mitmeid elemente korraga
ning lisaks véimaldab ICP-MS labi viia ka isotoopset anallilisi. Tanu nendele eelistele on ICP-MS

leidnud laialdast kasutust nii teaduses, meditsiinis kui toostuses (Bulska & Wagner, 2016).

Lahuse kujul proovid muudetakse aparaadis nebulisaatori abil aerosooliks ja juhitakse tavaliselt
argooni plasmasse. Kérge temperatuuriga plasma (kuni 10000 K) aurustab, atomiseerib ja ioniseerib
proovi, tekitades suures koguses positiivseid ioone. loonoptika fokusseerib ja juhib ioonkiire edasi
kvadrupool-massianaliisaatorisse, kus ioonid jaotatakse vastavalt nende massi-laengu suhtele ning
eraldatud ioonide hulk moddetakse detektori abil (Houk et al., 1980).

3.2.Meetodid

3.2.1. Aéidikakirbeste kultiveermine ja ristamine, kasutatud liinid

Aidikakarbseid kasvatati 50 ml plastikviaalides, mis olid suletud &hku |&bilaskvate korkidega. Viaalid
olid taidetud 1/4 ulatuses kasvusubstraadiga. Kasvusubstraadi koostis the liitri vee kohta oli
jargmine: 6,5 g agar, 38 g manna, 70,5 g linnasejahu, 17,5 g kuivpdrm, 5,9 ml nipagiin (Dutcher
Scientific, 30g/100ml 94% EtOH) ja 6,8 ml propioonhape (Fisher Scientific, sigma). Agar, manna ja
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linnasejahu lisati keevasse vette ning keedeti pidevalt segades 10 minutit. Aja méddudes lisati parm,
jatkati keetmist 2 minutit ja seejdrel jahutati segu vesivannis 70°C-ni. Lisati propioonhape ja nipagiin,
mis takistavad s66tme riknemist. LA (Alfa-lipoehape, Sigma-Aldrich) lahustati eelnevalt etanoolis
200 mM kontsentratsiooniga ja segati kasvusubstraadiga. Kontrolltoidule (C) lisati vastav kogus
etanooli (1%), mida kasutati LA-toidu valmistamiseks. Cu-toidu valmistamiseks segati s66tmesse
100 mM CucCl; (Sigma-Aldrich), 0,5% HCI lahust. Kasvusubstraat villiti plastikviaalidesse ja peale
jahtumist kaeti korkidega ning hoiustati 4°C juures. Katsetes kasutatud erinevad kasvusubstraadid

ja nende kontsentratsioonid on valja toodud alljargnevalt (Tabel 1).

Tabel 1. Erinevad kasvusubstraadid ning inkubaatori temperatuurid katsetes.

Kat Temp. Kasvusubstraadid Kasvusubstraadid
atse
inkubaatoris ristamisel katses
ronimiskatse 29°C tavatoit tavatoit
eelkatsed - -
elulemus 29°C tavatoit tavatoit
Iohna- . .
. 29°C tavatoit tavatoit
tundmiskatse
Q-siisteem —
ronimis- ja ) e C
. 29°C tavatoit
malukatse e LA (2 mM)
Gald ronimiskatse ja e C e C
a -
) ajude 25°C e LA(1mM) e LA (2 mM)
slisteem dissek L. e Cu e Cu
Issekteerimine e Cu+LA(1mM) e Cu+LA(2mM)

C: tavatoit + 0,96% EtOH; LA: tavatoit + (1 vGi 2 mM) LA + 0,96% EtOH; Cu: tavatoit + 0,2 mM CuCly; Cu + LA: tavatoit + 0,2
MM CuCl, + (1 v8i 2 mM) LA + 0,96% EtOH.

Karbestega viaale hoiti kindlate tingimustega inkubaatorites. 18°C juures hoiustati pusiliine,
eksperimendid viidi [abi 25°C ja 29°C inkubaatorites (Tabel 1). Kdikides kappides oli keskmine niiskus
60% ja kontrollitud valgusreziim (12 h valgust/12 h pimedust).

Antud t60s kasutati AT mudelkdrbestes erinevate AB-peptiidide ekspressiooniks Q-slisteemiga

(Tabel 2) ja Gal4-slisteemiga liine (Tabel 3).

Tabel 2. Eksperimentides kasutatud Q-slisteemi dddikakarbeste liinid.

Kasutatud liin Q-siisteem Selgitus Allikas

Bloomington Drosophila Stock
Center. Liin nr. 83347

Ekspresseerib QUAS

w[1118]; P{w[+]=QUAS- | QUAS-AB*ss kontrolli all
Abeta42.L}4 responder sekretsiooni-signaaliga

lidetud AB*? peptiidi

Vilja tootatud:
(Li et al., 2018)

Ekspresseerib Bloomington Drosophila Stock

w[1118]; S[1]/CyO; "
[ 1; S[1]/Cy nSyb-QF2 neuronites QF2 Center. Liin nr. 81283
P{y[+t7.7] w[+mC]=nSyb- ] o ]
QF2w.ADJattP2 driver transkrlpts'loonl- Valja totatud:
faktorit

(Riabinina et al., 2019)
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P{w[+mW.hs]
RFP[mMCh.3xP3.cPa]=ET-
QF2.GB}elav[C155-QF2];
betaTub60D[Pin-1]/CyO

elav-QF2

driver

Ekspresseerib
neuronites QF2
transkriptsiooni-
faktorit

Bloomington Drosophila Stock
Center. Liin nr. 66466

Vilja tootatud: Christopher
Potter, Chun-Chieh Lin (2016)

Tabel 3. Eksperimentides kasutatud Gal4-siisteemi dadikakarbeste liinid.

Kasutatud liin

Gal4-siisteem

Selgitus

Allikas

w[*]; PBac{y[+mDint2]

Ekspresseerib UAS

Bloomington Drosophila Stock
Center. Liin nr. 64216

UAS-ABY4? i
w[+mC]=UAS-Abeta.1- J kontrolli all AR
responder e
42}VK00033 P peptiidi Vlja tootatud:
(Jonson et al., 2015)
Bloomington Drosophila Stock
w[*]; PBac{y[+mDint2] UAS-AB*2 Ekspresseerib UAS Center. Liin nr. 64222
w[+mC]=UAS-Abeta.3- kontrolli all AB3#?
responder L Vilia toétatud:
42.E3A}VK00033 peptiidi alja tootatud:
(Jonson et al., 2015)
Bloomington Drosophila Stock
w[*]; PBac{y[+mDint2] UAS-AB!-2 Ekspresseerib UAS Center. Liin nr. 64218
w[+mC]=UAS-Abeta.11- kontrolli all AR42
responder L Vilia téétatud:
42}VK00033/TM3, Sb[1] peptiidi alja tootatud:
(Jonson et al., 2015)
Ekspresseerib Bloomington Drosophila Stock
y[1] w[*]; nSyb-Gal4 neuronites Gal4 Center. Liin nr. 51635
P{w[+m*]=nSyb-GAL4.S}3 driver transkriptsiooni-

faktorit

Vilja tootatud: Hugo J. Bellen;
Julie Simpson (2013)

w[1118]

Metsiktlilpi geneetilise
taustaga liin

Bloomington Drosophila Stock
Center. Liin nr. 5905

(Ryder et al., 2004)

Ristamiseks vOeti 5-15 neitsiemast ja lisati viaali 5-10 isast kadrbest. 4-5 pdeva jarel eemaldati

vanemad viaalidest ning 9-11 pdeva parast koguti koorunud karbseid katsete jaoks.

3.2.2. Ronimiskatsed, elulemuse jalgimine

Umbes 7-13 kdrbest (emased ja isased eraldi) sorteeriti erinevatele kasvusubstraatidele (Tabel 1) 15

ml viaalidesse. Viaale hoiti 7 pdeva inkubaatoris, tOstes iga kahe paeva jarel kdrbsed uuele s66tmele.

7 pdaeva moodudes sooritati ronimiskatse. Selleks koputati kdrbsed tiihjadesse 15 ml viaalidesse,

mis Uhendatud teise samasuguse viaaliga liites need kokku labipaistva teibiga. Katseviaalid paigutati

16




skaala ette, mis oli kdrguste jargi jaotatud vordselt 10-ks segmendiks. Ronimise médtmiseks koputati
kolme tugeva loogiga karbsed viaalide pdhja ja fotografeeriti tulemus 10 sekundi moéodudes.
Karbestel lasti puhata 1 minut ja korrati sama katset veel kahel korral (kokku 3 kordust). Tehtud
piltidelt registreeriti iga kdrbse ronimiskérgus skaalal 1-10 ja arvutati viaalis olnud karbeste

keskmine ronimisskoor, et ndha erinevusi liinide vahel ning LA- voi Cu-toidu maju.

Elulemuse jalgimiseks sorteeriti emased ja isased kdrbsed eraldi 20-30 kaupa tavalise s66tmega 15
ml viaalidesse ja hoiti 29°C inkubaatoris. Ule p3eva tdsteti kirbsed virskele toidule, et valtida

s66tme riknemist ning loendati surnud kdrbsed, et ndha elulemuse erinevusi kasutatud liinide vahel.

3.2.3. Ldhnatundmise katse ja positiivne malukatse

Ldhnakatses anallisitakse kdrbeste tundlikkust katses kasutatavate |dhnade suhtes vorreldes
Ohuga. Karbsed sorteeriti (emased, isased eraldi) tavatoidule kahes korduses 10-40 kaupa. Karbseid
hoiti kuni katseni 7 paeva 29°C inkubaatoris ning viidi uuele kasvusubstraadile iga 2-3 paeva tagant.
Katsele eelnevalt tdideti Idhnakambrid 30 pl mineraaldlis lahjendatud I6hnadega (3-OCT 1:100, 4-
MCH 1:67). Optimaalse koguse kadrbeste analliisiks liideti sama liini emased ja isased karbsed kokku
ja seejarel sisestati T-maze aparaadi keskmisesse kambrisse (Joonis 4), lllitati sisse pump ning lasti
kohaneda 90 sekundit. Samal ajal Gihendati testimistuubid - Ghel pool koos I6hnakambriga: 4-MCH
vOi 3-OCT ja teisel pool ilma I6hnata tihi kamber (ainult 6hk). Ruum pimendati kardinaga ja karbsed
lasti liftiga testimistuubidesse 120 sekundiks, misjarel kadrbsed loendati. L6hnatundmise katset
korratakse eraldi molema IGhnaga ja arvutatakse karbeste eelistusindeksid (ingl. k., olfactory
preference index) kummagi I6hna suhtes valemiga:
karbsed(lohn) — karbsed( 0hk)
Koik karbsed

eelistusindeks =

Malukatseks sorteeriti kdrbsed (emased, isased eraldi) kahes korduses 10-40 kaupa C- ja LA-toidule
(Tabel 1). Karbseid hoiti 29°C inkubaatoris 7 paeva ja tosteti uuele kasvusubstraadile iga kahe pdeva
tagant. Kuuendal p&deval (16 h enne katset) koputati kdrbsed nalgima ilma toiduta viaalidesse, mille

pohjas oli veega immutatud Shuke kork. Nalgimine aitab suurendada suhkru moju Gppimisele.

Katse ettevalmistamiseks tdideti Idhnakambrid 30 pl lahjendatud I6hnalahustega. Treeningtuubide
seinad kaeti Whatman filterpaberiga. Seinad immutati vastavalt veega (CS’) voi 2 M sahharoosi
lahusega (CS*) ja kuivatati.

Enne katset liideti jallegi vastavate liinide sama toiduga emased ja isased karbsed kokku. Karbsed
koputati CS™ treeningtuubi ja liideti aparaadiga. Lilitati sisse vaakumpump ning karbsed kohanesid
90 sekundit. Seejarel lisati 120 sekundiks CS™ I16hn. Aja moddudes eemaldati 16hn ning karbsed
taastusid 30 sekundit tavalise dhuvooluga. Seejarel koputati karbsed suhkruga CS* treeningtuubi,
liideti aparaadiga ja koheselt lisati 120 sekundiks CS* I6hn. Treenimisfaasi [6ppedes koputati kdrbsed
masina keskmisse vahekambrisse ning lasti 90 sekundit puhata. Samaaegselt Ghendati T-maze
testimistuubid ja molemad I6hnakambrid ning katseruum pimendati kardinaga. Aja méédudes viidi

karbsed liftiga testimistuubide kambrisse. Valimine I6hnade vahel toimus 120 sekundi jooksul.
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Seejarel kdrbsed eraldati ja loendati mikroskoobi all. Katset korrati mélema I6hnaga. Katsetulemuste
pohjal arvutati sooritusindeks (ingl. k., performance index) valemiga:

CS™ karbeste arv — CS~ karbeste arv
Koik karbsed

sooritusindeks =

3.2.4. Metallide maaramine dadikakarbse ajudest

Metallide maéaaramiseks koguti Gal4-slisteemi isased ja emased karbsed eraldi vastavatele
kasvusubstraatidele (Tabel 1). Karbseid hoiti 7 pdeva 25°C inkubaatoris ja tOsteti iga 2-3 paeva jarel

uuele substraadile. Seejarel dissekteeriti ajud metallide sisalduse mootmiseks.

Dissekteerimine toimub stereomikroskoobi abil musta silikooniga kaetud aluse peal spetsiaalsete
pintsettidega. Metallide saastuse valtimiseks pesti t60ks vajalikud vahendid eelnevalt 2% HNO;
lahusega. Dissekteeritavad kdrbsed uinutati ja I6mastati alusele ilma paid vigastamata. Pead
eemaldati lilejddnud keha kiljest ja viidi puhvritilga (50 mM HEPES, 50 mM NacCl, pH=7,4) sisse, kus
eemaldati aju ning puhastati muudest pea osadest (silmade jaagid, kitiinkest jms). Iga paralleeli
kohta koguti 10 aju (5 isast, 5 emast). Dissekteeritud ajud viidi 1,5 ml happepestud tuubi 50 ul HEPES
puhvri sisse. Kogutud paralleele hoiti kuni analiisini -80°C juures.

Ajude lGusimiseks lisati proovidele 100 pl 68% HNO; (A509 Trace Metal™, Fisher Chemical) ja
inkubeeriti 24 h toatemperatuuril. ICP-MS analiilsi jaoks lahjendati lahused 3,4% HNOs-ni. K&ikide
proovide ettevalmistuseks kasutati ultrapuhast Milli-Q vett takistusega 18.2 MQ/cm, mis toodetud
Merck Millipore Direct-Q & Direct—-Q UV veepuhastussiisteemiga (Merck KGaA, Darmstadt,

Germany).

Metalliliste elementide maaramiseks kasutati kdesolevas t66s Agilent Technologies (Santa Clara,
USA) Agilent 7800 seeria ICP-MS aparaati (Agilent, USA), mis td6tas piigi hippereZiimis, 6 punkti
piigi kohta, 100 skaneeringut replikaadi kohta, 5 kordust proovi kohta. Proovi sisestamiseks kasutati
Agilent SPS-4 automaatset proovisisestajat (autosampler) (Agilent Technologies, USA). Aparatuuri
kontrolliks ja andmete kogumiseks kasutati tarkvara ICP-MS MassHunter 4.4 versiooni C.01.04
(Agilent Technologies, USA). T66 ICP-MS-iga teostati maatriksi Uldises tooreziimis jargmistel
tingimustel: RF vdimsus 1550 W, nebulisaatorgaasi vooluhulk 1,05 |/min, plasmagaasi vooluhulk 15

I/min, nebuliseerija tlitip: MicroMist. M&6tmised sooritati He reZiimis.

ICP-MS aparaat kalibreeriti kasutades 3,4% HNOs; multielementset kalibratsioonistandardit 2A
(Agilent Technologies, USA), mis sisaldas Ag, Al, As, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Cs, Cu, Fe, Ga, K, Li, Mg,
Mn, Na, Ni, Pb, Rb, Se, Sr, Tl, U, V, Zn tasemetel 0,5-50 ppb. Sisestandard metallide maaramiseks oli
Ge’? (ICP-MS sisemine standardsegu 1 pug/mL 3,4%-lises HNOs-s, Agilent Technologies). Proovides

maarati Cu®3, Fe*®, Mn® ja Zn® elementide sisaldused.

3.3.Andmete anallls

Andmete visualiseerimiseks ja statistiliseks anallitisiks kasutati GraphPad Prism 10 programmi.
Joonistel on andmed esitatud kujul: keskvaartus + standardviga (SEM). Statistiliselt oluliseks peeti

p-vaartusi <0,05.
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4. Tulemused

4.1.Eelkatsed

Karbestega tehti esialgsed ronimiskatsed veendumaks, et ndeme AT karbestes negatiivset
geotaksise efekti ning saaksime planeerida edasiseid katseid. Tulemustest (Joonis 5) ndeme, et Q-

siisteemi liinide nSyb>AB*ss ja elav>AB*’ss ronimisskoor oli Gal4-siisteemi liinidest parem.
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Joonis 5. Ronimiskatse erineva AP ekspressiooniga liinide vérdlemiseks. Kasutatud Q-siisteemi liinid: nSyb>AB4Zss,
elav>AB42ss, kontroll (QUAS-AB*2ss). Kasutatud Gal4-ststeemi liinid: nSyb>AB42, nSyb>AB3-42, nSyb>AR1142, Karbseid
kasvatati tavalisel toidul 7 pdeva 29°C inkubaatoris. Joonisel on esitatud keskvaartus + SEM, n=6, igas paralleelis 7-13
karbest.

Elulemuskatse tulemustest (Joonis 6) ndeme, et juba 11 pdevaga hukkusid kdik nSyb>Ap3** kirbsed
ja seega otsustati nendega antud uurimuses edasi mitte tdodtada. nSyb>ABY*? ja nSyb>Ap*2
tulemused olid keskmised: elasid vastavalt 18. ja 29. padevani. Nende liinidega otsustati uurida nii
LA- kui Cu-toidu mdju kdrbeste ronimistulemusele, aga ka metallide sisaldusele ajus. nSyb>AB*?ss
kdrbsed olid koige elujéulisemad ja parema ronimisskooriga, mistottu otsustati neid LA mdju

uurimiseks edaspidi kasutada malukatsetes.
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Joonis 6. Erinevate AT transgeensete aadikakdrbeste elulemuse jilgimine. Kasutatud liinid: nSyb>AB42ss (sinine),
nSyb>AB42 (roheline), nSyb>AB342 (lilla), nSyb>AP11-42 (oranz). Karbseid kasvatati tavatoidul 29°C juures. Elulemuse
jalgimine IGpetati katse 37. paeval. Anallsiks kasutati Log-rank (Mantel-cox) testi, n=4.

4.2.Q-susteemi liinid

4.2.1. Ronimiskatse

Q-slUsteemi kdrbeste ronimistulemustest (Joonis 7) ndeme, et LA-toidul kasvatatud karbestel
puudub statistiliselt oluline ronimisskoori erinevus vorreldes kontrolltoidu karbestega. Nii
elav>AB*ss kui nSyb>AB*ss kirbeste ronimistulemus oli vdrreldes kontroll-liini kirbestega

vahenenud, viidates AT fenotiitibi olemasolule.
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Joonis 7. LA mdju Q-siisteemi AT kirbeste ronimisele. Katses kasutatud liinid: nSyb>AB42ss, elav>AB#2ss, QUAS-AR*Zss
(kontroll). Karbseid kasvatati 7 paeva C (0,96% EtOH) ja LA (2 mM LA; 0,96% EtOH) kasvusubstraatidel 29°C juures.
Tulemuste pdhjal arvutati keskmine ronimisskoor. Joonisel on esitatud keskvaartus = SEM, n=60-90, igas paralleelis 7-13
karbest. Tulemuste statistiline anallilis teostati GraphPad Prismi abil kasutades Two-way ANOVA testi koos Tukey
mitmekordse vordlusega.

4.2.2. Lohnatundmiskatse

Eelnevalt on naidatud, et 4-MCH ja 3-OCT on t6rjuvad I6hnad (Hussain et al., 2018). Q-sisteemi
kdrbeste I6hnatundmise katse tulemustest (Joonis 8) ndeme, et kdik kasutatud liinid lahevad
eemale 3-OCT I8hnast, aga 4-MCH I8hna tunnevad ainult elav>AB*ss kdrbsed. nSyb>AB*ss ja

kontrollkarbsed 4-MCH I6hna 6huvoolust ei eristanud.
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Joonis 8. Q-siisteemi AT kdrbeste tundlikkus 3-OCT ja 4-MCH I6hna suhtes. Kasutati Q-stisteemi liine: nSyb>AB4Zss,
elav>AB*2ss, QUAS-AB*2%ss (kontroll). Karbseid kasvatati 7 paeva tavatoidul 29°C juures. Katses kasutati lahjendatud
I6hnalahuseid 1:100 3-oktanool (3-OCT) ja 1:67 4-metiilltsikloheksanool (4-MCH). Tulemuste pdhjal arvutati kdrbeste

keskmine eelistusindeks (ingl. k., olfactory preference index) kummagi IGhna suhtes. Joonisel on esitatud keskvaartus +

SEM, n=8 katset, igas paralleelis keskmi

selt 30-60 karbest.

4.2.3. Positiivhe malukatse

Positiivse mélukatse tulemustest (Joonis 9) nideme, et nii elav>AB*?ss kui nSyb>AB*?ss kirbeste

sooritusindeks oli vOrreldes kontrollkdrbestega vahenenud. LA-toit kdrbeste sooritusindeksit ei

parandanud.
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Joonis 9. LA mdju Q-siisteemi AT kirbeste Sppimisvéimele/liihimilule. Kasutati Q-siisteemi liine: nSyb>AB4Zss,
elav>AB*2ss, QUAS-AB*Zss (kontroll). Karbseid kasvatati 7 paeva C (0,96% EtOH) ja LA (2 mM LA; 0,96% EtOH) toidul 29°C

juures. 16 h enne katse algust tdsteti kdrbsed nélgima. Katses kasutati lahjendatud I6hnalahuseid 1:100 3-oktanool (3-
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OCT) ja 1:67 4-metiultsikloheksanool (4-MCH). CH* treeningtuubi seina immutamiseks kasutati 2 M sahharoosi lahust.
Tulemuste pohjal arvutati karbeste keskmine sooritustusindeks (ingl. k., performance index). Joonisel on esitatud
keskvadrtus + SEM, n=8-11 katset, igas paralleelis keskmiselt 30-60 karbest. Tulemuste statistiline anallilis teostati
GraphPad Prismi abil kasutades Two-way ANOVA testi koos Sidak’i testiga.

4.3.Gal4-stisteemi liinid

4.3.1. Ronimiskatse

Gal4-ststeemi kdrbeste ronimistulemustest (Joonis 10) nieme, et nSyb>AB*? ja nSyb>AR!42 AT
kdarbsed ronivad vorreldes kontrollkdrbestega halvemini. AT karbestele LA-toidu s66tmine
ronimistulemust ei parandanud. Cu-toit langetas AT karbeste ronimistulemust ning

kontrollkarbestel selline efekt puudus. Lisades Cu-toidule LA-d paranes AT kdrbeste ronimistulemus.

% % % %k
[ *

=1 [ ] C-toit
Lt |

i [ ] Cu-toit

[ ] LA-toit

[ ]LA+Cu-toit

Ronimisskoor

0 I I
nSyb>AB1 1-42 nSyb>A[?»42 kontroll

Joonis 10. Cu- ja LA-toidu mdju Gal4-siisteemi AT kdrbeste ronimisele. Katses kasutati Gal4-suisteemi liine: nSyb>AB42,
nSyb>AB1-42 nSyb>w1118 (kontroll). Karbseid kasvatati 7 pdeva C (0,96% EtOH), LA (2 mM LA; 0,96% EtOH), Cu (0,2 mM
CuCly; 0,5% HCI) ning Cu + LA (0,2 mM CuCly; 0,5% HCI, 2 mM LA; 0,96% EtOH) toidul 25°C juures. Joonisel on esitatud
keskvaartus £ SEM, n=10-60 igas paralleelis 7-13 karbest. statistiline analiilis teostati GraphPad Prismi abil kasutades One-
way ANOVA testi koos Tukey mitmekordse vordlusega.

4.3.2. Karbeste ajudes metallide mdaramine

ICP-MS meetodiga mééarati nelja olulise biometalli (Cu®3, Fe®¢, Zn®® ja Mn>°) sisaldus kirbeste ajudes
(Joonis 11). Enim sisaldab kdrbse aju rauda, jargnevad sarnase sisaldusega vask ja tsink ning
tunduvalt vahem sisaldab aju mangaani. Vaikse paralleelkatsete arvu (vaid kaks) tottu praegusel
hetkel jareldusi erinevate kasvusubstraatide mojust teha ei saa.
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Joonis 11. Cu- ja LA-toidu md6ju biometallide sisaldusele Gal4-siisteemi AT karbeste ajus. Maarati nelja elemendi
sisaldus: A) Cu®3, B) Fe®®, C) Zn% ja D) Mn>5. Kasutati Gal4-stisteemi liine: nSyb>AB42, nSyb>AB1142, nSyb>w1118 (kontroll).
Karbseid kasvatati 7 pdeva 25°C juures kasvusubstraatidel: C-toit (0,96% EtOH), LA-toit (2 mM LA; 0,96% EtOH), Cu-toit
(0,2 mM CuCly; 0,5% HCI) ning Cu + LA-toit (0,2 mM CuCly; 0,5% HCl; 2 mM LA; 0,96% EtOH). Uhe proovi kohta koguti 50
ul HEPES puhvrisse 10 dadikakarbse dissekteeritud aju (5 emast, 5 isast). Sooritati kaks korduskatset. Joonisel on esitatud
keskvaartus + SEM, n=2 katset.
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5. Arutelu

AT puhul esineb ajus lisaks amiloidsetele naastudele ja teistele muutustele vase diishomdostaas.
On nadidatud, et ekstratsellulaarselt on ajus vase (lekillus ja vaskioonid akumuleeruvad
amiloidsetesse naastudesse, kuid samaaegselt on intratsellulaarses keskkonnas vase defitsiit
(Miller et al.,, 2006; Schrag et al.,, 2011). Seega voiks vase metabolismi reguleerimine olla
alternatiivne terapeutiline lahenemine AT puhul. Arvestades LA erinevaid positiivseid omadusi, on
seda Uhendit uuritud seoses erinevate neurodegeneratiivsete haiguste korral ning ka ldise
neurotoksilisuse ja vananemisega (Molz & Schroder, 2017).

Meie uurimisriihm on niidanud, et DHLA seob Cu'* ioone optimaalse tugevusega (Smirnova et al.,
2018) ning seejuures suudab viia vaskioone ekstratsellulaarsest ruumist neuronilaadsetesse
rakkudesse, mis vOiks tasakaalustada hairitud vase metabolismi (Metsla et al., 2022). Seetdttu vOiks
LA osutuda kasulikuks nii AT ennetamises kui ravis. Lisaks on meie uurimisrihm ndidanud
transgeensete lowa mutatsiooniga AB-t ekspresseerivate AT kdrbeste mudelis, et LA parandab

ronimiskatses kdrbeste lokomotoorset aktiivsust (Metsla et al., 2022).

Kaesoleva t66 eesmargiks oli tdiendavalt uurida LA mdju erinevatele AT Drosophila mudelliinidele
sooritades kaditumiskatseid. Samuti huvitas meid LA ja vasega rikastatud kasvusubstraadi koosmdju
uurimine nii ronimiskatsetega, kui ka maarates ICP-MS meetodil vase ning teiste oluliste

biometallide tasemeid karbeste ajudes.

Eelkatsete kadigus vordlesime ronimiskatsete ja elulemuse jalgimise kaudu erinevaid AT mudelliine.
Katsetulemuste pdhjal selgus, et Q-stisteemiga AB*’ss peptiidi ekspresseerivate kirbeste
lokomotoorne aktiivsus ning elulemus olid tunduvalt paremad tilejddnud liinidest (Joonis 5 ja Joonis
6) mistottu otsustati neid edaspidi rakendada maélukatsetes. Malukatsetele lisaks sooritati
I6hnaeristamise katsed veendumaks, et kéarbseliinid eristavad katses kasutatavaid [6hnu.
L6hnaeristamiskatse tulemustest (Joonis 8) selgus, et kdrbsed eristavad piisavalt 4-OCT I6hna ning
vastavalt negatiivsele eelistusindeksile toimib see nende jaoks eemale torjuvalt, mida on ka varem
kirjeldatud (Hussain et al., 2018). 3-MCH puhul oli vaid elav>AB42ss kadrbeste eelistusindeks
negatiivne ning nSyb>AB*?ss ja kontrollkirbsed (QUAS-AB*’ss) nimetatud I8hna dhuvoolust pigem

ei eristanud.

Malukatse pdhjal (Joonis 9) positiivset LA mdoju kidrbeste sooritusele ei ndhtud. Ronimiskatse
tulemused (Joonis 7) Uhtisid malukatse omadega - LA neuroprotektiivset toimet tdiskasvanud
karbestele ei selgunud. Selline negatiivne tulemus aga kindlasti veel ei tdhenda, et LA-l puudub mdju
AT fenotiilibile. Meie hiipoteesi p&hjal voiks LA abil vase metabolismi reguleerimine aidata eelkGige
varajases AT faasis ja see vGib olla ka Gheks pShjuseks, miks me ei ndinud soovitud LA mdju. Eelpool
kirjeldatud kditumiskatsete jaoks alustati karbestele LA s66tmist alles alates valmikustaadiumist,
kuid APB*ss ekspressioon kirbsetes algab juba varasemates elustaadiumites ning
valmikustaadiumiks voib p66rdumatu neurodegeneratsioon olla juba toimunud. Varem on mitmete
loomkatsetega ndidatud LA positiivset moju neurodegeneratsioonile, sh AT puhul. APP

Uleekspressiooniga AT mudelhiirte puhul parandas LA s66tmine malu, kuid ei vahendanud AP
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tasemeid (Quinn et al., 2007). Lisaks on labi viidud kaks uuringut AT patsientide peal, mille p&hjal
jareldati, et LA manustamine stabiliseeris dementsuse edasist siivenemist patsientidel (Hager et al.,
2001, 2007).

Jargnesid uuringud Gal4-slsteemi liinidega. Varem sooritatud elulemuskatse tulemuste (Joonis 6)
pdhjal nagime, et nSyb>AB3>*? kirbeste eluiga oli tunduvalt madalam teistest liinidest. T6dmahu
optimeerimise eesmargil otsustati nimetatud liiniga selle t66 raames mitte edasi td6tada ning vase
ja LA kasvusubstraadi mdjusid uuriti edasi nSyb>AB¥*2, nSyb>AB*? ning nSyb>w* (kontroll)
kdrbestega. Ronimiskatsest nende liinidega (Joonis 10) selgus, et AB*? peptiidi ekspresseerimine
avaldas suuremat toksilisust, kui AB**?, mis vastab ka varem nende liinidega tehtud toksilisuse
katsetele (Jonson et al., 2015). Vase kasvusubstraadi s66tmine langetas oluliselt mélema AT
mudelliini ronimist ning kontrollkdrbeste puhul selline mdju puudus. Varem on ndidatud AT janeste
mudeli peal, et juba vidga vaiksed vase kogused (0,12 ppm) joogivees, indutseerivad kolesterooli
dieediga janestel AB ladestumist ja amuloidsetele naastudele sarnaste struktuuride moodustumist
ajus, millega kaasnesid ka raskused keerulisemate tlesannete taitmisel (Sparks & Schreurs, 2003).
Mis kdige ponevam - LA lisamisega vase kasvusubstraadile kirjeldatud negatiivne moju poo6rdus.
Seega ndgime LA neuroprotektiivset toimet vasest tingitud toksilisusele AT fenotilibi puhul. ATCUN
(ingl.k. amino terminal Cu(ll)- and Ni(ll)-binding) motiivi tdttu seob AB*? suurema afiinsusega
vaskioone (Noormagi et al., 2023), mistottu kahtlustasime selle peptiidi puhul suuremat vase-toidu

mdju. Katsetulemuste p&hjal A2

siiski oluliselt suuremat toksilisust ei ndidanud vdrreldes AR
liiniga. Edaspidi soovime samade liinidega sooritada ka I6hna- ja malukatseid, et ndha, kas esineb

sarnane vase ja LA vaheline efekt.

Metallide sisalduse madramise katse (Joonis 11) suure mahukuse téttu (lhe paralleelkatse jaoks
koguti 120 dissekteeritud aju) jouti labi viia vaid kaks katset ja seega vajab see katse jarelduste
tegemiseks lisakorduseid. Siiski valideerisime, et suudame selle meetodiga edukalt oluliste
biometallide sisaldust maarata. Oluline on ka markida, et kuigi kasutatud vahendeid puhastati
eelnevalt 2% HNO; lahusega, siis m6ne analiilsitud proovi puhul esines kontaminatsioonikahtlus

ning seega tasuks kindlasti tdiendavalt anallilsida véimalikke saastuse allikaid dissekteerimisel.

Kaesolevas t606s kasutatud liinide puhul rakendati AT mudelis erinevate AR peptiidide ekspressiooni.
Edasistes katsetes soovime kasutada dddikakarbseid, kellel on lisaks AB ekspressioonile samaaegselt
héiritud vase metabolism. Selleks vaigistame RNA interferentsi (RNAI) abil vase metabolismis olulisi
geene nagu CTR1C, ATOX ja DmATP7. Kaitumiskatsed selliste liinidega tGotavad tuua detailsemaid

selgitusi selle kohta, kuidas LA tapsemalt vase metabolismi AT puhul mdjutab.
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Kokkuvote

Alzheimeri tobi (AT) on (iks levinumaid dementsuse vorme, mille all kannatab tle 55 miljoni inimese
Ule maailma. Kuigi seda haigust on intensiivselt uuritud, ei ole efektiivset ravi seni leitud. Tapsed
haiguse tekkepdhjused on veel lahtised, aga teame, et liheks esimeseks ja oluliseimaks muutuseks
AT patsiendi ajus on AB peptiidide ladestumine amiiloidseteks naastudeks. Lisaks on kirjeldatud ka
mitmete biometallide tasemete haireid. Vase metabolismi puhul on margatud samaaegselt
ekstratsellulaarselt vaskioonide liiga, millega kaasnevad toksilised reaktsioonid ning okstidatiivne
stress, kui ka intratsellulaarset defitsiiti, mille tagajarel hairub mitmete oluliste vaskensiilimide t60.
Selline vaskioonide paigutus vdib olla pShjustatud interaktsioonidest AB peptiididega ning nende
koostoime mangib eeldatavasti olulist rolli AT patogeneesis.

Alfa-lipoehape (LA) on nii vesi- kui rasvlahustuv naturaalne antioksiidantse toimega
metalliioonidega seostuv ligand. Tanu oma mitmekiilgsetele omadustele vOiks LA aidata AT puhul
vaskioonide sisaldust tasakaalustada ning seeldbi olla kasulik nii haiguse ennetamises kui ravis.
Varasemalt on meie grupis naidatud LA positiivset moju nii rakukultuurides, kui AT Drosophila
mudelites. Kdesoleva t66 eesmargiks oli tdiendavalt uurida LA mdju erinevate dadikakarbse AT
mudelliinide lokomotoorsele aktiivsusele ja malule ning lisaks AT patoloogias oluliste biometallide

sisaldusele ajus.

Antud t606s kasutatud kdrbeste AT mudelliinide puhul me LA positiivset moju taiskasvanud karbeste
lokomotoorsele aktiivsusele v8i ka malule ei ndinud. Gal4-siisteemi abil AB* ja AR'*? peptiide
ekspresseerivate liinide puhul selgus, et vasega rikastatud kasvusubstraadi s66tmine langetas
oluliselt karbeste ronimisskoori, kuid LA s66tmine vahendas kirjeldatud vase toksilisust. Selleks, et
teha jareldusi kdrbeste ajus biometallide sisalduse muutuste kohta, on vajalik sooritada tdiendavaid
katseid.

Vananeva rahvastikuga seoses siiveneb aina enam vajadus efektiivse AT ravi jarele, mida praegusel
hetkel veel saadaval pole. Arvestades AT keerukat patogeneesi ning dadikakarbse anatoomilist
erinevust ei ole kdesoleva t60 tulemused otseselt lGlekantavad inimesele, kuid aitavad sellegipoolest
selgitada LA olulisust AT puhul vase metabolismi reguleerimisel. Muidugi ei maksa ka unustada, et
LA vdib oma mitmekilgselt heade omaduste t&ttu osutuda tervendavaks ka teistsuguste

toimemehhanismide kaudu.
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Abstract

Alzheimer's disease (AD) is one of the most common forms of dementia, affecting more than 55
million people worldwide. Although this disease has been studied for a long time, no effective
treatment has yet been found. The exact causes of the disease are still not known, but we know
that one of the first and most important changes in the brain of an AD patient is the deposition of
AP peptides into amyloid plaques. In addition, disturbances in the levels of several biometals have
also been described. In the case of copper metabolism, an excess of extracellular copper ions, which
is accompanied by toxic reactions and oxidative stress, as well as an intracellular deficit, which
subsequently disrupts the work of several important copper enzymes, has been noticed. This
arrangement of copper ions may be caused by interactions with AB peptides, which is expected to

play an important role in the pathogenesis of AD.

Alpha-lipoic acid (LA) is a water- and fat-soluble natural metal-binding ligand with antioxidant
activity. Due to its versatile properties, LA could help to balance the content of copper ions in AD
brain and thus be useful both in the prevention and treatment of the disease. Previously, our group
has found a positive effect of LA both in cell cultures and in AD Drosophila models. The aim of this
study was to further investigate the effect of LA on the locomotor activity and memory of different
fruit fly AD model lines, and also detect the effect of LA on the content of biometals important in
AD pathology in the brain.

In case of the AD model lines used in this work, we did not see a positive effect of LA on the
locomotor activity or memory of adult flies. In the case of lines expressing AB*? and AR*? peptides
using the Gal4 system, it was found that feeding copper-enriched growth medium significantly
decreased the climbing score of flies, but feeding LA rescued the described copper toxicity. Further
experiments are needed to draw conclusions about the changes in biometal content in the flies'

brains.

In connection with the aging population, the need for effective AD treatment, which is not yet
available, is increasing. Considering the complex pathogenesis of AD and the anatomical difference
of the fruit fly, the results of this work cannot be directly transferred to humans, but they
nevertheless help to explain the importance of LA in the regulation of copper metabolism in AD. Of
course, we should not forget that LA can also prove to be healing through other mechanisms of
action due to its versatile properties.
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