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VASE METABOLISM JA SELLE REGULATSIOONI VOIMALUSED

Vask on organismis asendamatu biometall, mis toimib redoksreaktsioonide
katallisaatorina paljudes olulistes biokeemilistes protsessides. Kuigi vask
on hadavajalik, voivad kontrollimatud vaskioonid tekitada reaktiivseid
hapniku radikaale ja muutuda toksiliseks. Seetottu on rakuline vase aine-
vahetus rangelt reguleeritud ning spetsiifilised valgud, mida nimetatakse
vase Saperoonideks, osalevad rakuliste vase transporterite ja ensiilimide
metalleerimises. Rakulise vase jaotuse termodiinaamiline taust on teada
ning vaske suunatakse rakkudes sihtmolekulideni vastavalt laugetele
afiinsusgradientidele. Vase ainevahetus on héiritud Wilsoni, Menkesi ja
Alzheimeri tove puhul, mida iseloomustab vastavalt vase liiasus, defitsiit
ja valesti jaotus. Wilsoni ja Menkesi haigust saab ravida vastavalt vase
kelaatorite ja toidulisanditega. Alzheimeri tdve puhul otsitakse endiselt
tohusaid molekulaarseid tooriistu vase ainevahetuse korrigeerimiseks.
Uks looduslik vitamiinisarnane vaske siduv iihend — a-lipoehape — on
ndidanud positiivseid tulemusi rakukultuurides ja Alzheimeri tovega seo-
tud puuviljakdrbeste mudelites ning on paljutdotavaks kandidaadiks vase
ainevahetuse reguleerimiseks Alzheimeri tove puhul.

Vask meie organismis

Elu toimimine soltub ligikaudu 21 keemilisest elemendist. Nende hulgas on nii
makro- kui ka mikroelemente, mille sisaldus organismis on alla 0,1%. Vaatamata
iilimadalale sisaldusele on mikroelemendid eluks hddavajalikud ja elu keemias
kasutatakse dra nende unikaalseid keemilisi omadusi.

Vaske (Cu) on keskmises inimorganismis ligikaudu 70 mg. Iga péev vajame
toiduga vaid umbes iiht milligrammi vaske. Vase puhul kasutab organism dra
peamiselt tema redoksomadusi®® ja voimet kataliitisida molekulaarse hapniku
osalusel toimuvaid keemilisi reaktsioone. Molekulaarne hapnik — O, — on kdiki-
dele acroobsetele (hapnikku tarbivatele) organismidele {ilioluline, kuna selle
redutseerimise kaudu toodetakse eluks vajalikku energiat. Valguline kompleks,

» Ingliskeelse sdna redox eestikeelne toorvaste, mis hésti lithikeses vormis esitleb kor-
raga kaht vastastikust keemilist protsessi: oksiideerumist ehk elektronide loovutamist
(kitsamas mottes ka ithinemist hapnikuga) ja redutseerumist ehk elektronide endaga
liitmist. Mdlemad protsessid on alati koos, kui iiks ainetest oksiideerub, siis teine redut-
seerub — toim.
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milles toimub molekulaarse hapniku redutseerimine, on tsiitokroom C oksiidaas
(CCO),** mis korraldab nelja elektroni ning prootoni iilekannet molekulaarsele
hapnikule. Protsessi tagajarjel tekib ohutu reaktsiooniprodukt — vesi. Selles
elektronide iilekande reaktsioonis osalevad kolm CCO-ga seotud vase iooni ja
iks raua ioon. Koos tsingiga (Zn) osaleb vask Cu,Zn-superoksiiddismutaasi®®
(Cu,Zn-SOD) koostises rakkude kaitses korge reaktsioonivoimega superoksiidi
radikaalide vastu.

Vask on vajalik ka sidekoe valkude elastiini ja kollageeni keemilises modifit-
seerimises, mida viib ldbi liisiini oksiidaas, juuste valgu keratiini ristsidemete
formeerimisel sulfhiidriiiili oksiidaasi toimel, pigment melaniini tootmisel
tlirosinaasi abil ja raua ainevahetuses tseruloplasmiini (TP) abil. Ajus on vask-
ensiilimidel oluline roll noradrenaliini ja neuropeptiidide siinteesis (dopamiini
B-hiidroksiilaas ja peptiidiiiilgliitsiini a-amideeriv monooksiigenaas). Vask osaleb
ka narvikiudude miieliniseerumises, 60pédevase riitmi reguleerimises, vere hiitibi-
mises ja angiogeneesis. Kokku on vaske sisaldavaid ensiilime teada pisut iile 20.

Vaatamata sellele, et vask on oluline mikroelement, v3ib ta olla ka potentsiaalselt
toksiline. Nimelt saavad ,,vabad* v4i norgalt seotud vaskioonid vastastikmojus
hapniku metaboliitidega,?® nagu vesinikperoksiid, tekitada reaktiivseid hap-
niku tihendeid, sealhulgas korge reaktsioonivdimega hiidroksiiiilradikaale.
Hudroksiitilradikaalid vdivad reageerida valimatult valkude, nukleiinhapete
voi lipiididega, pdhjustades poordumatuid kahjustusi. Potentsiaalse toksilisuse
tottu on vase ioonid bioloogilistes siisteemides rangelt kontrollitud. Selle eest
kannavad hoolt vase transpordi valgud, rakusisesed vase saatjavalgud ehk
Saperoonid, metallotioneiinid?’ ja veres leiduvad vaske siduvad valgud, nagu
seerumi albumiin. Nende valkude kontrollitud sisalduse ja talitlustega tagatakse
vase normaalne jaotus organismis. Nende valkude funktsioneerimise héired
pohjustavad vase metabolismi muutusi, nditeks defitsiiti, liigset akumuleeru-
mist voi valesti jaotumist. Kuna vase puhul on tegu bioloogiliselt viga aktiivse
elemendiga, siis kaasnevad tema metabolismi hiiretega mitmesugused haigused
(Balsano jt, 2018). Klassikalised vase liigse akumuleerumise ja defitsiidi ndited
on vastavalt Wilsoni (WT) ja Menkesi tobi (MT). Vase valesti jaotumine on
omane Alzheimeri tovele (AT).

24 Tsiitokroomid on teatavad valkude kompleksid, mis osalevad rakkude hingamisahe-
las (iihes elektronide transpordiahelas), toimivad rakusiseste biokataliisaatoritena,
moodustavad kollaseid koepigmente ning redokssiisteeme. Oksiidaasid on ensiiiimid,
mis kataliiisivad molekulaarse hapniku muundamist kas veeks voi vesinikperoksiidiks
(mida vanasti kutsuti vesinikiilihapendiks) — toim.

Superoksiiddismutaasid on ensiitimid, mis kataliilisivad superoksiid-aniooni muundamist
hapnikuks ja vesinikperoksiidiks — toim.

Metaboliit ehk ainevahetussaadus on organismis metabolismi tagajirjel tekkinud
aine — toim.

Teatavad rakusisesed metalle siduvad valgud — toim.
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Rakuline vase metabolism

Vask siseneb eukariiootsete rakkudesse® tihevalentse Cu(I) ioonide kujul korge
afiinsusega® transmembraansete vase transporterite Ctrl/2 kaudu. Kuigi rak-
kudes leidub ainult kaks peamist vaskensiitimi, CCO ja Cu,Zn-SOD, on vase
ainevahetus rakus viga keeruline (joonis 1).

Vase sisse- ja viljavoolu siisteeme reguleeritakse organismis rangelt. Lisaks
sellele osalevad vase metabolismis spetsiaalsed valgulised Saperoonid. Vase
Saperoonid seonduvad Cu(I) ioonidega ja transpordivad neid kas rakusisestele
vaskenstliiimidele vOi transmembraansetele vase transporteritele. Tsiitoplasmas
esinevad vase Saperoonid HAHI ja CCS toimetavad vase oma partneritele, nimelt
Cu(I)-ATPaasidele — ATP7A (Menkesi proteiin) voi ATP7B (Wilsoni proteiin).
Need asuvad trans-Golgi vorgustiku*® membraanis ja Cu,Zn-SOD-le (Robinson,
Winge, 2010). Cox17 on vase Saperoon CCO-le, mis transpordib Cu(l) ioone

Tsiitoplasma

O g

Mitokonder

Joonis 1. Rakuline vase ainevahetus. Lithendid: Ctr1/2 - vase transpordi valk 1 ja 2;
MT - metallotioneiin; CCS - vase $aperoon Cu,Zn-SOD-le; HAH1 - vase $aperoon
ATP7A voi ATP7B-le; D1-D6 — ATP7A/B vase seondumise domeenid; Cox11, Cox17,
Scol ja Sco2 - vase $aperoonid tsiitokroom C oksiidaasile (CCO); GSH - glutatioon;
SecPr - sekretoorsed vase valgud.

28 Paristuumne rakk, tiks kahest peamisest elusorganismidel esinevast rakutiitibist, millel
on eristunud rakutuum ja membraansed rakuorganellid — toim.

¥ Voime seostuda voi luua vastastikmoju teiste ainete molekulidega.

30 Ka Golgi kompleks (GK), Golgi keha ja Golgi aparaat; enamikus eukariiootsetes rakkudes
leiduv, tsiitoplasmavdrgustikuga seotud rakuorganell, kus toimub valkude to6tlemine,
spetsiaalsetesse vesiikulitesse pakkimine ning seejérel 10plikesse sihtkohtadesse saat-
mine — toim.
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Scol, Sco2 ja Cox11 vase Saperoonidele, mis asuvad mitokondri sisemembraanis.
Scol/2 annavad Cu(l) ioonid omakorda edasi CCO vase A saidile ning Cox11
toimib vase doonorina CCO vase B saidile (Cobine jt, 2006; Robinson, Winge,
2010). Lisaks vase Saperoonidele on rakuline tsiitosool rikas tsiisteiinirikastest
valkudest — metallotioneiinidest (Vaher jt, 2001) — ja sisaldab millimolaarses
kontsentratsioonis glutatiooni*' (GSH) (Wu jt, 2004), mis mdlemad seovad Cu(])
ioone ning on samuti vase ainevahetuse olulised regulaatorid.

Vaskioonide jaotumist rakus reguleerivad nii termodiinaamilised kui ka kinee-
tilised tegurid. Kasutades elektropihustus-ionisatsiooni massispektromeetria
(ESI-MS) metoodikat, mddrasime Cu(I)-seondumise konstandid kdigile olulis-
tele rakulistele vase valkudele (Banci jt, 2010; Smirnova jt, 2018). Uuringute
tulemuste kohaselt jadvad rakuliste vase valkude Cu(l)-komplekside dis-
sotsiatsioonikonstandid** vahemikku 10771072 mooli (M) ning vase ioone
suunatakse sihtmérkvalkudesse suhteliselt laugete afiinsusgradientide® abil.
Vase Saperoonide ja nende partnervalkude Cu(I)-seostumise afiinsuste vahe on
ligikaudu 10-kordne (Banci jt, 2010). Samuti selgus, et metallotioneiinidel on
viga kdrge Cu(I)-seondumise afiinsus ning nad osalevad liigsete vaseioonide
sidumises redoksinaktiivsetesse kompleksidesse (Meloni jt, 2007). Kdorge
afiinsusega valgukompleksidesse seondumise tottu on ,,vabade ehk valkudega
mitteseondunud Cu(I) ioonide rakusisene kontsentratsioon normaaltingimus-
tes ddrmiselt madal — véiksem kui iiks vase aatom raku kohta (Rae jt, 1999).
Kirjeldatud mehhanismid kaitsevad seega rakke kontrollimatu vaskkataliitisitud
hapniku radikaalide tekke vastu. Samas teevad need vajalikuks vase ioonide
toimetamise sihtmérkvalkudesse spetsiifiliste valk-valk interaktsioonide kaudu,
mis ongi vase Saperoonide peamine iilesanne.

Vask rakuviilises keskkonnas

Rakuvilises okstlidatiivses keskkonnas, milleks on peamiselt veri, esineb vask
kahevalentsete Cu(Il) ioonidena. Vere kaudu toimub vaskioonide transport ja
jaotumine organite ja rakkude vahel. Kirjanduse kohaselt esineb veres kolm
vaske siduvat valku, milleks on tseruloplasmiin (TP, ~70%), seerumi albumiin
(HSA, ~15%) ja alfa-2-makroglobuliin (a2M, ~5-10%). Ulejéinud ~5% vasest
on seostunud Cu,Zn-SOD3, hiilibimisfaktorite V ja VIII, amiini ja diamiini
oksiidaaside ning monede teiste vaskenstiimidega (Linder, 2016).

Hiljutises uuringus iiritasime méérata Cu(Il)-seondumise afiinsused TP, HSA
ja a2M valkudele, kasutades iihtset vedelikkromatograafiaga seotud induktiiv-

31 Kolmest aminohappest koosnev antioksiidant — toim.

Suurus, mis iseloomustab tasakaaluolekut seostunud ja vabas olekus olevate ainete vahel
— toim.
3 Teiste ainetega seostumise vdime muutumine — toim.
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selt sidestatud plasma massispektromeetria (LC-ICP MS) pdhist metoodikat
(Kirsipuu jt, 2020). Uhtse lihenemise kasutamine on oluline, kuna selle kaudu
on vdimalik tuletada ekstratsellulaarse vase jaotumist. HSA, CP ja a2M omaste
Cu(II)-seondumise afiinsuste maiaramiseks kasutati nende konkurentsi madala
molekulmassiga Cu(ll)-siduvate iihenditega, mille puhul Cu(Il)-seondu-
mise afiinsused on teada (Kirsipuu jt, 2020). Kasutades nitrilotridddikhapet
(NTA) (joonis 2), mis moodustab Cu(II) ioonidega 1 : 1 kompleksi, médérati K|
vadrtuseks 9,0 x 1073 M, kuid eksperimendid aminohappe histidiiniga (His), mis
moodustab Cu(Il) ioonidega 2 : 1 kompleksi, saadi K, vidrtuseks 3,50 x 10* M
(Kirsipuu jt, 2020). K védértuse erinevust, mis médrati konkurentsil NTA ja
His-iga, voib seletada asjaoluga, et seondumisskeemis ei arvestatud voimalikku
kolmikkompleksi moodustumist HSA, Cu(II) ioonide ja His-i vahel. Seega tuleks
NTA abil médratud K vdértust pidada tipsemaks HSA Cu(Il)-seondumise
afiinsuse hinnanguks.

Uuringud néitasid, et TP seondub pH 7,4 ehk arterites tavalise vere happelisuse
taseme juures Cu(Il) ioonidega darmiselt tugevasti ning véiga tugev Cu(II) ioone
siduv aine — etiileendiamiin-tetradddikhape (EDTA) (joonis 2) — suudab selle
kompleksi lagundada ainult mittefiisioloogilistes tingimustes (pH 11) ja milli-
molaarsete kontsentratsioonide juures (Kirsipuu jt, 2020). CuTP kompleksi
stabiilsus pH 7,4 juures on tdendoliselt tingitud metalliioonide paiknemisest
valgu sisemuses, mis takistab nende dissotsiatsiooni. Seda jareldust toetavad
struktuuriandmed, mis néitavad, et CusTP kompleksis paiknevad vaskioonid ei
ole solvendiga otseses kontaktis (Samygina jt, 2013). CusTP kompleksi kineetiline
inertsus ei vdimalda méérata tseruloplasmiini Cu(Il)-seondumise afiinsust, mis
kinnitab varasemaid jareldusi, et tseruloplasmiiniga seondunud vaskioonid on
fiisioloogilise pH juures valguga praktiliselt pddrdumatult seotud (Linder, 2016).

Katsed a2M-ga niitasid, et in vitro tingimustes see valk ei seo Cu(Il) ioone
(Kirsipuu jt, 2020). Saadud termodiinaamilised ja kineetilised andmed on olulised
vase jaotumise moistmiseks nii inimese vereplasmas kui ka teistes rakuvilistes
keskkondades, nagu niiteks seljaajuvedelikus.

Vase metabolism Wilsoni tove puhul

Wilsoni tobi (WT), mille esinemissagedus on ligikaudu 1 : 30 000 (Czlonkowska
jt, 2018), pohjustab funktsioonikaoga mutatsioonide esinemine P-tiiiipi vase
ATP-aasis, ATP7B. ATP7B on ekspresseeritud peamiselt maksas (Bull jt,
1993; Tanzi jt, 1993) kus ta transpordib organismis leiduva tileliigse vase sappi
organismist viljutamiseks. Defektiivne ATP7B talitlus vihendab vase viljuta-
mist organismist ja pShjustab vase akumuleerumist algul maksas ning seejirel
ajus, kus vase kontsentratsioonid vdivad olla 5-20 ja 1015 korda suurenenud
(Czlonkowska jt, 2018). Kdrge vase kontsentratsioon viib maksas maksa-
tsirroosi voi maksavihi tekkele, ajus aga neurodegeneratsioonile ja mitmete
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neuropsiihhiaatriliste siimptomite, nagu litkumishéired (treemor, tahtmatud
liigutused), krambid jt, tekkeni (Roberts, Schilsky, 2008; Patil jt, 2013). Tove
siimptomid algavad tavaliselt vanuses 535 aastat. [lma ravita need stivenevad
ning muutuvad 16puks maksa, neerude voi hematoloogiliste komplikatsioonide
tottu fataalseks. Tsiitotoksilisus** tekib peamiselt liigse vase poolt pohjustatud
oksiidatiivsetest kahjustusest (Barber jt, 2021).

Vase metabolism Menkesi tove puhul

Menkesi tdbi (MT) on suhteliselt haruldane geneetiline haigus, mille
esinemissagedus varieerub soltuvalt uuritavast populatsioonist ja on vahemikus
1:50 000 kuni 1 : 360 000 (Ttimer and Moller 2010). MT pdhjuseks on funkt-
sioonikaoga mutatsioonid teise P-tiilipi vase transporteri ATP7A geenis (Tanzi
jt, 1993). ATP7A on ekspresseeritud enamikus kudedes, kuid ta méangib olulist
rolli soolestiku rakkudes — enterotsiilitides. Normaalses olukorras transpordib
ATP7A vase raku tsiitoplasmast trans-Golgi vorgustikku, kus see liilitatakse
sekreteeritavate vaskensiitimide koostisse, mis transporditakse verre. MT korral
on ATP7A funktsioneerimine ja vase transport soolestiku enterotsiiiitidest verre
hairitud. Tekkiv kehasisese vase defitsiit mojutab peamiselt maksa ja aju (Tiimer,
Moller 2010). Vasepuudus toob kaasa vaskensiiiimide, nagu CCO, Cu,Zn-SOD,
listiiiloksiidaasi, tiirosinaasi, dopamiin B-htidroksiilaasi jt aktiivsuse vdhene-
mise, mis avalduvad MT Kkliinilistes tunnustes (Tiimer, Moller, 2010). Tobi on
progresseeruv haigus, mis viib tavaliselt surmani enne kolmandat eluaastat, vaid
vihesed patsiendid elavad viieaastaseks (Tiimer, Moller 2010).

Vase metabolism Alzheimeri tove korral

Alzheimeri tobi (AT) on kdige levinum neurodegeneratiivne haigus, moodustades
umbes 75% dementsuse juhtudest (Anand jt, 2014). Haigusele on iseloomulik ajju
kogunevate rakuviliste amiiloid-f (AP) peptiidide ladestuste ehk amiiloidsete
naastude ja rakusiseste hiiperfosforiileeritud tau valgu ladestuste ehk neuro-
fibrillaarsete kdmpude teke, oksiidatiivsed kahjustused ja ndrvirakkude surm
(Selkoe, 2011). Jarkjarguline nérvirakkude hukkumine aju teatud piirkonda-
des hdvitab aeglaselt mélu ja kognitiivseid vdimeid ning viib 10puks surmani.
Amiiloidse kaskaadi hiipoteesi kohaselt on AP peptiidi agregeerumine ja amii-
loidsete naastude moodustumine votmetidhtsusega stindmus, mis omakorda
pohjustab neurofibrillaarsete kampude teket ja rakkude surma (Hardy, Higgins
1992; Selkoe, Hardy, 2016).

AT puhul on organismi vase ainevahetus rikutud ja vase jaotumine muutunud.
Arvukate sOltumatute uuringute metaanaliilisid néditavad, et AT korral on vase

3% Tsiitotoksilisus tdhendab toksilisust ehk miirgine olemist mingit sorti rakkude suhtes. Nii
nditeks on metallid, kemikaalid voi madude miirgid paljude rakkude jaoks toksilised — toim.
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tase veres markimisvaarselt korgenenud (Bucossi jt, 2011; Li jt, 2017; Squitti jt,
2021), kuid samaaegselt on vase tase aju kudedes langenud (Schrag jt, 2011).
Téappisuuringud on kinnitanud, et AT korral on vase tase seitsmes uuritud aju
piirkonnas oluliselt (53—70%) langenud ning sarnane MT puhul téheldatavaga,
mida iseloomustab samuti neurodegeneratsioon (Xu jt, 2017).

On teada, et inimese vananedes vase tase veres touseb (Madaric jt, 1994) ja
viheneb ajukoes (Bonilla jt, 1984), kuid AT puhul on need muutused mirgatavalt
suuremad. Kuna vananemine on AT peamine riskitegur, siis on mdistlik oletada,
et kuigi vase taseme tdus veres ja sellega samaaegne vihenemine ajukoes on
vanusest tingitud tavapérased protsessid, siis teatud piiri iiletamisel voib see vase
tasakaalu héire viia AT patoloogiani. Sellise stsenaariumi kohaselt voib vase
ainevahetuse normaliseerimine olla tdhus meede AT ennetamiseks.

Wilsoni ja Menkesi tove teraapia

Erinevalt paljudest teistest geneetilistest haigustest on WT ja MT kliinilised
stimptomid ravimite abil leevendatavad, sest nende haiguste puhul esinevat eba-
normaalset vase ainevahetust saab korrigeerida (Litwin jt, 2019; Vairo jt, 2019).

WD ravi pohineb peamiselt vase sidumisel madalamolekulaarsete liganditega,
mis soodustavad vase véljutamist organismist. Sellist tiilipi ravimeid nimeta-
takse ka vase eemaldamise ravimiteks. Neist kaks on saanud USA toidu- ja
ravimiametilt (Food and Drug Administration, FDA) ka ametliku heakskiidu.

Esimene suukaudselt manustatav vaske siduv ravim on D-penitsillamiin (joonis 2),
mis sai FDA loa terapeutiliseks kasutamiseks juba 1956. aastal. Ravim suurendab
vase viljutamist uriiniga, kuid sellega kaasneb mitmeid kdrvalnéhtusid (Roberts,
Schilsky, 2008). Teine suukaudne vaske komplekseeriv ravim on trientiin (joonis 2),
mis sai FDA heakskiidu 1982. aastal. Trientiin suurendab samuti vase uriiniga
véljutamist ning seda talutakse paremini kui D-penitsillamiini (Walshe 1982).

Kolmas vase eemaldamise ravim on tetratiomoliibdaat, mis tuli kasutusele 1984. aastal
ja mida on seni kasutatud piiratud arvul WT patsientidel. Esialgsed uuringud
ammooniumtetratiomoliibdaadiga ja II faasi kliiniline uuring bis-koliintetratio-
moliibdaadiga nditavad, et ravim toimib kiiresti, parandab maksa funktsioneerimist
ning leevendab ka WT neuroloogilisi siimptomeid (Rodriguez-Castro jt, 2015).

WT raviks on minevikus kasutatud veel kahte vaske komplekseerivat ithendit. Briti
anti-Lewisite’i ehk dimerkaptopropanooli kasutati Suurbritannias 1951. aastal.
Dimerkaptosuktsinaati on manustatud sadadele patsientidele Hiinas (Li jt,
2016; Aaseth jt, 2015). Ladne meditsiinis kasutatakse neid ravimeid peamiselt
arseeni-, elavhobeda- ja pliimiirgituste korral.
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MT raviks kasutatakse vase komplekside manustamist, mille eesmérk on varus-
tada vaskensiilime vasega. Testitud vaseiihenditest on kdige tShusamaks osutunud
vask-histidiini kompleks (Kreuder jt, 1993; Christodoulou jt, 1998). Kliinilised
andmed néitavad, et hoolika arstiabi ja vase komplekside varajase manustamisega
voib haiguse kulgu oluliselt mdjutada ja patsientide eluiga pikendada 13 aastat
vai isegi rohkem (Tiimer, Moller, 2010).

Vase metabolismiga seotud Alzheimeri tove ravistrateegiad

Muutunud vase metabolismi rolli AT tekkes on intensiivselt uuritud ning on
vilja pakutud ka hiipotees metalli ioonide pShjuslikust rollist. Selle hiipoteesi
alusel on vilja tootatud ka metallide kelateerimise® teraapia AT raviks (Fasae jt,
2021). Peamine eesmérk on leida ravimeid, mis mojutavad vase jaotumist ajus
ning aitavad leevendada tdvele iseloomulikku vase ainevahetuse hiiret.

AT raviotstarbelisi vase metabolismi muutmise katseid on tehtud mitmel viisil.
Testitud on nii vase lisamist, kelateerimist kui ka timbersuunamist; nii laboratoor-
setes katsetes kui ka kliinilistes uuringutes. Vase lisamist testiti vaskorotaadiga
(Kessler jt, 2008b; Kessler jt, 2008a), kelateerimist D-penitsillamiiniga (Squitti jt,
2002) ja vase iimbersuunamist vase ionofooridega*® kliokinooli (KK, 5-kloro-
8-hiidroksii-7-jodokinoliin) ja selle derivaadiga PBT2 (Barnham jt, 2004; Bush
2008) (joonis 2).
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Joonis 2. Vase metabolismi uuringuteks ja regulatsiooniks kasutatud ligandid.

35 Sonast kelaator ehk metallide eemaldaja — toim.
3 Klass tihendeid, mis suudavad seonduda ioonidega ja transportida neid nt 1abi raku-
membraani — toim.
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Kliinilistes uuringutes ei ndidanud vaskorotaadi lisamine 12-kuulise ravi-
perioodi jarel mingit moju AT siimptomite progresseerumisele (Kessler jt,
2008a). D-penitsillamiin soodustas vase vabanemist organismist ja vihendas
okstidatiivset stressi, kuid ei mojutanud haiguse kliinilist progresseerumist kuue-
kuulise katseperioodi viltel (Squitti jt, 2002). KK-d testiti 36 patsiendiga II faasi
kliinilises uuringus (Sampson jt, 2014). Test ei ndidanud pérast 9-kuulist ravi-
perioodi statistiliselt olulist erinevust ravi- ja platseebogrupi vahel (Sampson jt,
2014; Jenagaratnam, McShane, 2006). KK arendamisest loobuti, kuna see osutus
toksiliseks (Jenagaratnam, McShane, 2006). KK edasiarendatud versiooni PBT2
testiti kahes kliinilises uuringus (Adlard, Bush 2018). Uhes neist nditas BPT2
soodsat ohutusprofiili (Sampson jt, 2014) ja vidhendas AB42 kontsentratsiooni
seljaajuvedelikus (Lannfelt jt, 2008). Algselt jareldati, et BTP2 ei paranda AT
patsientide kognitiivset vdimekust (Lannfelt jt, 2008), kuid hilisem tulemuste
analiilis tuvastas teatud kognitiivsete voimete paranemise (Adlard, Bush, 2018;
Faux jt, 2010). Pdhjalikumalt 14bi viidud teine BTP2 uuring niitas, et parast
12-nédalast ravi oli see ihend ohutu ja hésti talutav. Jéreldati siiski, et usaldus-
vidrse toestuse saamiseks ravimi kognitiivse toime kohta on vaja lébi viia
suuremaid ja pikemaid uuringuid (Sampson jt, 2014).

Kirjeldatud uuringud on suurel mééral katse ja eksituse teel tehtud katsed, mis
ei pohine terviklikul arusaamal organismi vase ainevahetusest ega ligandite
vaskioonide seostumisomadustest, samuti olid vanemad katsed suunatud pea-
miselt organismist amiiloidsetesse naastudesse ladestuva vase eemaldamisele.

Uus lihenemine Alzheimeri tovega kaasneva vase metabolismi
normaliseerimiseks

Hiljutises uuringus pakkusime vélja uued molekulaarsed tooriistad AT vase
ainevahetuse normaliseerimiseks. Need ithendid pohinevad siistemaatilisel tead-
misel AT ravimkandidaatide vaskioonide seostumisomadustest, millest soltub
nende potentsiaal AT héiritud vase ainevahetuse normaliseerimiseks.

Senini on AT raviks vilja pakutud eelistatavalt Cu(II) ioone siduvaid vaske
komplekseerivaid ithendeid (Robert jt, 2015; Liu jt, 2019). Need {ihendid toimivad
rakuvilises keskkonnas, nagu veres ja seljaajuvedelikus. AT puhul voivad sellised
ravimid kiill alandada rakuvilist kdrgenenud vase taset, kuid nende kasutamine
voib viia ka soovimatu rakusisese vase taseme alanemiseni. Seetdttu ei sobi
sellised ligandid rakuviélisest ruumist liigse vase lilekandmiseks rakusisesesse
ruumi, mis on vajalik vase taseme normaliseerimiseks AT puhul.

Alternatiivse lahenemisena pakkusime vélja AT vase ainevahetuse normalisee-
rimise Cu(l) ioonidega seonduvate ligandite abil. Need seovad vaskioone ainult
rakusiseses keskkonnas ja neil on potentsiaal nihutada vase jaotumise tasakaalu
rakuvilisest keskkonnast rakusisesesse. Sealjuures peavad Cu(I) ligandite Cu(I)-
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sidumise afiinsused olema moddukad, et viltida vase eemaldamist rakusisestelt
vase valkudelt. Rakusiseste vase valkude Cu(I)-seostumisomadused olid teada
meie varasemast uuringust (Banci jt, 2010). Meie laboratooriumis méaérati ka
mitmete vaske komplekseerivate iihendite, sealhulgas WT ravimite ja loodus-
liku ithendi a-lipoehappe (LA) (joonis 2) redutseeritud vormi Cu(I)-seostumise
afiinsused (Smirnova jt, 2018). Selgus, et dihiidro-LA (DLA) (joonis 2) omab
markimisvéarset Cu(l)-seostumise afiinsust, mis on tugevam kui GSH-I, kuid
ndrgem kui rakusisestel vase transportvalkudel ja vaskenstliiimidel (Banci jt,
2010; Smirnova jt, 2018). LA tioolrithmad on rakusiseselt redutseeritud vormis,
kuid rakuvilises keskkonnas oksiideeruvad nad disulfiidiks. Need omadused
muudavad LA sobivaks kandidaadiks vase toomiseks rakusisesesse keskkonda,
seejuures hédirimata rakusiseste vase valkude funktsioneerimist.

Alfa-lipoehappe potentsiaal Alzheimeri tove ravis

Oleme ldbi viinud kaht tiitipi katseid, et uurida LA rolli rakulise vase ainevahe-
tuse reguleerimisel ja selle sobivust AT raviks. Esiteks katsetasime LA toimet
SHSY-5Y rakukultuuridel ja néitasime, et LA lisamine suurendab markimisvaar-
selt rakusiseselt vase taset. Seejdrel kasutasime transgeenseid AT puuviljakérbse
mudeleid ning néditasime, et LA suudab leevendada nende mutantide fenotiiiipi
karbeste liitkumisaktiivsust iseloomustavas nn negatiivse geotaksise eksperi-
mendis. Saadud tulemused toetavad LA vase metabolismi reguleerivat efekti ja
nditavad selle sobivust AT ennetamiseks voi raviks (Metsla jt, 2022).

Alfa-lipoehappe potentsiaal Wilsoni tove puhul

Kasutades WT rakulist mudelit, milleks olid véljaliilitatud ATP7A valguga
rasvarakud, uurisime LA mdju rakkude morfoloogiale, vase ja teiste elementide
sisaldusele ning proteoomile (Kabin jt, 2023). Leidsime, et WT mudelrakkudel
on oluliselt muutunud kuju ehk morfoloogia ja neil on kdrgem vasesisaldus.
Katsetest selgus, et LA neutraliseeris liigse vase kahjuliku toime ja taastas
rakkude normaalse oleku. Vase moju oli tagasipodratav ka aine poolt, mis sidus
vaske rakuvélises keskkonnas ja ei andnud seda rakkudele iile. Sellega selgus,
et LA toimemehhanism erines ravimite omast. LA ei vihendanud vase taset
rakkudes, kuid suurendas seleeni sisaldavate valkude biosiinteesi, mis on taht-
sad redoksregulaatorid (Kabin jt, 2023). Tdiendavatest katsetest selgus, et LA
parandab rakkude redokstasakaalu ja toimib antioksiidandina (Kabin jt, 2023).
Seega voib LA toetada vaske kelateerivate ravimite moju WT puhul, vihendades
rakkude okstiidatiivset stressi.

Jireldused

Organismi vase ainevahetus on keerukalt reguleeritud ning selle hdired on seo-
tud mitmete haigustega, nagu Wilsoni, Menkesi ja Alzheimeri tobi. Wilsoni
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ja Menkesi tobe saab ravida vastavalt vase kelaatorite vdi vasekompleksidega.
Alzheimeri tove puhul otsitakse ravivat ligandit, mis suudaks vdhendada
rakuvilist vase taset ja samal ajal suurendada rakusisest taset. Selle eesmirgi
saavutamiseks on kasutatud mitmeid siinteetilisi ionofoore, sealhulgas kliokinooli
ja PBT2. Uks paljulubav ligand Alzheimeri tdve vase ainevahetuse normaliseeri-
miseks on looduslik iihend alfa-lipoehape, mille efektiivsust on tdestatud nii
raku- kui ka puuviljakérbse katsetes. LA voib toetada ka vaske kelateerivate
ravimite mdju Wilsoni tdve puhul, vihendades rakkude oksiidatiivset stressi.

Tinusonad

Tahan tédnada kdiki endiseid ja tdnaseid metalloproteoomika labori litkmeid, ténu
kellele on osutunud véimalikuks suhteliselt uue, metalloproteoomika valdkonna
loomine ja arendamine Eesti teadusmaastikul.
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