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KASUTATUD LUHENDID

ANOVA - dispersioonanalttsualysis of variance

CE-MS - kapillaarelektroforees-mass-spektromeeteapillary electrophoresis mass
spectrometer
CID - neutraalsete gaasimolekulidega kokkupdrgetp8hjustatud fragmenteerimine

(collision-induced dissociatign

ER — endoplasmaatiline retiikulum

ESI — elektropihustusionisatsiooeléctrospray ionization

DI-MS - otsese infusiooni mass-spektromead@et infusion mass spectrometer
DNTB - (5,5-ditio-bis(2-nitrobensoehape)

GC-MS — gaaskromatograaf-mass-spektromegts-¢hromatography mass spectromgter
GPx — glutatiooni peroksiidaas

GR - glutatiooni reduktaas

GSH - redutseeritud glutatioon

GSSG - oksudeeritud glutatioon

GSTNB - redutseeritud glutatiooni ja 5-tio-2-nitemisoehappe aniooni konjugaat

LC-MS - vedelikkromatograaf-mass-spektromeeteliquid chromatography mass

spectrometer

LC-MS/MS - vedelikkromatograaf-tandem-mass-spekéet@r [iquid chromatography

tandem mass spectrometer

LDI-MS — laser desorptsiooni/ionisatsiooni massksmeneeter laser desorption/ionization

mass spectrometer

MALDI-TOF-MS — maatriks-assisteeritud laser dessiguni/ionisatsiooni lennuaja mass-

spektromeetemgatrix-assisted laser desorption ionization timeflight mass spectromefer

m/z — massi ja laengu suhe



NMR — tuumamagnetresonantaiflear magnetic resonance
PCA — peakomponentanaliigifcipal component analygis

SFC-MS - ulekriitilise fluidumi (voolise) kromataapf mass-spektromeetesupercritical

fluid chromatography mass spectrométer

tGSH — totaalne glutatioon (redutseeritud + oksiitlekglutatioon)
TNB - 5-tio-2-nitrobensoehape

WisT" — geeni defektigaWfs1knockoul hiir

WfsI” — heterostigootne hiir

WisI"" — metsiktuitipi hiir

Wifs1— Wolframi siindroom 1 geen hiirel

WFS1- Wolframi stindroom 1 geen inimesel

WS — Wolframi siindroom



SISSEJUHATUS

Metaboloomika on kiirelt arenev teadusharu, misskgenoomika ja transkriptoomikaga
vOimaldab saada paremat Ulevaadet organismis ta@itesty protsessidest. Metaboloomika
keskendub organismi rakkudes, biovedelikes ja keslekkiduvate madalmolekulaarsete
tuhendite ehk metaboliitide identifitseerimisele janende  kontsentratsioonide
kvantifitseerimisele. Antud metoodika abil on vdiikateada saada, milliste metaboliitide
osakaal on muutunud vorreldes terve organismigakandada seda infot haiguste varajaste
biomarkerite kindlakstegemiseks, haiguste diagmoisgks ning ravi kulu jalgimiseks.
Uuritavate Uhendite gruppi kuuluvad kdik madalmalakrsed struktuursed ehitustiksused,
signalisatsioonielemendid ja metabolismi vahelhgndagu nukleotiidid, aminohapped,
suhkrud, vitamiinid, rasvhapped, lipiidid ning samuwavimid ja nende metaboolsed

derivaadid.

Wolframi siindroom on haruldane autosomaalne reigesshaigus, mida iseloomustavad
juveniilne diabeet, progressiivne neurodegeneratsja endokriinsed kahjustused. Wolframi
sindroom on pdhjustatud mdélemas alleelis esinevatesatsioonidesWWFS1geenis, mille

tottu geeni produkt, wolframiin, ei oma enam tavapé funktsiooni. Mutantse wolframiini
puhul kuhjuvad voltumata valgud endoplasmaatilesekulumi luumenisse ning pdhjustavad

homodstaasi hairumist ja apoptootilise raja kamist.

Seni on Wolframi sindroomi uuritud genoomika jansiriptoomika tasandil, kuid
metaboloomilised andmed antud haigusest puuduvadsdeva magistritoé pohieesmargiks
on defektse Wfsl geeniga hiire metaboloomi kirjeldamine erinevatestaboliitide ja
oksldatiivse stressi markerite kontsentratsioomdgramisega vordlus&¥fslgeeni suhtes

heterosligootse ja metsiktiupi hiirega.

Antud magistritdd esimeses osas antakse Ulevaadabal@omikast ja metaboloomikas
kasutatavast aparatuurist, mille kdigus keskendet@dhiliselt vedelikkromatograaf-tandem-
mass-spektromeetriale. Seejarel kirjeldatakse \Afmlfrsiindroomi, selle haigusega seotud
geeni ja valku ning samuti antud t60s kasutatud fi&mli siindroom 1 geeni defektiga
katseloomade konstrueerimist. Jargneb luhillevdadeitatud metoodikatest, tuuakse valja
pohilised tulemused ja viimastest lahtuv diskussioolo6¢ teostati Tartu Ulikooli

Arstiteaduskonna biokeemia instituudis prof. UiSebmetsa to6grupis.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Metaboloomika

Metaboloomika on Kkiirelt arenev teadusharu, milleesraérgiks on organismi
madalmolekulaarsete Uhendite kvantifitseeriminagntifitseerimine. Kogu protsessi kaigus
saadakse informatsiooni bioloogilise slsteemi nwdtetmist. Metaboloom hdlmab endas
organismi koiki sturktuurseid ehitustksusi, sigsaisioonielemente ja metabolismi
vahelhendeid nagu naiteks nukleotiidid, aminohapgatkrud, vitamiinid, rasvhapped ja
lipiidid (Lu jt., 2013; Milne jt., 2013). Vorreldesgenoomika, transkriptoomika ja
proteoomikaga, kus muutused ei ole alati seotuddl&infenotlitbiga, kirjeldavad
metaboloomikas uuritavad Uhendid selgelt biolosgilslisteemi arengujarku, patoloogiat ja
fusioloogiat (Milne jt., 2013). Vastavalt eesméasigl ja omadustele saab metaboloomilisi

uuringuid jagada kolme suuremasse gruppi (Tabel 1).

Tabel 1. Pdhiliste metaboloomika analtitisimeetagbtesed ja puudused (Shulaev 2006).

Meetod Eelised Puudused

Metaboliitide arv piiratud
Vastavad thendid peavad olema puhastatud
kujul saadaval
Ei detekteeri uuringust vélja jadnud Uhendeid
Poolkvantitatiivne, keskmine labilaskvus
Enamik metaboliite jaab identifitseerimata
Keeruline andmetdotius

Kvantitatiivhe
Madal detekteerimismaar
Kdrge labilaskvus

Suunatud
analtus

Suunamata | Analliisitakse kdiki
analtis metaboliite

Anallilsitakse paljusid
Metaboolse | metaboliite

mustri Suunatud kindlale Ei véimalda identifitseerimist
analils metaboliitide mustrile
Kdrgeim labilaskvus

Esitekssuunatud analiids mille eesmargiks on kindlate, juba teadaolevatetaboliitide

kontsentratsiooni tadpne ja kvantitativne maarami@eunatud analtusi labiviimiseks peab
eelnevalt teada olema uuritava analttdi struktluisaks tuleb anallisiks vélja tb6tada
sobilik metoodika ning kalibreerida tulemused puat@gl kujul uuritava tGhendi suhtes
(Shulaev 2006). Suunatud analtitsi detekteerimiss@l#ub metoodikast ning on enamasti
vaga madal. Seda tuupi anallusi peamiseks miinusekkommertsiaalselt kattesaadavate
puhaste Uhendite piiratud hulk ja suure tdendosuggilyad avastamata paljud metaboliidid,

mis vastava uuringu seisukohalt vdiksid olla okdigShulaev 2006; Blekherman jt., 2011).
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Suunamata analiilis on teine laialdaselt levinud lahenemine organismetabolismi
kirjeldamisele. Suunamata analltsi eesméark on thetela voimalikult palju erinevaid
metaboliite, luua andmetest organiseeritud mitmedsionaalne maatriks ning seejarel leida
statistilise andmet6otlusega oluliselt muutuvad abeliidid. Jargnevateks etappideks on
tulemuste valideerimine, statistilise mudeli loomiming vastavate andmebaaside abil (nditeks
http://mww.hmdb.ca, http://metlin.scripps.edu/) atailiitide identifitseerimine (Putri jt.,
2012). Suunamata analtusi puuduseks on keerulidenetotlus, vaiksem metaboliitide
detekteerimisvéime ning kuna andmebaasid ei olesliiud, siis jAdvad suure tdendosusega
paljud metaboliidid kindlaks tegemata (Shulaev 200@ri jt., 2012).

Kolmandaks metabolismi uurimise meetodiks metaboolse mustri anallts(metabolic
fingerprinting —ingl.k), mille puhul arvestatakse ainult kindla ggerakutttbi voi koe
iseloomulikke  metaboliite.  Antud meetod vbimaldab drdet  metaboliitide
detekteerimisvdimet ja haarab suhteliselt suurkduhetaboliite, kuid ei vbimalda Uhendite
otsest identifitseerimist (Raamsdonk jt., 2001isgtl, 2007).

1.1.1 Metaboloomikas kasutatavad anallutilised aparaadid

Metaboloomika peamiseks eesmargiks on bioloogilsisteemide metaboliitide pdhjalik

kirjeldamine. Kuna organismi metaboliitide omadugediteks molekulaarmass, polaarsus ja
lahustuvus) erinevad margatavalt, siis ei ole Heaadaval tehnoloogiat, mis suudaks
Uheaegselt anallilisida kdiki metaboliite (RochfoP0%). Praegu on kasutusel mitmed
erinevad tehnoloogiad, millest igaihel on oma edlisaga ka puudused. Protsessi
lihtsustamiseks vahendatakse moéddetavate metamlitulka ning kombineeritakse Uhel

aparatuuril saadud tulemusi teiste instrumentidedtm&tulemustega (Shulaev 2006;

Blekherman jt., 2011; Putri jt., 2012).

Metaboloomikas on kasutusel mitmed erinevad aparatu Enamik neist vdimaldab
analliisida suurt osa erinevate kudede metabositi@deckonert jt., 2007; Bictash jt., 2010).
Uheks metaboloomikas laialdaselt kasutatavaks rdiéstoon tuumamagnetresonants-
spektroskoopianuclear magnetic resonanceingl.k, NMR), mis detekteerib magnetvaljas
raadiolainete neeldumise profiili. Neeldumise pglofon spetsiifiine Uhele kindlale
metaboliidile ja s6ltub Uhendi struktuurist. NMR onetaboloomikas kasutusel juba tle
kiimne aasta ning tema abil on analtusitud erinelbeidedelikke, rakukultuure ja tahkeid
kudesid (Ott ja Aranibar 2007). NMR-i pohilisekdiseks on see, et mdotmiseks ei ole vaja
analliiti osadeks lahutada. See tahendab, et ppoovdimalik kasutada ka teiste analluside

teostamiseks. Lisaks on proovide ettevalmistus NNdRRhul lihtne ja derivatiseerimist ei ole
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vaja. Meetod vdimaldab uurida erinevaid komponentgkgusid, ilma et metaboliidid
hairiksid Uksteise mddtmistulemusi (Smolinska3012). Samas on NMR-i puuduseks tema
madal tundlikkus ning tulemi spektri keeruline #hglamine. Madalat tundlikkust saab
kompenseerida margistatud Uhenditd*C( v&i '°N) kasutamisega, kuid spektri
interpreteerimine vajab valjadppinud spetsialiftat(i jt., 2012). Hiljuti on Chylla jt. poolt
loodud kiire suurima tdeparasuse rekonstrueerimmsgetod fast maximum likelihood
reconstruction- ingl. k), mis annab parema tapsuse signaali tfitaeerimiseks spetsialisti
vahese vahelesekkumisega (Chylla jt., 2011).

Teiseks laialdaselt kasutatavaks metoodikaks oskgamatograaf-mass-spektromeetgag-
chromatography mass-spectrometryingl. k, GC-MS). Antud meetodi eelisteks on kérg
uhendite detekteerimisvbime ja tdpne retentsiogniakisaks on olemas mahukad
andmebaasid Uhendite identifitseerimiseks. GC-MSsgab uurida thendeid, mida on
vOimalik viia gaasifaasi ning mis ei lagune kuunmaisel. Kui uuritav analtitt ei ole lenduv,
siis vajab GC-MS derivatiseerimist (polaarsed vi&sidet moodustavad grupid muudetakse
mittepolaarseteks lenduvamateks gruppideks) (Zh@ng 2007). Madalmolekulaarsete
hiadrofiilsete metaboliitide (suhkrud, orgaanilideabped, aminohapped jt.) jaoks kasutatakse
vastavalt kahte derivatiseerimist metttlamiini  wéddoriidi  ja  N-metuil-N-
(trimetadlsiladhtrifluoroatseetamiidiga (Pongsuwajh, 2007). Hiljuti vélja arendatud
kahedimensionaalne GC-MS on vdrreldes varasemaghsedl parema lahutuvuse ja
tundlikkusega (Lee jt., 2001).

Maatriks-assisteeritud laser desorptsiooni/ionisats mass-spektromeetriasdtrix-assisted
laser desorption/ionization mass-spectrometmingl. k, MALDI-MS) kasutatakse analltdi
ioniseerimiseks erinevaid maatrikseid. Maatriksnkisiooniks on laseri energia Ulekanne
anallilisitavate Uhendite ioniseerimiseks ja nendendite kaitsmine lagunemise eest.
MALDI-MS eeliseks on tema kasutuslihtsus, lihtneoqu ettevalmistus ja vdimalus
analtiusida kodrgmolekulaarseid thendeid nagu néaitedke (Vaidyanathan jt.,, 2006).
Aparaadi suurimateks puudusteks on madal lahutyeiskasutata kromatograafiat) ja
keemiline mira madalmolekulaarste Uhendite piirlk@nMira on pohjustatud peamiselt
liigsest maatriksist ning seda on voimalik valti#asutades laser desorptsiooni/ionisatsiooni
mass-spektromeetritaer desorption/ionization mass spectrometringl. k, LDI-MS), kus
maatriksi asemel kasutatakse valguse mdojul I6hasiumargiseid (Maki ja Ishida 2007).
Lisaks kasutatakse ka lennuajang-of-flight— ingl. k, TOF) MALDI-TOF-MS-i, Fourier
teisendusega ioon tstklotron resonantsi ja MALDIFIGDF-i (Sun jt., 2007; Rosenling jt.,
2009).



Metaboloomilistes uuringutes on kasutatud ka mpsg&tsomeetriga Uhendatud
kapillaarelektroforeesic@pillary electrophoresis mass spectrometeingl. k, CE-MS). CE-

MS abil on teostatud aminohapete, glikolllsirajgntposfosfaadiraja, tsitraaditsukli
vahelhendite jt. metaboliitide detekteerimist. C5-Mpuuduseks on keeruline tulemuste
korratavus, mis on pdhjustatud temperatuuri muasistlektroosmootsel liikumisel katoodilt

anoodile ning andmebaaside limiteeritusest (Sodstejger 2000; Shulaev 2006).

Vahem on metaboloomikas kasutatud ulekriitiliseidilumi (voolise) kromatograaf mass-
spektromeetrit gupercritical fluid chromatography mass-spectrometeingl. k, SFC-MS),
kus mobiilse faasina kasutatakse Ulekriitilist dwmi (voolist) ehk ainet, mille réhk ja
temperatuur on tema Kkriitilise punkti vaartusestgle@nal. Selle abil on véimalik saavutada
GC-MS-st parem analluutide lahutuvus. SFC-MS-i katalise peamiselt lipiidide (sh fosfo-,
gluko-, sfingo- ja neutraalsete lipiidide) detekiseseks (Bamba jt., 2008). Lisaks eelpool
nimetatutele on kasutatud ka otsese infusiooni fspsktromeetrit direct infusion mass-
spectrometer ingl. k, DI-MS), kus analiilt sisestatakse spsittaba voi nanopihustuskiibi
abil otse ioonallikasse ning analttt ei l&bi krongahafilist lahutamist. DI-MS vdimaldab
kiiremat anallusi, kuid sagedaseks probleemiks aatnksefektid ja madal metaboliitide
selektiivsus. Metoodika efektiivsust on markimissw#t tostnud isotoop-margistuse

kasutamine (Giavalisco jt., 2008).

Kdige sagedamini kasutatakse metaboloomsete amdélidbiviimiseks vedelikkromatograaf
(tandem)-mass-spektromeetridiggid chromatography (tandem) mass-spectrometringl.
k, LC-MS, LC-MS/MS), mille tapsem kirjeldus, eelis@ puudused ning kasutusvaldkonnad

on valja toodud jargmises peatukis.

Vaatamata erinevatele metoodilistele lahenemigtelauendustele ei ole veel hetkel vélja
to6otatud universaalset aparaati, mis oleks voireetiatekteerima kdiki metaboliite. Seetdttu
tuleb aparatuur valida vastavalt metaboloomse lkegsenarkidele ning votta arvesse meetodi

lahutuvust, selektiivsust, tundlikkust, labilaskemét ja aparatuuri hinda.

1.1.2 Vedelikkromatograaf-tandem-mass-spektromeetria metaoloomikas

LC-MS/MS koosneb vedelikkromatograafist ja tandemmssispektromeetrist.

Vedelikkromatograaf voimaldab lahutada erinevaiénideid kasutades vastavaid mobiilseid
ja statsionaarseid faase. MS koosneb neljast pdtpkaendist, milleks on proovi

sisestusmehhanism, ionisatsiooniallikas, lennujmmetektor. Sisestusmehhanism vdimaldab
vedeliku aurustamist gaasifaasi ning seejarel &umusl analllt ioniseeritakse.

lonisatsiooniallika Ulesandeks on anda anallitidies lpositivne vdi negatiivne laeng.
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loniseerimiseks kasutatakse peamiselt kahte eringwasatsiooniallikat: elektropihustus
(electrospray ionization— ingl. k, ESI) v0i keemilise ionisatsiooni all&ka Kuna ESI
vOimaldab ioniseerida peaaegu koiki Uhendeid, ledakse seda kdige laialdasemalt (Fenn jt.,
1989). lonisatsiooniallikale jargneb lennutoru, Kegitatud metaboliitide ioonid vastavalt
oma massi ja laengu suhtele (m/z-i) kbrge vaakusskkonnas eraldatakse. Lopuks detektor
konstrueerib vastuvbetud Uhenditest massispekaiid¥s sobivad solvendid ja kolonnid on
LC-MS/MS abil vdimalik analtitisida korg- ja madalmkllaarseid ning hudrofiilseid ja

hidrofoobseid metaboliite.

LC-MS-i eelisteks on korge tundlikkus, laia speidri metaboliitide tuvastamine ning

enamasti ei vaja uuritavad Uhendid derivatiseetindsevastu puudusteks on ioniseerimisel
tekkivad maatriksefektid, mis pohjustavad ionisaisi efektiivsuse langust, ja andmebaaside
vahesus (lkonomou jt., 1990; Shulaev 2006). Maséfidkte pdohjustavad analtusil

kaasaelueeruvad Uhendid ning Uheks maatriksefektidtenise vBimaluseks on uuritavas

lahuses stabiilsete isotoop-margistatud tUhendigaitkanine (Ikonomou jt., 1990; Shortreed
jt., 2006).

LC-MS/MS-i  metaboloomilises  uuringus  kasutatakse anpeelt viit erinevat
analtiusimetoodikat (vt. Joonis 1). Nendeks on t@issduktiooni-, eellasiooni- ja neutraalse
osa kaotanud ioonide skaneering ning selektiivia&tsgooni jalgimine. Suunamata analtdsi
puhul kasutatakse tdisskaneerigut, kus analilgiatakase kbik m/z vaartused voi nende
kindel vahemik ning metaboliitide fragmenteerimmit teostata (Joonis 1A). Statistilise
andmetootlusega leitakse huvipakkuvaman/z vaartused, mille identifitseerimiseks
teostatakse produktiooni skaneering. Skaneeringaktakse vélja kindel m/z vaartus, mis
eeldatavasti vastab otsitavale metaboliidile. Sekj@imub fragmenteerimine ning tekkinud
fragmentide analtts (Joonis 1B). Fragmendid vastakde metaboliitide andmebaasides (nt
http://mww.hmdb.ca, http://metlin.scripps.edu/dievatega. Juhul kui fragmenteeritakse koik
metaboliidid, kuid analliisitakse vaid Uht fragmekésutatakse fragmendi paritolumolekuli
kindlakstegemiseks eellasiooni skaneeringut (Jooh®). See meetod on Kliinilistes
uuringutes laialdaselt kasutuses naiteks aminobapgeat karnitiinide kontsentratsiooni
maaramisel (Chace jt.,, 1997). Vorreldes eelpooltatne analltsimeetoditega, on harva
kasutusel metaboliidi neutraalse osa kaotanud d®oskaneering (Joonis 1D). See vb6imaldab
analtiisi haarata koéikide algsest struktuurist kinkitemilise grupi (naiteks metttlrihma)
kaotanud Uhendite fragmendid. Kvantitatiivsel suudaanaltitsil kasutatakse kbige enam
selektiivset (mitme) reaktsiooni jalgimist, mis wd@ldab kiirelt ja tapselt anda infot

konkreetse metaboliidi sisalduse kohta proovis. tlepdhineb kindla m/z vaartusega
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metaboliidi selekteerimisel ja fragmenteerimisaigniseejarel anallitsitakse ainult Uht selle

metaboliidi kindlaksmé&aratud fragmenti (Joonis 1E).

>l . . —l —
A. Taisskaneering C. Eellasiooni 7 >
. —_— — D —
—————> ———» —» skaneering - 4.§ J—
—»] —_—
Qi QZI I Q3 Qi Q2 r .
ciD cID
Gaas Gaas
B. Produktiooni — A — > D. Neutraalse osa — ! A7 ——
. . - < - >
skaneering — - - kaotanud iooni > —>§ —>
e le—— . skaneering e I —
Q1 EI r Q3 a1 El r g
ciD ciD
Gaas Gaas
E. Selektiivne (mitme) _ A -
reaktsiooni jilgimine [ =~ ~— .
—» —

Qi EI r Q3
CID

Gaas

Joonis 1. Viis pohilist vedelikkromatograaf-tandemass-spektromeetrias kasutatavat erineva
suunitlusega analitsi meetodit. Q1 ja Q3 on méssifi ning Q2 on
fragmentatsioonikamber. CID — neutraalse gaasi kndiiega (nt He, Ar, N) kokkup®drgetest
pdhjustatud metaboliitide fragmenteerimim®l(ision-indused dissociation ingl. k) (Grebe

ja Singh 2011).

1.1.3 Statistiline analtus

Metaboloomikas kasutatakse mitmeid erinevaid mit@@melisi statistilisi meetodeid, mis
on olulised suurte andmemahtude korrastamiseks,lUigiks, vahendamiseks ja
visualiseerimiseks. Pohiliselt klassifitseeritaksémemddtmelised meetodid juhindamatuteks
ja juhitud algoritmideks (Mendes 2002). Juhindardaaigoritmid ei vaja lisainformatsiooni
vaid teostavad anallisi etteantud andmetest. Néndlkea kuulub naiteks hierarhiline
klasteranallus ja peakomponentanaligisi¢ipal component analysis ingl. k, PCA). PCA
on kdige enam kasutatav statistiline meetod metainolkas, mille eesmérgiks on jaotada
suur hulk andmeid véaiksemasse mittekorreleeruvakgaotusse nii, et nad seletaksid ara

suure osa omavahelistest erinevustest.

Vastupidiselt juhindamatutele algoritmidele vajavadhitud algoritmid eelnevalt osalist
klassifitseerimist, mis ndaitaksid &ra proovide ymat Siia kuuluvad naiteks vahimruutude
meetod ja dispersioonanalli@nélysis of variance- ingl. k, ANOVA). ANOVA eesmargiks

on leida gruppidevahelisi erinevusi nende keskuséetpdohjal.
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1.2 Wolframi sindroom

Wolframi stindroom (WS) on autosomaalne retsessiiypsgitavusega haigus, mida
pdhjustavad bialleelsed mutatsioonid Wolframi sidodn 1 geenis WFS1s) (Inoue |t.,
1998). WS-i esinemissagedus Suurbritannias ondiglk 1:770 000 (Barrett jt., 1995) ja
Pdhja-Ameerikas 1:100 000 (Fraser ja Gunn 1977)mé&sed kirjalikud marked WS-ist
parinevad 1938. aastast, kui dr. D. J. Wolfram j&HWagener kirjeldasid neljal del-vennal
esinevat juveniilset suhkrudiabeeti ja nagemisnétroofiat (Wolfram 1938). WS on
progressiivne, neurodegeneratiivne haigus, milleasteks tunnusteks on lapseeas avalduvad
suhkrutdbi (~6-aastaselt) ja ndgemisnarvi atro@fibl-aastaselt). MOni aasta parast esmaste
tunnuste tekkimist kujuneb valja magediabeet jatuaur Loetletud patoloogiate alusel
nimetatakse WS-i ka DIDMOAD-iksjabetes Insipidus, Diabetes Mellitus, Optic Atrgph
Deafnes}k (Barrett ja Bundey 1997). Kahekimnendates elasestvoivad WS-i haiged jad&ada
pimedaks, kujunevad vdalja ka kuseteede hairedfegene neuropaatia, psuhhiaatrilised
haired ja meestel vdib esineda hiipogonadism (Swifi998; Medlej jt., 2004). Enamasti
surevad WS-i haiged kolmekimnendatel eluaastataliting atroofiast tingitud

hingamiskeskuse kahjustusse (Barrett jt., 1995).

1.2.1 Wolframi siindroom 1 geen ja valk

Inoue jt. ja Strom jt. avastasid/FS1geeni 1998. aastal geneetilise kaardistamise &aigu
(Inoue jt., 1998; Strom jt., 1998WFS1paikneb inimesel 4. kromosoomi p16.1. piirkonnas
ning hélmab endas 33.4 kb suuruse genoomseNi&1geen koosneb kaheksast eksonist,
millest ekson 1 on mitte-kodeeriv, eksonid 2-7 @ikgsed ja ekson 8 on suur kodeeriv ala
(Joonis 2). HiireWfsl geen asub 5. kromosoomis ning omab inim@4eS1 geeniga 87%
homoloogiat (Strom jt., 1998). InimesS&FS1 geenilt transkribeeritakse 3.6 kb suurune
MRNA, mis on koérgelt ekspresseeritud maksas, paskse (pdhiliselt insuliini tootvates
beeta-rakkudes) (Hofmann jt., 2003), sidames, gjlesentas ja kopsudes. Vaiksemal
maaral onWFS1lekspresseeritud ka neerudes, skeletilihastessnjahdlinoue jt., 1998; De
Falco jt., 2012).

Exon: 1 F; 3 4 5 6 7 8
bp: 165 234 &3 145 171 81 149 1,812

Joonis 2. Kaheksast eksonist koosWékS1geen ja nende pikkused aluspaarides. Esimene
ekson on mittekodeeriv, llejaanud kodeerivad (Rio2011).
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Aastate jooksul onWFS1 geenis avastatud palju mutatsioonisaite, mis atujaud ilma
markimisvaarse seadusparasuseta ule kogu kodeal®a Siiski, kbige rohkem on
mutatsioone suurimas ehk 8. eksonis. Valdavaltegsith raaminihke-, stoppmissenseja
splaissingusaidi mutatsioonid, mille tagajarjel lk&gFS1kodeeritud valgu funktsioon (Inoue
jt., 1998).WFS1geeni homosugootsete kandjate sagedus on popolaitsisuhteliselt vaike,
kuid heterosigootseid kandjaid esineb Uldises @giobnis ligikaudu 1% (Swift jt., 1991).
HeterosligootseteWFS1 kandjatel on naidatud 26-kordselt suurenenud riskigestuda
psuhhiaatrilistesse haigustesse, millest enim eathekalduvus enesetapule, depressioon,

unetus, vagivaldne kaitumine ja dpiraskused (StvjfL990).

WFS1kodeerib 890 aminohappe pikkust, ligikaudu 100 kbalekulmassiga polupeptiidi
nimega wolframiin. Wolframiin on hidrofoobne jareheerne Uheksa transmembraanse
segmendiga valk, mille otstes on suured hidrolilsegioonid (Joonis 3). Mutatsioonid

WFS1geenis pdhjustavad wolframiini taseme langust@Rrjg, 2011).

TsutDp:::L/J :Cﬁ?s ﬁ 559 a(u_\
= EINITE

ER luumen - 333 J-Iﬂ 422 429 531 588

L

Joonis 3. Hupoteetiline wolframiini struktuur. Wiammiin omab Uheksat transmembraanset
segmenti ja hadrofiilset N- ja C-terminust (Rigplj 2011).

Wolframiin on endoplasmaatilise retiikulumi (ER4membraanis asuv glikoproteiin ning
seetdttu arvatakse, et wolframiin omab olulistif@R-i funktsioneerimisel (Takeda jt., 2001).
ER-i pohitlesanneteks on reguleerida kaltsiumi hosteiasi (vajalik rakkudel
signalisatsioonis, sekretsioonis ja apoptoosidagada valkude korrektne kokkupakkimine.
Arvatakse, et wolframiini funktsioonid on analoods&R-i pdhillesannetele sealhulgas
valkude membraanne transport, sekretsioon, promge$a/voi ER-i kaltsiumi homodostaasi

regulatsioon (Hofmann jt., 2003).

Katsed kannuskonna munarakkudel on naidanud, et IMWé&KSpressioon tdstab katioon-

selektiivse ioonkanali aktiivsust ja kaltsiumi $ikest tsitoplasmas ning selle funktsiooni
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hairumine viib rakusisese kaltsiumi homdostaagigténi ning I6puks apoptoosini (Osman jt.,
2003). Zatyka jt. naitasid, et wolframiin on oldirka N&/K*-ATPaasi beeta 1 subiihiku
kipsemises ning wolframiini puudusel on oligomersalkude sublihikute kokkupakkimine
hairitud (Zatyka jt., 2008).

Mitmed uuringud wolframiinist jaWFS1 geenist on seotud veresuhkru taseme kontrollis
osalevate pankrease beeta-rakkude ja insuliinesgkoniga. On naidatud, et wolframiin voib
osaleda proinsuliini (insuliini eellasvalgu) koklakkimises insuliiniks (Fonseca jt., 2005).
Lisaks on naidatud, et wolframiin seostub kalmadiga (Yurimoto jt., 2009). Kalmoduliin
mojutab omakorda paljusid valke taiustamaks kattsuahendatud signaali Glekannet (Xia ja
Storm 2005). Kalmoduliiniga seostumist soodustalikgbs, mis stimuleerib wolframiini
translokatsiooni ER-ist Golgi kompleksi ja akumulesist plasmamembraanil.
Plasmamembraanil moodustub kalmoduliini ja aderitdiiklaas 8 kompleks, mis stimuleerib
insuliini biosltnteesi ja sekretsiooni (Fonsecad012). WFS1(v6i Wfs]) geeni mutatsioon
vahendab oluliselt pankrease beeta-rakkude hulkaimiesel kui ka hiirel (pdhjustatud ER-i
stressist). Seetbttu voib arvata, et wolframiin \a@alik insuliini tootvate beeta-rakkude
elulemuseks ja korrektseks funktsioneerimiseks &Kiarjt., 1989; Riggs jt., 2005; Yamada
jt., 2006).

1.2.2 Wolframi siindroom 1 geeni defektiga hiir

Wistdefektiga hiiri on konstrueeritud kolmes Uksteis#gtumatus uurimisgrupis. Ishihara jt.
konstrueerisid hiiremudeli lisades neomdutsiini sesitsusgeeniVfsl teise eksonisse, mille

tagajarjel vdhenes margatavalt pankrease beetadakkulk ning seetbttu ka insuliini

sekretsioon (Ishihara jt., 2004). Antud mudeligat@mud mitmeid kaitumis- ja depressiooni-
uuringuid, millega on vdimalik kirjeldada WS-igainmeste psthhiaatrilisi kaitumishaireid
(Kato jt., 2008).

Riggs jt. poolt Cre/loxP rekombinatsiooniststeentgzainitud hiiremudelil esinesid samuti
WS-ile iseloomulikud tunnused nagu naiteks 12. f@davaljakujunenud glikoosi talumatus
ja insuliini defitsiit. Samuti vAhenaa/fsldefektiga hiirel pankrease beeta-rakkude hulk ning

sagenes ER-i stressi tagajarjel indutseeritud apspiRiggs jt., 2005).

Tartu Ulikooli Arstiteaduskonna fiisioloogia instilis on konstrueeritudWfsl geeni

defektiga hiiremudel, kellega on véimalik teostadauringuid wolframiini valgu

puudulikkusest tingitud patoloogiate tuvastamisekstud hiiremudel valmistati kloneerides

NLS-LacZ-Neo geenikasseéftfslgeeni kaheksandasse eksonisse, mille tagajamnehldati

enamik Wfsl kodeerivast jarjestusest (Joonis 4). Konstrueeritiid on homoloogilisel
15



rekombinatsioonil saadud mutantne F2 pdlvkond C38Bja 129S6/SvEv hiiremudelite
segatidbist (Luuk jt., 2008).

long arm short arm

3790b 1366 b

| Ncol Ncol Xho |

BamH
BamHI BamHI Ncol BamHI

W ! l 2 W// 7/ % // | |
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Joonis 4 Wfslgeeni defektiga hiire konstrueerimise strateegiamine (WT) —Wfs1geen,
keskmine — sisestatav NLS-LacZ-Neo geenikassetimiake (KO) — muteerunutlvfsl geen
(Noormets jt., 2009).

Katsed antud hiiremudeliga on naidanud wolframsi@eotust arevuse ja hirmu avaldumisega
mandelkehas (Luuk jt., 2008; Luuk jt., 2009) nirptist G-valgu signalisatsiooniraja Rgs4
ja C4b geenidega hupotaalamuses (Koks jt., 201dnul on naidatud arevuse tekkimisel
seost GABA, retseptorite subthikute, Gabral ja Gabra2, vah&herkspressiooni
oimusagaras ja ajukoore eesmises korteksis (Rau2i0jp9). Kbik naitena toodud uuringud

nimetavad sarnaseid neuroloogilisi ja psuhhiaatijitioni, mis esinevad ka WS-i puhul.

Lisaks neuroloogilistele ja kaitumuslikele uuringiet on analtusitud K&/fs1defektiga hiire
reproduktsiooni, kus on néidatud, ®¥fsl defektiga isased on vahem viljakamad kui
metsiktitpi hiired ning pohjusteks on spermi marégia muutused (vAhem proksimaalseid
painutatud sabasid ja muteerunud spermi pead)hjangnud spermatogeensete rakkude hulk
(Noormets jt., 2009). Soolistest erinevustest djawaodud isast&Vfslgeeni defektiga hiirte
suurem risk diabeedi kujunemiseks seoses proinsionverteerimisega insuliiniks, mille
tagajarjel kujuneb vélja insuliini defitsiit (Nooets jt., 2011). Muteerunud hiir on ka
markimisvaarselt vaiksem kui metsiktidpi hiir, kuidamas on neil k&rgenenud

kasvuhormooni ja insuliini-sarnase kasvufaktori K@) tase (Koks jt., 2009), mis on aga
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vastuolus inimuuringus Medlej jt. poolt saadud tulstega, kus peaaegu pooltel uuritud

patsientidest oli vahenenud kasvuhormooni sekmetsiiedlej jt., 2004).

Metabolismiuuringuid WS-i loommudelitel teostatud a@e ning erinevate metaboliitide
kvantitativne analliis ja varajaste biomarkeriteyagiamine taiustaks markimisvaarselt

uuringu perspektiive ning tulemusi oleks voimaliéirrelda genoomika ja transkriptoomika
andmetega.
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2 EKSPERIMENTAALOSA

2.1 ToOO6 eesmargid

Magistritod peaeesmargiks on kirjeldada Wolframdsidom 1 geeniWfs]) defektiga hiire
metaboloomi, mille kdigus analltsitakse hiire ustinmaksa-, sidame- ja neerukoest ning
rimbaverest (taisverest) erinevate metaboliitidealdust ja kdiki tulemusi vorreldakse
heterosiigootse ja metsikttupi hiire vastavate kegadSelle taitmiseks puUstitati jargnevad

alameesmargid:
» Teostada vedelikkromatograaf-tandem-mass-spektiige@suunamata anallus.

+ Identifitseerida susteemsed biomarkerid, kasutademevaid metaboloomika

andmebaase.

e Pohjalikumalt iseloomustada identifitseeritud metatide ainevahetusradasid

kvantitatiivsete ja ensiimaatiliste anallilisidega.
o Maarata kudedes ja taisveres totaalse ja oksudégitatiooni sisaldus.
o Maarata kudedes ensutimide glutatiooni peroksigmeasiuktaasi aktiivsus.
* Maarata glukoosi kontsentratsioon hiirte uriinis.

e Teostada vedelikkromatograaf-tandem-mass-spektitoiggge suunatud anallis

aminohapete, puriinide, purimidiinide ja karnitdei kontsentratsiooni maéramiseks.
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2.2 Materjalid

2.2.1 Reagendid ja tarvikud

L-karnitiin — Bachem, Sveits

Isotoop-margistatud aminohapete standard A, isetoamistatud karnitiinide standard B,
isotoop-margistatud &C-adeniin, 1,3°N,-oroothape, 1,32N,-uratsiil, metiit*C-tiimidiin

— Cambridge Isotope Laboratories Inc., USA
2,43C,-"Ns-tsiitosiin — Isotec, USA
Trifluorodadikhape — Merck, USA

D,L-tUrosiin, D,L-ornitiini monohudrokloriid, D,Le-alaniin, D,L-lUsiini monohudrokloriid —
Reahim, NSVL

L-nor-valiin, L-metioniin, L-glutamiinhape, L-glutaiin, L-asparagiin, L-asparagiinhape, L-

seriin, L-arginiin, L-isoleutsiin, L-histidiin, [3-fentdlalaniin — Reanal, Ungari
HCl/butanool — Riedel-de Haén, Saksamaa
Kloroform — Scharlau, Hispaania

Metanool, atseetonitriil (AcN), sipelghape, kdrgehjusega vesi, metafosforhape, trans-4-
hadroksu-L-proliin, glatsiin, 2-vinudlpuridiin, ®tanoolamiin, veise seerumi albumiin,
dinaatriumvesinikfosfaat (NBPQO,), naatriumdivesinikfosfaat (NaRQ), ettleendiamiin-
tetraatsetaat (EDTA), atsetlul-L-karnitiin, hekdadeuulkarnitiin, uridiin, adeniin,
hipoksantiin, guanosiin, inosiin, 2"-deokstiguambsinonohidraat, tsdtosiin, timidiin, 5-
(hudrokstumetuul)-uratsiil, 2’-deokstadenosiini mbiadraat, timiin, oroothape, ksantiin,
adenosiin — Sigma-Aldrich, USA

Valgu kontsentratsiooni maaramise testkomplekte-mad, USA

Glutatiooni testkomplekt, glutatiooni peroksiidaasstkomplekt, glutatiooni reduktaasi
testkomplekt — Cayman, USA

Luna C18 150 x 3.0 mm kolonn, C18 4 x 2.0 mm eelkol Phenomenex, USA
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2.2.2 Katseloomad

Katseloomadeks olid Tartu Ulikooli Arstiteaduskorfiigioloogia instituudis konstrueeritud
isasedWfs1defektiga WfsI") (n=28), antud geeni suhtes heterostigoote¢d) (n=28) ja
metsiktitipi WfsT’") (n=20) hiired. Hiiri kasvatati 12-tunnise valgiisieneduse tstkliga
(valgustus kella 7-st kuni 19-ni) standardsetesti@ibgimustes, kus oli vaba ligipaéas veele ja
toidule. Kdik katseloomad olid keskmiselt 2 kuu waed. Eksperimendid antud t6ds viidi labi
kooskdlas Euroopa Komisjoni direktiivi (86/609/EEGA Eesti loomkatse |abiviimise

loakomisjoni loaga (nr. 39, 7. oktoober 2005).

2.3 Metoodika

2.3.1 Proovide kogumine ja ettevalmistus

Katseloomad jaotati gruppidesse alljargnevtitaalse glutatiooni (tGSH) ja oksudeeritud
glutatiooni (GSSG) kontsentratsiooni, ensuumide tagiooni perokstdaasi (GPx-i) ja
glutatiooni reduktaasi (GR-i) aktiivuse maaramiseksy suunamata analilsi jaoks oli igas
grupis vastavalt 4 hiitWfs1 suhteswfs1", WfsT’ ja WfsT’*. Aminohapete, karnitiinide ja
puriinide ning purimidiinide kontsentratsioonideaditisil uriinist ja kudedest olid vastavate
gruppide suurused 24Wfs1), 24 WifsT") ja 12 WisT™) hiirt, v.a taisverest
kontsentratsioonide moo6tmisel jaotus igasse gri@fpihiirt. Kdigepealt isoleeriti isendid
omavahel ja koguti uriiniproovid. Seejarel hiiredrmmati tservikaalse dislokatsiooni teel.
Kdikidelt katseloomadelt vdeti rimbavere proov neggnaldati maks, stda ja neerud. Tahked
koed kulmutati koheselt vedelas lammastikus. Ruratsde lisati 1:1 vahekorras valkude
sadestamiseks ja rakkude I6hkumiseks metafosforhaipg tsentrifuugiti 4 °C juures 15
minutit 21250 x g (Hettich Zentrifugen, rootor 16BP ja eraldati supernatant. Koik

analtitsitavad proovid hoiustati -80 °C juures Kérgnevate analttsideni.

Glikoosi ja kreatiniini kontsentratsioonid uriinimaarati koostéos SA Tartu Ulikooli
Kliinikkumiga ning glukoosi kontsentratsiooni véa&ad normaliseeriti kreatiniini

kontsentratsioonile vastavas proovis.

2.3.2 Erinevate kudede suunamata LC-MS analtus

Esiteks teostati suunamata anallitis, mille eesnsngjiklaia vahemikuga (m/z 50-1500)
madalmolekulaarsete metaboliitide taseme vordlueea genotltbiga hiirte gruppide vahel.
Proovi ettevalmistus teostati analoogselt Beckojtegoolt disainitud meetodile (Beckonert

jt., 2007), kus on vbimalik tahke koe metaboliigadtada hudrofiilse ja lipofiilse faasi vahel.
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Kdigepealt kaaluti tikk kilmutatud siidamest, makgaseerust ning homogeniseerimiseks
lisati metanooli 4 ml/g ja vett 0,85 ml/g koe koht3eejarel proovid homogeniseeriti
kasutades Bandelin Sonopuls ultraheli homogenigaé20 sekundit, 20% amplituudi juures)
ning lisati 2 ml/g koe kohta kloroformi ja segd@rotokolli kohaselt lisati veel kloroformi 2
ml/g ja vett 2 ml/g koe kohta, segati, inkube€ethi minutit ning tsentrifuugiti 15 minutit 4 °C
juures 1000 x g (Hettich Zentrifugen, rootor 1689-Rarast tsentrifuugimist jaotusid faasid
tuubis Ulemiseks metanooli/vee hudrofiilseks faagék alumiseks kloroformi hiidrofoobseks
faasiks, mille vahele jai tahke koe/rakuosade Kildonis 5). Taisvere ja uriiniproovide
suunamata analiiiisiks antud protokolli ei kasutawadt] uuriti ainult hidrofiilset faasi ja
selleks lisati eelnevalt ettevalmistatud faasideopidele 70%-list metanooli ja vee segu.
Seejarel proovid tsentrifuugiti 4 °C juures 15 mih@1250 x g (Hettich Zentrifugen, rootor
1689-L) ja anallusiks eraldati supernatant. Kétgeduurid teostati jaal. Nii hidrofiilse kui
ka hudrofoobse faasi uurimiseks kasutati Shimadzomience LC20AD HPLC-d
Uhendatuna tandem-mass-spektromeetriga Q-TRAP 3J2@plied Biosystems, USA).
Molemaid faase anallisiti nii positiivse kui ka agigse ionisatsiooni reziimis. Proovid
sisestati aparaati ja koostati vastav meetod, rpdl@meetrid on toodud lisas (Lisa 1, Tabel
1).

- \etanooli/vee hiidrofiilne faas

-smm= Tahke koe/rakuosade kiht
= Kloroformi hiidrofoobne faas

Joonis 5. Hudrofiilse metanooli/vee ja hudrofookk®oformi faasi jaotumine tuubis pérast
tsentrifuugimist.
Mass-spektromeetrist saadud massi ja laengu suttensiivsuste vaartusi koigepealt
grupeeriti binning— ingl. k) selliselt, et tlhe daltoni piiresse jadwm/z vaartused keskmistati.
Tulemusi anallusiti  vabavaralise statistiise papgmiga R 2.15.2. Teostati
peakomponentanallitis, mis vBimaldab grupeeridarsatgi muutujate (komponentide) alusel
erineva genotlubigdVfsl hiiri. Gruppide vahelist varieeruvust vaadeldi rega koikide
analtiisimeetoditega nii, et iga grupp sisaldasi# f.a uriin) ning nende negatiivse ja
positiivse ionisatsiooni reziimiga hudrofiilset i@drofoobset faasi (kokku 5100 m/z vaartust
vahemikus 50-1500 Da). Sellele jargnevalt, leidmakbised metaboliidid erinevad antud
gruppide vahel kdige enam, teostati programmigasBetisioonanalltiofe-way analysis of
variance.
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Leitud metaboliitide m/z vaartuste tuvastamisekdiVébi nende fragmenteerimine kindlatel
parameetritel ning tulemusi vOrreldi andmebaasiddsiduvate metaboliitidega
(http:/Mvww.hmdb.cahttp://metlin.scripps.edy/

2.3.3 Oksudatiivse stressi markerite kvantitativne maaranmine

2.3.3.1Totaalse ja oksudeeritud glutatiooni taseme maaramie

Esmalt valmistati ette tahketest kudedest homodeéhaav fosfaatpuhvris (1:10 v/v, pH 7,4)
kasutades Eurostar IKA mikserit. Seejarel homogéidazentrifuugiti 15 minutit 4 °C juures
10000 x g (Hettich Zentrifugen, rootor 1689-L) jealdati supernatant. Supernatant jaotati
vastavalt valgu, tGSH kontsentratsiooni ning enddén@R-i ja GPx-i aktiivsuse maaramise
jaoks. Totaalse glutatiooni taseme maaramiseksstatdealgud 10%-lise metafosforhappega
(1:1 v/v), tsentrifuugiti parast 5 minutilist inkatsiooni 5 minutit 4 °C juures 5000 x g
(Hettich Zentrifugen, rootor 1689-L) ning eraldatipernatant. KGik anallsitavad proovid

sailitati -80 °C juures.

Kdigepealt mdddeti valgu kontsentratsioon sidameksa ja neerude homogenaatide
proovides kasutades kolorimeetrilist Bio-Radi valtgsti, mis pohineb Lowry meetodil
(Lowry 1951). Kommertsiaalse testi eelised seisdaelkdige kiires varvimuutuses ja kdrges

stabiilsuses.

Lowry meetodil valgu kontsentratsiooni maaramiséksiendati kudede homogenaate 25
korda. Standardlahusena kasutati 2 mg/ml veisauseeaalbumiini. Lahuste optiline tihedus

mdoddeti lainepikkusel 700 nm Sunrise ELISA plaagiaga.

GSSG ja tGSH sisaldust erinevates kudedes modatatits spektrofotomeetriliselt, kasutades
Sunrise ELISA plaadilugejat. Totaalse glutatioomsdme maaramise meetod pohineb
glutatiooni  (GSH)  sulfhddradlrihma  reageerimisel NBFga  [(5,5-ditio-bis(2-
nitrobensoehappega)], mille kéigus tekib nende dibemedutseeritud konjugaat (GSTNB) ja
kollase varvusega 5-tio-2-nitrobensoehape (TNBjgrkvalt toimub tekkinud konjugaadi
redutseerimine ensuimi GR-i poolt ning saadusteksugesti GSH ja TNB. Reaktsiooni
kadigus moddetakse 405 nm juures neelduva TNB maochise taset, mis on otseselt
proportsionaalne moodtmise alguses oleva GSH hulgatya Joonis 6). GSSG taseme
mootmiseks tuleb GSH eemaldada reaktsioonist GSTR¢Bjugaadiga kasutades 2-
vinudlpdridiini. GSSG ja tGSH sisalduse maaramisekwoovis konstrueeriti
standardgraafikud, kasutades andmetodotiusprograr@raphPad Prism 5. Tulemused
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normaliseeriti eelnevalt méddetud valgu kontsesipahile vastavates proovides ning
statitistiliseks analtitisiks kasutatati Studentestit GSH kontsentratsiooni maaramiseks
lahutati GSSG kontsentratsioon tGSH kontsentraitssb.o

GSSG
GR + NADPH
DTN GSH
GR + NADPH
TNB STN TNB

Joonis 6. Skemaatiline joonis totaalse glutatioof@SH+GSSG) kontsentratsiooni
maaramisest, kus moéddetakse 5-tio-2-nitrobensoeh@pB) aniooni tekkimise taset (Tietze
1969). GR — glutatiooni reduktaas, GSSG — oksutiekglutatioon, GSH — redutseeritud
glutatioon, DTNB - 5,5-ditio-bis(2-nitrobensoehap85TNB — DNTB ja GSH konjugaat.

2.3.3.2Glutatiooni reduktaasi ja peroksiidaasi aktiivsuse raaramine

Glutatiooni reduktaas on enstuum, mis katalitsib RABst soltuvalt GSSG redutseerimist
tagasi GSH-ks (vt. Reaktsioon 1). See ensuum aalikd@SH kontsentratsiooni normaalses
koguses hoidmiseks, mis on omakorda oluline GSH&S38hte sailimisel (Carlberg ja
Mannervik 1985).

GR-i aktiivsuse méaaramise testkomplekt méddab NADSKSudeerumist NADPKs (vt.
Reaktsioon 1), mille neeldumise langus ajas onsetsg@roportsionaalne GR-i aktiivsusega

analtiusitavas proovis.

GR
GSSG + NADPH + H* ——— 2GSH + NADP™ Reaktsioon L.

Glutatiooni peroksudaas (GPx) on tetrameerne ensiis kataltitisib vesinikperoksiidide
redutseerimist, et kaitsta rakke oksudatiivse siremest. GPx-i iga sublhik sisaldab
aktiivtsentris  seleenotsusteiini, mis osaleb ofsesperoksiidide redutseerimises.
Seleenotsusteiini redutseeritud vormi taastamidelsuitatakse elektroni doonorina GSH-d
(Ursini jt., 1985).

GPx-i aktiivsuse maaramise testkomplekt méddab Géktiivsust kaudselt, sest reaktsioon

toimub Ule GR-i. Kui GPx redutseerib vesinikperadsj siis tekib GSSG, mis omakorda
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taastatakse GSH-ks labi GR-i ja NADPH. P&himottdisndddetakse sarnaselt GR-i
aktiivsuse maaramise testkomplektile ka siin NADRiKsiideerumist NADRKs (vt.
Reaktsioon 2), mille neeldumise langus ajas onsets@roportsionaalne GPx-i aktiivsusega

anallitsitavas proovis.

Reaktsioon 2.

GP
ROH + 2GSH —— ROH + GSSG + H,0

GR
GSSG + NADPH + HY —— 2GSH + NADP"

GR-i ja GPx-i spektrofotomeetriline anallis teos8t0 nm juures 3,5 minuti jooksul 30
sekundiliste moddtmisvahemikega kasutades SunriséSALplaadilugejat. Aktiivsuse
maaramiseks konstrueeriti standardgraafikud kasstahdmetdotlusprogrammi GraphPad
Prism 5. Tulemused normaliseeriti eelnevalt moadletalgu kontsentratsioonile vastavates

proovides.

2.3.4 Aminohapete ja karnitiinide kvantitatiivne maéaramin e

Kvantitatiivseks aminohapete ja karnitiinide komisatsiooni maaramiseks kasutati Matern
jt. poolt valja tootatud LC-MS/MS metoodikat, kuaskitatakse analtttide happe-kataluusitud
butanooliga derivatiseerimist buttulestriteks ($mja Matern 2010). Esmalt koostati
anallilsitavatest aminohapetest ja karnitiinidesindardgraafikud (3,33 - 1000 uM),
kasutades puhastatud kommertsiaalseid aminohappédrnitine ning isotoop-maérgistatud
sisestandardeid.

Analliisiks lisati 10 pl vastava koe homogenaadilgibisotoop-méargistatud aminohapete ja
karniitinide segalahust metanoolis (50 x lahjendpting inkubeeriti toatemperatuuril 15
minutit. Seejarel proovid tsentrifuugiti 15 minut?2 °C juures 21250 x g (Hettich
Zentrifugen, rootor 1689-L) ja supernatant kuival@inmastiku joa all. Kuivatatud proovile
lisati derivatiseerimiseks 60 pl 3 M HCl/butanotdhust ja inkubeeriti 65 °C juures 15
minutit. Proovid kuivatati uuesti lammastiku joal, allisati 50 pl atseetonitriili
(AcN)/veelsipelghappe lahust (vastavalt 50:50:06002ja anallusiti tandem-mass-
spektromeetriga QTRAP 3200. Tekkinud aminohapete kgrnitiinide buttdlestrite
kontsentratsiooni maaramiseks kasutati positiiveaisatsiooni reziimiga eellasioonide
skaneeringut, mis véimaldab tuvastada fragmentesginekkinud 85 Da fragmentide pdhjal
kindlaid aminohappeid ja karnitiine (vt Joonis Meetodi parameetrid on toodud lisas (Lisa
1, Tabel 2).
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RCO 0
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(CH,);N-CH,-CH-CH,-COC H,

F tatsi C,H
ragmentatsioon (CHa)aN

RCOOQOH

O
- I
CH,-CH=CH-COH 85Da
Joonis 7. Skemaatiline naide 85 Da fragmendi teldast. Eellasiooni skaneeringul

analtitsitakse ainult neid thendeid, mis tekitavasitiivselt laetud 85 Da fragmendi (Chace
jt., 1997).

2.3.5 Puriinide ja purimidiinide kvantitativne maaramine

Puriinide ja purimidiinide kontsentratsiooni maarseks kasutati la Marca jt. poolt disainitud
LC-MS/MS meetodit, mis vOimaldab tuvastada ja kifdaséerida ligikaudu 30 erinevat
puriini ja purimidiini (la Marca jt.,, 2006). Erinatest kommertsiaalsetest puhastatud
puriinidest ja purimidiinidest koostati standardgieud (1-1000 pM) ning
kvantifitseerimiseks kasutati vastavaid sisestaheldr (vt. reagendid ja tarvikud). Katse
teostamiseks lisati 40 pl analllsitavale koele#dalikule 20 pl sisestandardite (50 x
lahjendatud) vesilahust, tsentrifuugiti 4 °C juur@S x minutit 21250 x g (Hettich
Zentrifugen, rootor 1689-L) ja supernatanti anailiisC-MS/MS-iga, mille metoodika
parameetrid on toodud lisas (Lisa 1, Tabel 3). Makseerude ja stdame puriinide ja

parimidiinide kontsentratsioonid normaliseeriti galkontsentratsioonile.
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Comp.2 (0.26%)

2.4 Tulemused ja arutelu

2.4.1 Erinevate kudede suunamata LC-MS analtus
Vedelikkromatograaf-tandem-mass-spektromeetrigatatod suunamata analtusil eristusid
Wrfs1 hiiregrupid mitmetes kudedesMaksa proovide alusel eristusitivfsI’™ hiirte
parameetridWfsI"™ ja WfsI” katseloomadest (Joonis 8). Sellest on vdimalikljida, et
WfsT" ja Wfs1” hiirte maksa metaboloomid on omavahel sarnased, éinevadwfsI’*
hiirest. Antud tulemuste pdhjusteks vdib olla setekui WS-iga inimestel esineb krooniline
suhkrutdbi, siis kujunevad patsiendil valja mitmexihevad maksahaigused (Ferrannini jt.,
1990; Levinthal ja Tavill 1999). Kund&VFS1 heterostigootsetel inimestel esineb samuti
sagedasti suhkrutdbi (Swift ja Swift 2000), siis saadud tulemused vastavuses kirjanduses
leiduvate andmetega.

X

04

00
|

0.2
|
[

4 X

T T T T T T
-0.34 -0.32 -0.30 -0.28 -0.26 -024

04

Comp.1 (100%)

Joonis 8. Maksa metaboliitide suunamata analltskg@aponentanaliils. Iga simbol vastab
erineva analusitud hiire metaboloomi jaotuselearastWfs1 genotiibist. Esitatud on ka
gruppide keskmised ja standardvead (lisastimbad) genotiitibi korral n=24A-WfsI"(KO);

o- WfsT(HZ); x- Wfs1"*(WT).

Stidame metaboloomi PCA analuitisil eristusid teisWftI” hiired ning omavahel olid
sarnasematiVfs1’* ja WfsT" hiired (vt Lisa 3, Joonis 2A). Eristumine naitaWfsI ™ hiire
siidame metaboloom erinelVvfsT” ja WfsI’™* genotiilipidega hiirte metaboloomist.
Diabeediga inimestel ja katseloomadel on kirjeldadiiabeetilist kardiomtopaatiat, millega
kaasnevad mitmed sudame kahjustused, halvenenutdiukal transport ja adeniini
metabolismi haired (Fein ja Sonnenblick 1994). ¥aalt saadud tulemustele ei esiés1”

hiirtel vérreldeswfsI™ hiirtega stidames suuremaid muutuseid.

Neerudes ja taisveres oli lahknemine koikide grdepiahel. Suurim eristumine oli neerudes
WisI"" ning WfsT’ gruppide ja taisvered/fs1’* ja WfsT™ hiirte vahel (vt Lisa 3, Joonis 2B
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ja 2C). Tulemuste pdhjal voib 6elda, et muutus®tsT” ja WfsI”™ neerude ja taisvere
metaboloomis erinevad nii omavahel kui W&sI"* hiirest. Uriini metaboloomi suunamata
analuiusil eristudNVfsI” teistest gruppidest ning/fs1” ja WfsI'™ olid sarnased (vt Lisa 3,

Joonis 1).

Jargnevalt keskenduti gruppidevahelisi lahknemiijpstavate metaboliitide tuvastamisel
biomarkerite leidmisele, mis muutuvad erineVéfsl genotttbiga hiirtel mitmes koes

Uheaegselt. Dispersioonanaltitsil tuvastati 8 vakkalstisteemset markerit, mis pdhjustavad
erinevusi rohkemas kui Uhes koes (vt Tabel 2). Mehdlgas identifitseeriti positiivse

ionisatsiooni reziimiga hudrofiilses faasis metaboh/z vaartusega 308, mis vastab GSH-le.
M/z vaartuse 308 fragmenteerimisel tekkinud 3 pshitagmenti (m/z 76, 162, 179) vastavad
tapselt andmebaasis leiduvale GSH fragmentspekfhlgp://metlin.scripps.edy/ GSH

identifitseerimise jarel mé&arati kudedes ja téaiesetGSH ja GSSG kontsentratsioon ning
enstiumide GR-i ja GPx-i aktiivsus. Vdimalik, etstest tuvastatud markeritest m/z vaartus
105 vastab glutseraadile ja m/z 348 adenosiinmafadalile (AMP-ile), kuid antud

jareldused vajavad lisauuringuid.

Tabel 2. Dispersioonanaliitsil tuvastatud ststeennsaxkerid, mis eristusid mitmes koes
Uheaegselt. P< 0,05

m/z vaartus | Analuusimeetod

105 Hudrofiilne faas, negatiivne ioniseerimine
211 Hudrofoobne faas, negatiivne ioniseerimine
308 Hudrofiilne faas, positiivne ioniseerimine
348 Hudrofiilne faas, positiivne ioniseerimine
420 Hudrofiilne faas, negatiivne ioniseeriming
482 Hudrofiilne faas, negatiivne ioniseerimine
618 Hudrofiilne faas, negatiivne ioniseerimine
693 Hudrofiilne faas, negatiivne ioniseeriming

2.4.2 Totaalse valgu kontsentratsiooni maaramine

Tahketes kudedes maarati kogu valgu kontsentraisioedimaldamaks moddetud
metaboliitide taseme normaliseerimist valgu korttsgsiooni alusel. Valgu kontsentratsioon
on tapsemini mooddetav ja normaliseerimiseks usadiirsem kui koe kaal. Samas selgus, et
sudames ja neerudes on valgu kontsentratsioon &al@ ksuhtes statistiliselt oluliselt erinev
WisI”" ja WfsT" hiirtel (Joonis 9). Valgu kontsentratsioon oli nefes WfsI™ hiirtel
madalam ning stidam&¥fsT” ja WfsT' hiirtel kérgem.Wfs1defektsus péhjustab ER stressi

ja valkude kokkupakkimise haireid ning ei saa vatis, et totaalse valgu kontsentratsiooni
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pbhjal normaliseerimine ei vii sUstemaatilise veaBeetdttu analllsides, kus soltuvalt
normaliseerimise aluseks vdetud parameetrist ilmdexinevad tendentsid, on lisaks valgu
kontsentratsioonile normaliseeritud tulemusteledtamb ka koe kaalule normaliseeritud

tulemused.

Valk mg/ml

T LN T
+/+  +/- --  +H[+ +/ /- +/+ /-

- - +/- -
Maks Neerud Siuda

Joonis 9. Valgu kontsentratsioon erinevates kud&dsd metsiktuupi ¢/+), heterostigootse
(+/-) ja geeni defektiga (-/-) hiirtel, n=12-2%. p<0,01,*** p<0,001

2.4.3 Glutatiooni sisteemi iseloomustamine

Maksast, suidamest, neerudest ja taisverest mood@étod ning GSSG tase ja enstumide
GR-i ja GPx-i aktiivsus varieerusid erinevate kuglechhel méargatavalt, kuigi maksas ja
sudames olid erinevused tGSH, GSSG, GSH kontssiuibaides ja GSSG/GSH vaartuses
sarnased (vt Tabel 3VfsT" hiirte GSSG tase maksas oli vorreldgfs1’" ja WfsI” hiirtega
kdrgem. Wfs1™ hiirte GSSG kérgem tase viib ka GSSG/GSH kérgentstesi ning véib
viidata suuremale oksiidatiivsele stressile (vt Ta)e WfsI™ hiirtel suurenenud GSSG
hulgaga on kooskdlas GR-i madalam aktiivsus makkasnis 10B). GSSG kdrgem tase ning
GR-i madalam aktiivsus naitavad, et GSSG-d ei sshrita tagasi GSH-ks piisaval hulgal
ning GSSG tase pusib kdrge. Maksas GPx-i aktivsgsaotiipide vahel statistiliselt olulisi
erinevusi ei esinenud. StidamesWhsI™ hiirte GR-i aktiivsus samuti madalam Rifs1” ja
WisI™* hiirtel (Joonis 10D), kuid see ei tdstnud GSSGt&entratsiooni (vt Tabel 3). GPx-i
kdrgem aktiivsus WfsI™ hiirtel naitab, et vesinikperoksiidide redutseénien toimub
aktiivsemalt kulWfsI” ja WfsI™ hiirtel (Joonis 10C).
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Tabel 3. Totaalse glutatiooni (tGSH), okslUdeerigidtatiooni (GSSG) ja redutseeritud
glutatiooni (GSH) kontsentratsioon ja glutatioomidokssuhe (GSSG/GSH) erineVifsl
genotiitibiga hiirte maksas ja stidames, iga genokiiitdl n=4* WfsI" vs Wfs1'*, p<0,05

+/+ +/- -/-
MAKS
tGSH (nmol/mg valk) 53.00 + 4.68 69.85 + 9.88 537/%.89
GSSG (nmol/mg valk) | 3.89 £0.16 3.73+1.04 53056
GSH (nmol/mg valk) 49.12 £ 4.75 66.12 + 9.43 48t37.44
GSSG/GSH 0.08 £0.01 0.06 £0.01 0.13+£0.04
SUDA
tGSH (nmol/mg valk) 14.07 £1.21 18.76 £ 1.84 14£7D.87
GSSG (nmol/mg valk) | 0.83 £ 0.06 0.88 +0.23 0.9m 17
GSH (nmol/mg valk) 13.23+1.18 17.88+1.74 139070
GSSG/GSH 0.06 £0.01 0.05+0.01 0.06 £0.01
A B
X 30q x 20-
s : =
£ 2 .
E 20- =
° =
é ==
4 101 n
2 3
2 £
© X
g o o
o +/+ +/- -/- o _;_
C
X 20- Xx
S x E
2 I o))
£ 15- £
£ k=
£ £ -
2 10- S
= £
(2]
Zg 5- é
% g
©
E 0 ! x O i { T
o +/+ +/- -I- 0] +/+ +/- -I-

Joonis 10. Glutatiooni peroksiidaasi (GPx-i) jaajiobni reduktaasi (GR-i) aktiivsus maksas
(vastavalt A ja B) ja siidames (vastavalt C jaVif 1 metsiktlupi ¢/+) , heterostigootse (+/-)
ja geeni defektiga (-/-) hiirtel, iga genotuubi kam=4. * p<0,05
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Neerudes ja taisveres erinedidfs1”, WfsI” ja WfsT’* hiired omavahel eelkdige tGSH
kontsentratsiooni poolest (Tabel 4). Neerudes @G5 taseWfsI™ hiirtel madalam kui
WisT’* ja WfsT” hiirtel, kuid taisveres olWfsI™ hiirtel tGSH-d rohkem kuWfs1'* hiirtel,
sest nende GSH kontsentratsioon oli kérgem. Neerunle GSSG tase alla kasutatud
testkomplekti maaramispiiri ning seetdttu ei olrnuddmalik neerude GSSG kontsentratsiooni
moota ega GSH taset ja GSSG/GSH redokssuhet aavWadtupidiselt maksale oli neerude
GR-i ja GPx-i aktiivsuswfsI™ ja Wfs1” hiires kdrgem kuiwfs1’* hiires, mis naitab, et
tildiselt on WfsT" hiirte neerudes oksuidatiivne stress suurem, kaitl tGR-i kdrgele

aktiivsusele toimub GSSG redutseerimine tagasi ®Soonis 11).

Tabel 4. Totaalse glutatiooni (tGSH), okslUdeerigidtatiooni (GSSG) ja redutseeritud
glutatiooni (GSH) kontsentratsioon ja glutatioomdokssuhe (GSSG/GSH) erineVéfsl
genotiitibiga hiirte neerudes ja rimbaveres, igatgéhbkorral n=4.* WfsT" vs Wfs1'*
p<0,05; tWfsT" vs WfsI’ p<0,05

+/+ +/- -/-
NEERUD
tGSH (nmol/mg valk) 1.32 £0.25 1.08 £0.11 0.70.86* T
RUMBAVERI (TAISVERI)
tGSH (nmol/mg valk) 763.31 +81.32 1207.27 +£45.301264.02 + 147.02%
GSSG (nmol/mg valk) 92.25 + 15.61 109.11 + 8.48 6072 11.30
GSH (nmol/mg valk) 671.06 + 69.50 1098.16 +44.39 13@.41 + 142.78%
GSSG/GSH 0.14 £ 0.02 0.09 + 0.008 0.12+0.01
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GR aktiivsus nmol/min/mg valk

o
o

! L] ! !
+/+ +/- -/-

+/+ +/- -/-

GPx aktiivsus nmol/min/mg valk
S

Joonis 11. Glutatiooni peroksidaasi (GPx-i) ja aiobni reduktaasi (GR-i) aktiivsus
neerudeswWfsl metsiktutpi ¢/+), heterostigootse (+/-) ja geeni defektiga (-/4jtdli iga
genotudbi korral n=4. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<@)1
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2.4.4 Aminohapete ja karnitiinide kvantitatiivne méaramin e

Aminohapete kontsentratsioon (mmol/mg valgu kohtéfsI™ hiirtel vérreldunaWfs1’*
hiirtega muutus erinevates kudedes ja biovedeklligirgnevalt (Tabel 5). Maksas, sidames
ja taisveres oli enamike aminohapete tase 1,2 Righkorda madalam. Erandiks oli arginiini
tase maksas, mis oli 1,9 korda kdrgem. Vastupidiseiktele kudedele aga neerudes
statistiliselt oluliselt muutunud aminohapete tasel,1 kuni 1,4 korda kdrgem. Uriinis oli
aminohapete tasemes mdlemasuunalisi erinevusi, dnggnik neist esinesiw/fs1’ hiirtel,

mis on koosk®&las ka uriini suunamata analtitsi tuktega (Lisa 3, Joonis 1).

Kui arvestada aminohapete kontsentratsiooni kodukiaahta, siis sidames olid muutused
vaiksemad kui tabelis 5 ning neerudes oli analdbtmiste kudedega aminohapete tigis1

" hiirtel madalam kuwfsI™ hiirtel (vt Lisa 4, Tabel 1). See tahendab, et kwssi kohta on
WfsI hiirtel aminohapete kontsentratsioon séltumata koesialam. Vabade aminohapete ja
valgu suhe on kudedes erinev, mis viitab eri kudeigevale ER stressi taluvusele voi ER

stressi eri ulatusele nendes kudedes.

Tabel 5. Aminohapete kontsentratsioonide erinevugédI” hiirel vorrelduna WfsT™
hiirega, n=12-24. *Samasuunaline muutuss1”~ vs WfsT'™: 1°/|” muutus ainuliwfs1”
vs WfsT'*; p<0,05. Tuihi lahter — statistiliselt olulist must ei esinenud.

Aminohape Maks Suda Neerud Taisveri Uriin
Alaniin * * 1
Arginiin 1 1 !
Asparagiin *
Asparagiinhape ! !
Glutamiin L* !
Glutamiinhape ! !
Glutsiin 1* ! 1*
Histidiin ! 1 L* 1
Leutsiin * * 1* !
LuUsiin 1
Metioniin *
Hudroksuproliin ¥ L l
Ornitiin * 1 1*
Fenddlalaniin 1* ! 1 l
Seriin *
Tarosiin * ! l'
Valiin * ! !
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Karnitiinidest oli vbimalik maéarata ainult vaba kdiini (C0), atsetuul- (C2), propionuul-
(C3) ja buturtulkarnitiini (C4) kontsentratsiootsovalerttl- (C5) kuni stearottlkarnitiinide
(C18) estrite kontsentratsioon jai alla detektesnn@éara (nM), mis on rasvhapete beeta-
oksuidatsiooni ja karnitiinide radade normaalse fsiokeerimise korral ootusparane tulemus.
Mé&&detud karnitiinide kontsentratsiooni muutusteirsii erinevates kudedea/fsT™ hiirtel
varieerus vorreldeswWfs1’”* hiirtega. Maksas CO ja C2 kontsentratsioonidesestte
genotudpide vahel olulisi erinevusi ei olnud (ve&i2, Joonis 1A), kuid C3 ja C4 tase ol
mérgatavalt kdrgemVfsT™ ja WfsI” hiirtel (vt Joonis 12 ja Lisa 2, Joonis 1B). Kitjuses
leidub diabeediga rottidel tehtud katsetest erimewalemusi, kus CO ja C2 tase vdrreldes
kontrollgrupiga ei muutu (Akisu jt., 2002) voi lagly (Xia jt., 2011).

0.15+

0.054

C3 karnitiin pmol/mg valk

0.00-

)
+/+ +/-

Joonis 12. Propionutlkarnitiini (C3) kontsentratsi®Vfs1lmetsiktiupi ¢/+), heterostigootse
(+/-) ja geeni defektiga (-/-) hiirte maksas, iga géribi korral n=5-10, *p<0,05.

Sudames ja taisveres on CO ja C2 kontsentratsildisedt madalamWfsI™ hiirtel vérrelduna
WisI” ja WfsT'* hiirtega, kuid neerudes on CO taseme erinevusipishe (vt Joonis 13).
CO madalamat taset sidames on varem naidatud digheettidel (Akisu jt., 2002) ning
inimestel on tdheldatud plasmas ja seerumis CQjadbtsentratsiooni langust tltp 1 ja talp
2 diabeedi puhul (Mihalik jt., 2012; Bene jt., 2018lii nagu maksas, on ka neerudes ja
stidames C3 tas&/fsI’ hiirtel kdrgem vérreldeSvisI’ hiirtega (vt Lisa 2, Joonis 1C ja 1D).

Uriinis olulisi erinevusi karnitiinide tasemes dnod.
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CO0 ja C2 karnitiinid pM

CO0 ja C2 karnitiinid pmol/mg valk

Joonis 13. Vaba karnitiini (C0O) ja atsetuulkarniti{C2) kontsentratsiookVfs1 metsiktiupi
(+/+), heterostigootse+(-) ja geeni defektiga (-/-) hiirte sidames (A), v@ies (B) ja
neerudes (C), n=11-22, *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.

2.4.5 Puriinide ja purimidiinide kvantitativne maaramine

Kdikide anallisitavate puriinide ja purimidiinid®rksentratsiooni ei saanud maarata, sest
osades kudedes jai vastavate ainete kontsentrat@ila detekteerimismé&éara (Tabel 6).
Maksas, neerudes ja téaisveres enamiku statistilighlliselt erinenud puriinide ja
purimidiinide kontsentratsioon (normaliseeritud gralkontsentratsioonile) oWfsI™ hiirtel
vorreldunaWfsI™ liigikaaslastega 1,3 kuni 5,2 korda kdrgem, valfgatud dihtidrotimiini
tase, mis on 1,8 korda madalam. Siidames enamikeigerja purimidiinide tase oli 2 kuni 4
korda madalam (v.a ksantiini tase oli 1,5 kordagkan). Uriinis oli puriinide ja purimidiinide
taseme varieeruvus suurem ning nende erinevusaf@mikku 1,2 kuni 2 korda. Naiteks
adenosiini puhul on naidatud, et diabeediga rdtiaieadenosiini fosforileerimine AMP-ks
hairitud (adenosiini kinaasi madal ekspressioon)gniseetdttu adenosiini, inosiini ja
hipoksantiini kontsentratsioon on kdrgem (Pawelczyk 2002). Koe kaalu kohta
normaliseeritud tulemused ei erinenud oluliseltguakontsentratsioonile normaliseeritud
tulemustest. Erandina alVfsT" hiirte adenosiini tase kdrgem stidames ning inbjsiitiimiini

tase neerudes oluliselt ei erinentisT’* hiirtega vérreldes.
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Tabel 6. Puriinide ja purimidiinide kontsentratsime erinevusedfsI™ vorreldesWfs1’
hiirega, n=6-23. *Samasuunaline erinevus\isT" vs Wfs1'*, 1'/|” erinevus ainuliwfs1”
vs Wfs1", p<0,05. Tuhi lahter — alla detekteerimismaarastatistiliselt olulist erinevust ei
tuvastatud.

Puriin/ PUrimidiin Maks Sida Neerud Taisveri Uriin
Adeniin 1’ — 1 — —
Adenosiin ! 0 — 1’
Deoksuadenosiin !
1

S-adenosuulmetioniir
Guaniin
Guanosiin - —
Deokstiguanosiin
Inosiin * — 1 — l
Deoksuinosiin —
Hupoksantiin 0 * — 0 —
Ksantiin 1 0 —
Kusihape
TUmiin ¥ 0 0 !
Tumidiin - * — l
Dihddrotimiin 1 ¥ ! 1% —
Tsdtosiin
Tsatidiin
Uratsiil — ¥ 1* — 0
Dihudrouratsiil
Uridiin * —
Deoksuuridiin — 1
Pseudouridiin
Tsitidiin 1* 1
Oroothape 1

2.4.6 Glukoosi kontsentratsiooni maaramine uriinis

Gliikoosi kontsentratsioon uriinis owfsI" hiirtel vorreldes WfsT” ja Wfs1’™ hiirtega
margatavalt kdrgem (Joonis 14). Selles t60s kasdithtiremudeliga on sarnaseid tulemusi
naidatud ka varem (Terasmaa jt., 2011), kuidlkasutati 6 kuu vanuseid hiiri, mistdttu oli

WfsT hiirtel glikoosi taseme erinevus vorreldEs I’ hiirtega selgemalt eristunud.
0.8

b.ov.d

0.6

likoos UM/UM kreatiniin
o o
" T

G
o
<

+/+ +/- -/-
Joonis 14. Glukoosi kontsentratsiobfs1 metsiktitpi (+/+), heterostigootse (+/-) ja geeni
defektiga (-/-) hiirtel, n=16-18, **p<0,01.
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2.5 Tulevikuplaanid

Antud magistrit66 kuulub suuremasse projekti, kagptaanis teostada Wolframi siindroom 1

geeni Wfs) defektiga hiire metaboloomi kirjeldusele lisaungiid ning anallilsida

alljargnevaid aspekte:

Teostada orgaaniliste hapete anallilis erinevatetiggidega hiirte kudedest ja
biovedelikest eesmargiga uurida  muutusi  tsitradklits vaheuhendite

kontsentratsioonides.

Analllsida hiire vanusest ja haiguse progressisiveédd muutusi erinevate kudede

metabolismis, eesmargiga leida WS-i ja diabeedijaar biomarkereid.

Analiiiisida erinevate antioksudantide (N-atsetugtesiini jt.), TU Arstiteaduskonna
biokeemia instituudis disainitud ja siUnteesitudicksiidantsete peptiidide (UPF1,
UPF6, UPF17, UPF19) ning ka uute glutatiooni angild® (naiteks UPF peptiidid
seleenotsiteiiniga, rakku ja mitokondrisse penatres analoogid jne) moju nilfsl

geeni puudulikkusega kui ka metsiktutpi hiirte belesmile. Lisaks selgitada vélja

antiokstidantse siisteemi protekteeriv.

Uurida koérge suhkrusisaldusega dieedi m@fsl geeni defektiga hiire ning
metsiktitpi hiire metaboloomile, eesméargiga ta@siest WS-i erinevusi tuip 2
diabeedist.
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KOKKUVOTE

Kéaesoleva magistritod eesmargiks oli kirjeldada Wéohi stiindroom 1Wfs1) geeni defektiga
(WfsI") hiire metaboloomi. Tod kaigus analtiisiti erinevametaboliitide sisaldust hiire
maksa-, sidame ja neerukoes, uriinis ning rimbav@gsveres). Koiki saadud tulemusi

vérreldi antud geeni suhtes heterostigootgts{) ja metsiktitipi WfsI”) hiirega.

Esmalt teostati kdikidest kudedest vedelikkromaaftandem-mass-spektromeetriga
suunamata analiiiis. Analiitisil lahknealtsT", WfsT’ ja Wfs1'* hiirte parameetrid erinevalt.

Maksas eristusidiVfs1”*, siidame&VfsI" ja uriinis WfsT" hiired teistesiWfs1genotiitipidest.

Neerudes ja taisveres eraldusid Uksteisest kdigigrdargneval dispersioonanaltusil leiti 8
susteemset biomarkerit, mis eristusid mitmes kodé®aégselt. Kasutades erinevaid
metaboloomika andmebaase ja fragmentatsioonanaldastifitseeriti massi ja laengu suhte
vaartus 308, mis vastab redutseeritud glutatioof@&H-le). Teiste massi ja laengu suhte

vaartuste identifitseerimine vajab lisauuringuid.

Lahtuvalt glutatiooni tuvastamisest, mooddeti kudedstaalse glutatiooni (tGSH) ja
okstdeeritud glutatiooni (GSSG) tase ning ensuungidéatiooni perokstdaasi (GPx-i) ja
glutatiooni reduktaasi (GR-i) aktiivsust/fs T hiirte maksas oli GSSG tase kérgem ning GR-
i aktiivsus madalam. Stidames WifsT" hiirtel kdrgem GPx-i ja madalam GR-i aktiivsus.
Neerukoes oli tGSH tase méargatavalt madalam j&Rix-i kui ka GR-i aktiivsus kérgem.
Taisveres oli tGSH tase kdrgem GSH taseme suurseeanvelt. Lisaks ofWfsI'™ hiirtel ka

glukoosi sisaldus uriinis kérgem.

Lisaks analtusiti mitmete aminohapete, karnitiinig@riinide ja puarimidiinide sisaldust.
Maksas, siidames ja taisveres oli madalam enamikdetdd aminohapete tase, neerudes aga
vastupidiselt aminohapete tase korgem (sOltus rgeaimisest) ning uriinis ol
mdlemasuunalisi erinevusi. Karnitiinidest olid souad erinevused vaba karnitiini (CO),
atsetiitil- (C2), propiontil- (C3) ja butiirtitilkarinitle (C4) kontsentratsioonidesVfsI”
hiirtel oli maksas kérgem C3 ja C4 tase, sidamdsigveres madalam CO ja C2 tase ning
neerudes kdrgem CO ja C3 tase. Mdddetavate pwijaigurimidiinide tase maksas, neerudes

ja taisveres oli kbrgem ning siidames madalam. igrahd erinevused mdlemasuunalised.

Antud magistritoé naitab, etvfsI™ hiirtel esineb metaboloomis vérreld®gfsI’* hiirtega
mitmeid erinevusi, mis viitavad nii kdrgenenud ottatiivsele stressile kui erinevate

ainevahetusradade hairumisele.
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Metabolic profiling of Wolfram syndrome 1 gene defcient mouse

Rando Porosk

SUMMARY

Metabolomics is a powerful tool to assess the naoditablevels in different biofluids and
tissues by untargeted and targeted analysis. Wiolfyndrome (also known as DIDMOAD)
is a rare autosomal recessive neurodegeneratigasdisvhich causes diabetes, optic atrophy,
deafness and other complications. Wolfram syndrisneaused by mutations in Wolfram

syndrome 1 genaNfs).

The aim of the present study was to analyse differeetabolite concentrations ffsl
deficient mice (Vfs1") (generated in the University of Tartu) and coneptr heterozygous
(WfsT") and wild-type mice\WWfs1'™). To begin with, untargeted metabolomics of mitae)
trunk blood and liver, kidney and heart homogenate® analysed by liquid-chromatography
tandem mass-spectrometry (LC-MS/MS). Principal congmt analysis showed significant
separation of differentfsl genotypes in almost every tissue or biofluid. Eigignificant
metabolites were discovered using one-way analggisvariance and identified by
fragmentation of the metabolites. One of the discest metabolite, mass-to-charge ratio 308

In positive ionization, was identified as reducéataghione.

Total (tGSH) and oxidized glutathione (GSSG) leartl glutathione peroxidase (GPx) and
reductase (GR) activity were analysed by using cerorally available assay kits. There were
higher GSSG level and lower GR activity in liveigtrer GPx and lower GR activity in heart,
lower tGSH level and higher enzymes level in kidghapd higher tGSH level in trunk blood

of WfsT™ mice.

Finally, different amino acid, carnitine, purinedapurimidine levels were measured using
targeted analysis of LC-MS/MS. Certain amino acdscentrations were significantly lower
in liver, heart and trunk blood samples and thelewere higher in kidneys (if normalized to
total protein concentration). As for carnitines)yoftee carnitine (CO), acetyl-carnitine (C2),
propionyl-carnitine (C3) and butyryl-carnitine (Cdere significantly different between the
genotypes. C3 and C4 levels were higher in livér,a@d C2 levels were lower in heart and
trunk blood, CO and C3 levels were higher in kidgne§WfsI™ mice. Detected purine and
pyrimidine level were mostly higher in liver, kidyge and whole blood, but lower in heart

tissue ofWfsldeficient mice.
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Metabolic profiling of WfsT™ mice show remarkable changes in metabolite coratéms
compared toNfsT” andWfs1’* mice, which refer to higher oxidative stress aisfuptions
of different metabolic pathways WfsT™ mice. Future perspectives are studing the effects
different tissues and biofluids ¥¥fslmice by administration of antioxidants, their agales
and high carbohydrate diet. Also measuring the ll@feorganic acids and analyse the

metabolome alterations during aging and the pregrasof the disease.
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LISAD

Lisa 1. Vedelikkromatograaf-tandem-mass-spektromeetria amata analuisi  (A),
aminohapete ja karnitiinide (B) ning puriinide jairpnidiinide (C) taseme maaramise

metoodika parameetrid.

A Hudrofiilne faas Hudrofoobne faas
Sustitud ruumala (ul) 10 10
HPLC mobiilne faas A 0,1% metaanhape 0,1% metaanhape
metanoolis metanoolis
HPLC mobiilne faas B 0,1% metaanhape vees 0,1%amketgpe vees
A + B gradient (min) 5 5
Voolukiirus (ml/min) 0,1 — 3,0 min: B 0,05
A 0,025 B 0,025
3,1—5,0 min:
B 0,05
m/zvahemik (Da) 50 - 1500 50 - 1500
Elektropihustuse temperatu@cC| |25 300
B Aminohapped Karnitiinid
Sustitud ruumala (ul) 15 15
HPLC mobiilne faas A 0,1% metaanhape AcN-is | 0,1% metaanhape AcN-is
HPLC mobiilne faas B 0,1% metaanhape vees 0,1%ambktge vees
A + B gradient (min) 5 5
Voolukiirus (ml/min) A 0,05 0,1-0,5 min:
B 0,05 A 0,05 B 0,05
0,5- 2,0 min:
A 0,05-0,01 B 0,05-0,09
2,0-5,0 min:
A 0,01 B 0,09
Elektropihustuse temperatudC) |400 400
Kapillaari pinge (V) 5500 5500
C
Sustitud ruumala (ul) 20
HPLC mobiilne faas A 5 mM ammooniumatsetaat vees
HPLC mobiilne faas B 5 mM ammooniumatsetaat meti oo
A + B gradient (min) 2,7+7,3
Voolukiirus (ml/min) 0,1-1,0 min: A 0,34 B 0,06
1,0-6,0 min: A 0,34-0,20 B 0,06-0,20
6,0-10,0 min: A 0,20 B 0,20
Elektropihustuse temperatudc) | 300
Kapillaari pinge (V) 5000
Kolonni temperatuureC) 55
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Comp.2 (5.2%)

CO0 ja C2 karnitiinid pmol/mg valk

Lisa 2. Karnitiinide kontsentratsioon erinevates kudedes.
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Joonis 1. Maksa vaba karnitiini (CO), atsetuil- X@&) ja buttrttlkarnitiini (C4) (B) ning
neerude (C) ja sidame (D) propionuulkarnitiini (8htsentratsioohVfsimetsiktutpi (+/+),
heterosiigootse (+/-) ja geeni defektiga (+/+) &lijm=4-22.

Lisa 3. Suunamata analiiiisi peakomponentanaliiiisi joonised.
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Joonis 1. Uriini metaboliitide suunamata analliiesakpmponentanaliiis. Iga simbol vastab
erineva analldsitud hiire metaboloomi jaotuseleaxastWfs1 genotiibist. Esitatud on ka
gruppide keskmised ja standardvead (lisasiimbol}5¢24. A-WfsI"(KO); e- WfsT'(HZ);

x- WfsT'" (WT)
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Comp.2 (15%)

Comp.2 (13%)

Comp 2 (7%)
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Joonis 2. Sudame (A), neerude (B) ja taisvere (@Yabwoliitide suunamata anallUsi
peakomponentanalliis. Iga simbol vastab erinevaii@siald hiire metaboloomi jaotusele
vastavastWfsl genotlibist. Esitatud on ka gruppide keskmisedst@ndardvead, iga
genotliiibi korral n=4A-Wfs1"(KO); e- Wfs1"(HZ); x- WfsT™*(WT).
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Lisa 4. Koe kaalule ja valgule normaliseerimise erineduse

Tabel 1. Aminohapete kontsentratsioonide erinevug¢d1” hiirel vorrelduna WfsI™
hiirega, n=12-24. *Samasuunaline muutusVs1”~ vs WfsT'™: 1°/|” muutus ainuliwfs1”

vs WfsT"*; p<0,05. Tuihi lahter — statistiliselt olulist must ei esinenud.

Aminohape Normaliseeritud valgu Normaliseeritud koe kaalule
kontsentratsioonile
Siuda Neerud Sida Neerud
Alaniin * 0 !
Arginiin 0
Asparagiin
Asparagiinhape ! *
Glutamiin ! !
Glutamiinhape ! ! *
Glutsiin ! L*
Histidiin ! 0 !
Leutsiin * 1* ! !
Lusiin 1 !
Metioniin
Hudroksuproliin I !
Ornitiin 0
Fenddlalaniin ! 0
Seriin
Tarosiin !
Valiin !
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