TARTU ULIKOOL

LOODUS- JA TEHNOLOOGIATEADUSKOND
MOLEKULAAR- JA RAKUBIOLOOGIA INSTITUUT

ARENGUBIOLOOGIA OPPETOOL

Laura Truu

Wfsl ja Grp94 ekspressiooni séltuvus gliikoosi tasemest ja NMDA

retseptori inhibeerimisest hiire (Mus musculus) hipokampuses

Bakalaureuset6o

Juhendajad MSc. Triin Tekko

PhD. Kersti Lillevali

TARTU 2013



Sisukord

Kasutatud Hhendid ...........oooiiiii e 4
SHSSEJURNALUS ...ttt ettt ekttt s ekttt ettt b e nnee s 6
1. Kirjanduse Glevaade ............oooiiiiiiiiiiiiic e 7
1.1.  WIfsl geen ja Wolframi SUNATOOM ...c..vveviiiiiiiiiieiiiccice e 7
1.2.  Wfsl ja gliikoosi taseme regulatSIOON ..........eeeiveiiiiiiiriiieiiiie e 8
1.3. Gliikoosi reguleeritud valgud (Grp78 ja GIp94) ......covvviiiiiiiiiieie e 10
1.4. NMDA retseptor, selle seos Wfs1-ga interakteeruvate valkude ja ER stressiga .......... 13
2. EKSPErimentaalosa .........ccuiiiiiiiieiie i 15
2.1. TOO €ESMATZIA ....ceeeeeeeeieeee ettt e s e e s e e 15
2.2. Materjal ja MELOOAIKA ........ccuviiiieiiieiie i 15
2.2.1. To0s kasutatud RITEIIN ......uuveiiiiiiiiiiiiii e 15
2.2.2. PTOOVI SUNEEES ....eeiiiiieiiiii ittt sran e 15
2.2.3. Organotiitipiliste hipokampuse 10ikude kasvatamine...........cccccceeeeiiiiiiiiiiiiieeenniiinne, 15

2.2.4. Whole-mount RNA in situ hiibridisatsioon kultuuris kasvanud hipokampuse 16ikudele16

2.2.4.1. FIKSEEIIMINE ....ociiiiiiicci i 16
2.2.5. Immunohistokeemia ja hiibridisatsioonijargsed pesud...........ccccvveriiiieriiiiiiiiieiiieeennnns 17
2.2.6. VArVUSTEAKESIOON. 1...uviiiiiiiiiiii sttt 17
A Y110 (o To] o] - USSR 17
2.2.8. ANALTTS ..ot 18

2.3, TUIBMUSEA ... s 18

24 ATULRIU L. 22
KOKKUVOTE ... 26
SUIMIMIATY eeiieee ettt ettt e e e e e ettt et e e e e e e s s s e bttt et e e e e e e e s R bbb et e e e e e e e e s e nnbbbbeaeaeeeessnnsneees 28
TANUAVALAUSEA ..o 30



Kirjanduse

Lihtlitsents

JOBTRIU .. e et
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Sissejuhatus

Geenide ekspressioon on sageli mojutatav viliskeskkonnast tulevatest signaalidest, mis
voivad geenidele avaldada mdoju nii eraldi kui ka mitme faktorina koos. Mutatsioonid inimese
WFS1 geenis pohjustavad haruldast neurodegeneratiivset autosomaalset retsessiivset haigust,
nimega Wolframi siindroom. Selle haiguse Siimptomiteks on magediabeet (diabetes
insipidus), insuliini-puudulik suhkurtobi (insulin deficient diabetes mellitus), ndgemisnirvi
atroofia (optic atrophy) ja kurtus (deafness) (Swift jt, 1990). Wfsl ekspresseerub rohkelt
stidames, ajus, platsentas, kopsudes ja pankreases (Inoue jt, 1998). Wfsl-1 on fiisioloogilisi
funktsioone membraani trafficking-s, sekretsioonis, valkude protsessingus, ER kaltsiumi
homoostaasi ja ER stressi vastuse (UPR e unfolded protein response) regulatsioonis
(‘Yamaguchi jt, 2004; Yamada jt, 2006; Zatyka jt, 2008). Wfs1 funktsiooni on intensiivselt
uuritud pankrease [3-rakkudes, kuid neuronites on Wfs1 funktsioon veel segane.

Kiesolevas bakalaureusetoos annan iilevaate Wfsl-st, selle rollist ER stressi ja gliikoosi
taseme regulatsioonis, vOimalikest interaktsioonidest Grp78 ja Grp94-ga ning NMDA
retseptoriga. Eksperimentaalosas vaatan gliilkoosi ja NMDA retseptori inhibeerimise moju
Wifsl ja Grp94 ekspressioonile hiire hipokampuses ja meie 16igukultuuri mudeli sobivust
geeniekspressiooni uurimisel. Katsed viidi libi Tartu Ulikooli molekulaar- ja rakubioloogia,

farmakoloogia ja fiisioloogia instituutides.
To66 eesmargid on:

1) anda iilevaade Wfsl1-st, sellega seonduvast valgust Grp94-st ja NMDA retseptori kaudu

toimuvast signaaliiilekandest,

2) hinnata hipokampuse 1digukultuuri mudeli sobivust in situ hiibridisatsiooniga

geeniekspressiooni uurimiseks,

3) uurida gliikkoosi ja NMDA retseptori inhibeerimise moju Wfsl ja Grp94 ekspressioonidele.



1. Kirjanduse illevaade

1.1.  Wfsl geen ja Wolframi siindroom

1938. aastal kirjeldasid dr Donald Justin Wolfram ja H.P.Wagener kaheksa sugulase (vanuses
3-18 aastat) fenotiilipe, kelle seast neljal oli noorte diabeet ja nigemisnirvi atroofia (Wolfram
ja Wagener, 1938). See oli esimene raporteeritud Wolframi slindroomi haigusjuhtum.
Stindroomi esialgsest kirjeldamisest alates on tuvastatud rohkem kui 200 haigusjuhtumit.
Tuvastatud on algsetele siimptomitele lisaks veel magediabeet, neeruhéired, neuroloogilised

ning endokriinsed ebanormaalsused (Swift jt, 1990).

Wolframi siindroom on haruldane neurodegeneratiivne autosomaalne retsessiivne haigus.
Wolframi siindroomi kutsutakse ka nimega DIDMOAD, mis on tuletatud haiguse
simptomitest magediabeet (diabetes insipidus), insuliini-puudulik suhkurtdbi (insulin
deficient diabetes mellitus), ndgemisnarvi atroofia (optic atrophy) ja kurtus (deafness)
(Wolfram ja Wagener, 1938; Swift jt, 1990).

Wfsl geen, mis on Wolframi siindroomi puhul muteerunud, paikneb inimesel neljanda
kromosoomi 16,1 piirkonnas (4p16.1) ja koosneb kaheksast eksonist (Hofmann jt., 2003).
Wfs1-l1 on promootoris ER stressi vastuse elemendi (ERSE) sarnane jarjestus. Wfsl geeni
produkt on 890 aminohappe pikkune 100 kDa molekulmassiga endoplasmaatilise retiikulumi
(ER) membraanis paiknev gliikoproteiin nimega volframiin. Volframiin on hiidrofoobne,
tetrameerne valk, millel on iiheksa transmembraanset segmenti ja suur hiidrofiilne regioon

mdlemas terminuses (Hofmann jt, 2003).

Wfsl ekspresseerub rohkelt siidames, ajus, platsentas, kopsudes ja pankreases (Inoue jt, 1998).
Hiire ajus ekspresseerub Wfsl geen ajukoores, juttkehas, nucleus acccumbens’is,
hiipotaalamuses, taalamuse retikulaartuumas, ajutiive motoorsetes ja sensoorsetes tuumades,
hipokampuse CAl piirkonnas ning amiigdalas (Takeda jt, 2001; Ishihara jt, 2004; Kato jt,
2008; Kawano jt, 2008; Luuk jt, 2008)

Wfsl puudulikkus pdhjustab nii inimestel kui ka hiirtel f-rakkude kaotust, mis omakorda aitab
kaasa II tiiiipi diabeedi kujunemisele (Hofmann jt, 2003; Laybutt jt, 2007). Wfsl-l on
fiisioloogilisi ~ funktsioone membraani trafficking-s, sekretsioonis, osade valkude
protsessingus, ER kaltsiumi homdostaasi ja ER stressi vastuse (UPR e unfolded protein

response) regulatsioonis (Yamaguchi jt, 2004; Yamada jt, 2006; Zatyka jt, 2008).



Wis1 rolli ER stressi ohjamisel on selgitanud Fonseca to6grupp (Fonseca jt, 2010). Kui ER-i
funktsioon on héiritud, nditeks pakkimata voi valesti pakitud valkude ER-i akumuleerumise
tagajarjel, tekib ER stress ja indutseeritakse UPR. Wfsl reguleerib transkriptsioonifaktorit
ATF60, mis osaleb ER stressi vastuse rajas. ATF6o on ER stressi vastuse rajas iiks
votmefaktoreid, mis aktiivses olekus aktiveerib transkriptsiooni ER stressi vastuselementi
(ERSE) sisaldavatelt promootoritelt. Kui UPR on liigselt aktiveeritud, liheb rakk apoptoosi.
Wis1 stabiliseerib E3 ubikvitiini ligaasi HRD1, toob ATF6a proteasoomi ning suurendab
ubikvitineerimist ja proteasoomi vahendatud degradatsiooni, mis viib ER stressi

signaliseerimise parssimiseni (Fonseca jt, 2010).

Wfsl on oluline mitmete valkude kokkupakkimise ja posttranslatsioonilise modifitseerimise
juures. Uheks diabetes insipidus’e pdhjuseks Wolframi siindroomi patsientidel peetakse
vasopressiini eellasvalgu vigast to6tlemist (Gabreels jt, 1998). Na*/K* ATPaasi B1 subiihik on
kokkupakkimise ajal seotud Wfsl karboksiiterminaalse (C-terminaalse) ER-i luumenis asuva
domiiniga. Wfsl puudulikkusel on Na'/K" ATPaasi subiihikute tase rakumembraanis
vihenenud. Na'/K* ATPaas tagab rakkude puhkepotentsiaali, pumbates iihe ATP energia
arvelt kolm Na* iooni rakust vilja ja kaks K" iooni rakku sisse. Ebapiisaval Na*/K* ATPaasi
hulgal vdib olla roll Wolframi siindroomi puhul esineva neurodegeneratsiooni pohjustamises

(Zatyka jt, 2008).

1.2.  Wfsl ja gliikoosi taseme regulatsioon

Pérast toidu tarbimist tajuvad pankrease P-rakud korgenenud gliikkoosi ja seedekulglas
toodetavate inkretiinhormoonide taset ning vastuseks vabastavad insuliini (Ashcroft ja
Rorsman, 2012). Insuliin vastutab gliikkoosi transpordi eest rakku, mida otseselt reguleerib
gliikoosi transporter Glut4. Insuliin seondub keharakkude pinnal paiknevate insuliini
retseptoritega, mis tostab Glut4 valkude kontsentratsiooni plasmamembraanis ning sellega
omakorda suurendab gliikoosi omastamist (Watson jt, 2004; Furtado jt, 2002). Kui
insuliini signaali enam ei vajata, lastakse see tagasi ekstratsellulaarsesse keskkonda vdi

lagundatakse endotsiitoosi jargselt insuliini proteaasi abil (Duckworth jt, 1998).

Pankrease B-rakkude hdiringud on II tiiiipi diabeedi arengu aluseks (Fonseca jt, 2012). II tiiiipi
diabeedi puhul sageli aset leidva pankrease B-rakkude hdvingu pdhjustamisel méngib olulist
rolli ER stress (Laybutt jt, 2007). II tiilipi diabeedi patsientidest isoleeritud pankrease -
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rakkudes on tliks ER stressi indutseeriv tegur keskkonna gliikoosi taseme tous (Marchetti jt,
2007).

Wisl méngib pankrease f-rakkudes rolli nii ER stressi vastuse regulatsioonis kui ka gliikoosi
poolt stimuleeritud insuliini siinteesi ja sekretsiooni reguleerimisel (Fonseca jt, 2010; Fonseca
jt, 2012).

Insuliini vabastamine pankrease P-rakkudest on reguleeritud mitmete mojutegurite kaudu.
Uhest kiiljest sdltub see mitokondrite toost pdhjustatud tsitraaditsiikli vaheproduktide
akumuleerumisest ja ATP taseme tdusust, mis viib intratsellulaarse Ca2" taseme tdusu ja
insuliini sisaldavate vesiikulite sulandumiseni rakumembraaniga (Jensen jt, 2008). Teiseks
insuliini vabastamise regulaatoriks on inkretiinhormoonide, gliikagoonitaolise peptiid-1 (Glp-
1) ja glikoos-sdltuva insulinotroopse poliipeptiiddi (GIP) vabastamine seedekulglast.
Inkretiinhormoonid vdimendavad gliikoosist tingitud insuliini sekretsiooni intratsellulaarse

tstiklilise AMP (cAMP) taseme tostmisega (Hansotia ja Drucker, 2005).

Glp-1 ja gliikkoosi taseme tousu koosmdju cAMP taseme tdusule vahendab kaltsium-
kalmoduliin-sdltuv adeniiliiiiltsiiklaas 8 (AC8) (Delmeire jt, 2003). Hiljuti ndidati, et ACS8
moodustab pankrease B-rakkudes gliikoosist soltuvalt kompleksi Wfs1-ga (Fonseca jt, 2012).

Gliikkoosiga stimuleerimine  pdOhjustab Wfsl translokatsiooni ER-i  membraanist
plasmamembraani, kus see seondub kalmoduliini ja AC8-ga. Vastusena gliikoosi taseme
tousule ja Glp-1 retseptori aktivatsioonile, toodetakse selles kompleksis cAMP-d, mis

suurendab nii insuliini vabastamist kui biosiinteesi (Fonseca jt, 2012; vt joonis 1).

Wifsl moodustab B-rakkudes ja narvirakkudes kompleksi ER-i chaperoniga, gliikoos -
reguleeritud valguga 94 (Grp94) (Kakiuchi jt, 2009; Fonseca jt, 2012). Tavatingimustel on
kompleks tugevasti koos, kuid gliikoosiga stimuleerimine ndorgendab Grp94 ja Wfsl
interaktsiooni, mis lubab Wfs1-l lahkuda ER-st. ER stressi ajal moodustub uuesti Grp94 ja
Wfsl kompleks, mis aitab hoida Wfsl ER-s, et tdita selle funktsiooni ER stressi

leevendamisel. See aga omakorda viib B-rakkude funktsiooni iildisele vihenemisele (Fonseca

jt, 2012).



A Normaaltingimus B ER stress

GLP-1

Joonis_1: Insuliini sekretsiooni ja CAMP-i siinteesi séltuvus Wfsl-st. Fiisioloogilises tingimuses
stimuleerivad glitkoos ja Glp-1 Wfsl-e translokatsiooni ER-st plasmamembraani, kus Wfsl moodustab
kompleksi AC8 ja kalmoduliiniga (CaM). See stimuleerib cAMP-i siinteesi ja insuliini sekretsiooni (A). ER
stressi korral jaab Wfsl ER-i piisima, takistades AC8 ja kalmoduliiniga kompeksi moodustamist, mis inhibeerib

cAMP siinteesi ja insuliini sekretsiooni (B) (Fonseca jt, 2012).

1.3. Gliikoosi reguleeritud valgud (Grp78 ja Grp94)

Gliikoosi reguleeritud valgud (Grp e glucose regulated protein) on ER-i luumenis paiknevad
Ca®*-seostuvad chaperonid, mis annavad rakule kaitsemehhanismi, et tulla toime ER stressiga,
kui rakku on kogunenud valesti pakitud v3i pakkimata jadanud valke (Lee, 2001). Grp geenid
on pidevalt ekspresseeritud, kuid nende promootorite aktiivsust saab suurendada rakukultuuris

madala gliikkoosi voi hapniku kontsentratsiooniga ja ER stressi indutseerivate farmakonidega

(Lee, 1992).

Grp valke ekspresseeritakse koikides rakkudes ja nende transkriptsiooni indutseeritakse
vastuseks erinevatele ER normaalset funktsiooni segavatele faktoritele. Nendeks stressi
tekitavateks faktoriteks on niiteks kaltsiumi vdhenemine ER-i luumenis, asparagiini N-
seoselise gliikosiilatsiooni inhibitsioon, disulfiidsildade vdhenemine, mutantsete valkude voi
valkude subiihikute siintees, vdga intensiivne valgusiintees. Valkude kuhjumisest annab
méarku pakkimata valkude vastus (UPR), mis selektiivselt kdivitab Grp-sid kodeerivate
geenide transkriptsiooni. ER stressi korvaldamisel modifitseeritakse Grp-d post-

transkriptsiooniliselt inaktiivsesse vormi (Kozutsumi jt, 1988).

Uurituimad Grp-d on Grp78 ja Grp94. Grp78 (kutsutakse ka nimedega HSPAs ja BiP) on 78

kDa suurune HSP70 perekonda kuuluv valk, mis blokeerib ER-stressi signaale, séilitab ER
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funktsiooni, tagades valkude voltumise, reguleerib kaltsiumi homoostaasi ja kaitseb rakke
valesti voltunud valkude toksilisuse eest (Kaufman, 1999; Lee 2005). Grp78 koosneb kolmest
doméénist: ATPaasi domiin, peptiidiga seonduv domédin ja C-terminaalne domédin (King jt,
2001). Grp78 promootoril on tugev aktiivsus diferentseerunud ja mitte diferentseerunud
kudedes, mis teeb sellest hea promootori viiruslike promootorite asemel geeniteraapias (Little
jt, 1994). Koik Grp promootorid koosnevad mitmetest kdrgelt konserveerunud ERSE
koopiatest (CCAAT(Ng)CCACG) (vt joonis 2). ER stressi korral seondub ATF6 ERSE
jarjestusega, mille abil saab toimuda Grp-de transkriptsiooniline induktsioon (Yoshida jt,
1998). On leitud, et Grp78-1 esineb suur tdhtsus embriionaalses arengus. Grp78 knockout
hiirte embriiotes on rakkude jagunemine aeglustunud ja paljud sisemise rakkude massi rakud

lahevad apoptoosi, embriiod surevad 3,5 pdeva vanuselt (Luo jt, 2006).

ERSE-2 ERSE-2 ERSE-2 ERSE-1

g )

GRPY%: =

T

LLFTA &

=24 -216 188 377 155 -137 -80 -12
- B ~ —~

ERSE-3 ERSE-2 ERSE-1
GRP78: s

57 -8 359 27 -22
Ll L

Joonis 2: Inimese ER-i chaperonide GRP94 ja GRP78 promootorite vordlus. Alumised numbrid néitavad
kaugust transkriptsiooni alguspunktist (TSS). Tumedad kastid nditavad ER chaperonide vahel homoloogseid
ERSE jirjestusi, viirutatud kastid nditavad mitte téielikult homoloogseid ERSE jirjestusi. GRP94-l on neli
ERSE-t, millest kaks on homoloogsed, GRP78-I on kolm ERSE-t, millest iiks on homoloogne (Marzec jt, 2012).

ER stressi korral seondub Grp78 valesti pakitud valkudega ning kaitseb neid agregaatide
moodustamise ja edasi pakkimise eest. See protsess vabastab Grp78 kiiljest ATF6, mis
paljastab Golgi lokalisatsiooni signaali (GLS). Seejirel transporditakse ATF6 Golgi
kompleksi, kus see muudetakse aktiivsesse vormi. ATF6 aktiivne vorm saab chaperonide
promootori ERSE jérjestusele seondudes indutseerida ER chaperonide (k.a. Grp78)
ekspressiooni, mis omakorda aitab toime tulla ER stressiga. ATF6 reguleerib enamikke ER
stressi  sihtmérk-geene. ER stressi moodumisel muutub ATF6 Grp78-ga seondumisel

inaktiivsesse vormi ja ER chaperonide transkriptsioon viheneb (Shen jt, 2002).

Grp94 on HSP90 sarnane 94 kDa suurune valk ER-i luumenis, mis stabiliseerib
sekreteeritavaid ja membraanivalke. Selle funktsioonid on sarnased Grp78 omadega: ER
stressi vastuse regulatsioon ning kaltsiumi ja pakitavate valkude sidumine (Lee 1981; Koch jt,

1986; Srivastava 1993). Grp94 osaleb sekreteeritud ja plasmamembraani valkude trafficking-s
11



selektiivselt, kuigi on ekspresseeritud praktiliselt igas rakus ning on iiks suurima
kontsentratsiooniga ER komponente (Lee, 2001). Grp94 substraatideks on valgud, millel

esineb disulfiidsidemeid vo0i asparagiini seoselist gliikosiileerimist (Marzec jt, 2012).

Grp94 puudulikud rakud suudavad kasvada normaalselt, kuigi aeglasemalt ja on endiselt
voimelised diferentseerumiseks (Randow ja Seed, 2001; Ostrovsky jt, 2009; Wanderling jt,
2007). Hiire areng peatub ilma Grp94-ta embriionaalse arengu seitsmendal péeval, enne

gastrulatsiooni ja mesodermaalse koe moodustumist (Wanderling jt, 2007).

Uks ER-i funktsioone on kaltsiumi hoiustamine. Ca?* siilitatakse seal mitmete valkudega
seondumisel, k.a. Grp94-ga. Grp94 on madala afiinsuse ja suure mahutavusega kaltsiumit
siduv valk, millel on arvatud olevat 15 kaltsiumi seondumise saiti, millest 4 on keskmise
afiinsusega ja 11 madala afiinsusega. Ca®* reguleerib Grp94 aktiivsust (Van jt, 1989). Lisaks
hoiustamisele peab Grp94 reguleerima vabade kaltsiumiioonide kdikumist, kuna valkudega
seotud Ca’* vabastatakse vastavalt raku fiisioloogilistele ndudmistele ja kaltsiumiioonid
liiguvad modda ER kanaleid tsiitosooli. Grp94 saab energiat ATP seondumisest ja

hiidroliitisist, mida vajatakse chaperoni aktiivsuseks (Marzec jt, 2012; Ostrovsky jt, 2009).

Fiisioloogilistes tingimustes on gliikoosi madala kontsentratsiooni korral Grp94 ekspressioon
alla surutud (Spindler jt, 1990). Rakukultuuris on niidatud, et kui algselt hoida gliikoosi
kontsentratsioon piisivalt stabiilne, on Grp94 kontsentratsioon vdga madalal tasemel. TOstes
rakud aga gliikoosita so6tmele, hakkab Grp94 kiirelt akumuleeruma (Shiu jt, 1977; Lee jt,
1983).

Vorreldes tsiitoplasmas paikneva HSP90-ga, ei ole Grp94 indutseeritav kdrge temperatuuri
vOi teiste tsiitosooli stressidega (Subjeck ja Shyy. 1986). Grp94 promootori kiivitavad UPR-i
transkriptsioonifaktorid, nditeks ATF6 ja XBP-1. Transkriptsioonifaktorid peavad promootori
aktiveerimiseks olema aktiivses vormis (Lee jt, 2003). Nagu kdikide ER chaperonide
promootorites, esineb ka Grp94 promootoris ERSE jérjestusi, mis vahendavad ER stressi
vastust. Inimese Grp94 promootor sisaldab nelja ERSE koopiat (Marzec jt, 2012; vt joonis 2).

Grp94 indutseerimine UPR-i kiigus on vajalik teiste UPR-ga seotud valkude odigeks
kokkupakkimiseks. ER stressi vastuse kéigus aktiveeritakse insuliinisarnaste kasvufaktorite
IGF-1 ja IGF-Il transkriptsioon. IGF-I ja IGF-Il signalisatsioon on vajalik erinevate
metaboolsete stresside talumiseks. Grp94 aitab nende hormoonide digele voltumisele kaasa
ning suurendab selle kaudu rakkude voimekust ER stressiga toime tulla (Ostrovsky jt, 2009;

Novosyadlyy jt, 2008).
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Uks Grp94 seondumispartnereid on Wfs1 (Kakiuchi jt, 2009; Fonseca jt, 2012). On ndidatud,
et meeleolu stabilisaator valproaat reguleerib Wfsl ja Grp94 suhet neuronites, aktiveerides
Wifsl promootorit ja indutseerides Wfsl mRNA siinteesi. Normaaltingimustel moodustab
Wisl Grp94-ga kompleksi, valproaat suurendab kompleksi lagunemist (Kakiuchi jt, 2009).

1.4. NMDA retseptor, selle seos Wfsl-ga interakteeruvate valkude ja ER stressiga

Glutamaat on pohiline erutav neurotransmitter keskndrvisiisteemis, avaldades neuronitele
mdju kahte tiilipi retseptorite kaudu. Ioonkanalit moodustavad e ionotroopsed glutamaadi
retseptorid jagunevad NMDA, AMPA ja kainaadi retseptoriteks. Need retseptorid on
nimetatud neid aktiveerivate agonistide jirgi: NMDA (N-metiiiil-D-aspartaat), AMPA (a-
amino-3-hiidrokstiiil-5-metiiiil-4-isoksasool-propionaat) ja kainaat. lonotroopsed glutamaadi
retseptorid voimaldavad ldbipddsu naatriumi- ja kaaliumiioonidele ning osadel juhtudel ka
Ca®* viikestele kogustele. Retseptorid on moodustunud valkude subiihikutest ja

produtseerivad alati eksitatoorset postsiinaptilist vastust (Neuroscience 4th ed., Ik 129-130).

Lisaks ionotroopsetele, on ka kirjeldatud kolme tiilipi metabotroopseid glutamaadi
retseptoreid (mGIluR). Need retseptorid moduleerivad postsiinaptilisi ioonkanaleid kaudselt,
olles ioonkanalitega lihenduses G-valkude vahendusel toimuva signaalililekande kaudu.
Erinevalt ionotroopsetest, pdohjustavad metabotroopsed glutamaadi retseptorid aeglasemat

postsiinaptilist vastust, mis vOib tdsta vOi vdhendada postsiinaptiliste rakkude erutust

(Neuroscience 4th ed., Ik 131-133).

N-metiiiil-D-aspartaadi (NMDA) retseptorid on glutamaadi-vahendatud ioonkanalid, mis on
tédhtsal kohal siinaptiliste funktsioonide regulatsioonis kesknédrvisiisteemis (Lau ja Zukin,
2007). NMDA retseptorite kaudu toimuv kaltsiumoioonide sissevool narvirakkudesse on
vajalik nérvisiisteemis toimuvateks fiisioloogilisteks protsessideks. NMDA retseptorid
koosnevad NRj, NR; ja NR3 subiihikutest, mis, paiknedes plasmamembraanis, moodustavad
kanaleid (Zhuo, 2009).

NMDA retseptor laseb libi Na*, K* ja Ca**. Glutamaadi kinnitumisel retseptorile aktiveerub
kanal ning ioonid péddsevad ldbi. NMDA retseptori aktivatsioon sdltub lisaks glutamaadi
sidumisele ka koagonistist gliitsiinist ning depolarisatsioonist. NMDA retseptori

aktiveerumisel on gliitsiin seondunud NR; subiihikuga ning glutamaat NR, subiihikuga
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(Clements ja Westbrook. 1991). Rakumembraani polariseerunud olekus on NMDA retseptori
kanali poor blokeeritud magneesiumi iooniga, mis ei lase teistel ioonidel vabalt kanalit ldbida.

Kui toimub rakumembraani depolarisatsioon, viljub Mg®* NMDA retseptorist. Pirast Mg®*-i

viljumist saavad Na*, K* ja Ca?* 1libi NMDA retseptori liikuda (Lau ja Zukin, 2007).

NMDA retseptorid on hipokampuse CAIl piirkonna piliramidaalrakkudes véga olulised
méilufunktsioonide tiitmiseks (Nakazawa jt, 2004). Hipokampuse CA1 piirkonnas on ka viga
intensiivne Wfs1 ekspressioon (Luuk jt, 2008; Kawano jt, 2009). Tugevalt suurenenud Ca?*
kontsentratsiooni korral vdivad kiivituda ER stressi signaalrajad, mille negatiivseks
regulaatoriks on Wfsl. Teisalt on nididatud Wfsl otsest rolli tsiitoplasmaatilise Ca®*
kontsentratsiooni vdhendamisel (Takei jt, 2006). Sellest tulenevalt on voimalik, et Wfsl

ekspressiooni tase v3ib sdltuda NMDA retseptori kaudu sisenevast Ca®*-st.

NMDA retseptori aktivatsioon hipokampuse CA1l piirkonnas tdstab kaltsium-kalmoduliin
sOltuva adeniilaadi tsiiklaasi aktiveerimise teel cAMP taset (Chetkovich ja Sweatt, 1993).
CAMP on rakusisene signaalmolekul, mida toodab ATP-st ensiiim adeniilaadi tsiiklaas.
Hipokampuse CAL piirkonnas ekspresseerub kaks kaltsium-kalmoduliin-soltuvat adeniilaadi
tsiikklaasi isovormi: ACI1 ja AC8 (Nicol jt, 2005). ACI1 on aktiivne viiksemate kaltsiumi
kontsentratsioonide juures, AC8 aktiveerimiseks on vaja suurt Ca®* taseme tdusu (Willoughby
ja Cooper, 2007). Siinapsites interakteerub ACS8 ankurvalk AKAP79/150-ga, millega
seondumine mdjutab negatiivselt AC8 aktiivsust (Willoughby jt, 2010). AKAP79/150-ga
seondub ka proteiinkinaas A (PKA), mis on cAMP efektormolekul. PKA siinapsis
paiknemine soltub NMDA retseptori aktivatsioonist: NMDA retseptori aktivatsiooni jargselt
transporditakse piisivalt AKAP79/150 koos PKA-ga siinapsist eemale (Smith jt, 2006).

AKAP79/150-PKA kompleksi siinapsist eemale transportimine voib toctada piisivat AMPA
retseptori GluR1 subiihiku fosforiilatsiooni langust. GluR1 PKA-st soltuv fosforiilatsioon on
vajalik selle lokaliseerumiseks raku pinnale, defosforiileerimine pdhjustab AMPA retseptori
endotsiitoosi ja seega siinapsi erutuvuse vihenemist e pikaajalist siinaptilise signaaliiilekande
parssimist (long term depression e LTD) (Ehler, 2000; Snyder jt, 2005; Smith jt, 2006).
Vastupidine protsess, siinapsi pikaajaline erutuvus (long term potentiation ¢ LTP), soltub
samuti NMDA retseptori aktivatsioonist ning kaasab muutuseid AMPA retseptorite
aktiivsuses ja postsiinaptilises lokalisatsioonis, mida osaliselt kontrollib GluR1 subiihiku
fosforiilatsioon (Malenka ja Bear, 2004). Hipokampuse siinapsite NMDA retseptoritest
soltuvad LTP ja LTD aitavad kaasa méluprotsessidele ja dppimisele (Malenka ja Bear, 2004).
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2. Eksperimentaalosa

2.1. Too eesmérgid
Selle bakalaureusetdd eesmarkideks on:

Hinnata hipokampuse 10igukultuuri sobivust geeniekspressiooni mdjutavate tegurite
uurimiseks in situ hiibridisatsiooni meetodiga.

Selgitada vilja, kas sO00tme gliikoosisisaldus mdjutab Wfsl ekspressiooni areneva
hipokampuse 16ikudes.

Selgitada vilja, kas NMDA retseptori inhibeerimine mdjutab Wfsl ekspressiooni ja kas see
moju soltub gliikkoosi kontsentratsioonist.

Selgitada vilja, milline moju on gliikoosisisaldusel Wfsl-ga interakteeruva Grp94
ekspressioonile areneva hipokampuse 16ikudel.

Selgitada vilja, kas NMDA retseptori inhibeerimine mojutab Grp94 ekspressiooni.

2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. Toos kasutatud hiireliin

Katsete ldbiviimiseks kasutasime wt C57BI/6 hiiri, keda peeti standardsetes laboritingimustes

12-tunnise 66-péeva tsiikli ja vabalt kittesaadava toiduga.

2.2.2. Proovi siintees

RNA antisense ja sense proovide siinteesiks lineariseerisime hiire Wfsl cDNA segmenti
sisaldava pGEM7 plasmiidi ja viisime ldbi in vitro transkriptsiooni vastavalt etteantud
protokollile (Fermentas). Antisense proovi siinteesiks loikasime plasmiidi HindIII-ga
(Fermentas) ja proovi siinteesisime T7 RNA poliimeraasiga (Fermentas), Sense proovi
stinteesiks 1d0ikasime plasmiidi BamHI-ga (Fermentas) ja proovi silinteesisime Sp6 RNA

poliimeraasiga (Fermentas).
2.2.3. Organotiiiipiliste hipokampuse ldikude kasvatamine

Vastsiindinud Wt C57BI/6 hiirepoegadelt dissekteerisime hipokampused jadkiilmas ACSF
lahuses (Artificial Cerebrospinal Fluid; 124 mM NaCl; 26 mM NaHCO3; 5 mM KCI; 2 mM

MgSOg; 2mM CaCly; 1,25 mM NaH,POg; 10 mM gliikkoos) ning 1dikasime tissue chopper iga
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(McllWain; Campden Instruments, Leicester, UK) 400 pum koronaalldikudeks. Loike
kultiveerisime Millicell-CM koekultuuri insertidel (Millipore, Bedford, MA) 0,4 ml s66tme
peal kuue-well’istel sd6tmeplaatidel 37 °C ja 5% CO, juures. Kasutasime nelja erinevat
so0det, mis baseerusid Stoppini s66tmel (50% MEM Earle’ sooladega (Gibco), 25% HBSS
ilma CaCl, ja MgCl,-ta (Gibco), 25% temperatuuriga inaktiveeritud hobuse seerum (Gibco),
10mM pH 7,34 HEPES puhver (AppliChem), 1X GlutaMaxI (Gibco), 36 mM gliikoos
(Roche)). V4 16ike kasvatasime modifitseerimata Stoppini s66tmel, V4 16ike kasvatasime poole
viiksema gliikoosisisaldusega s66tmel, Y4 10ike kasvatasime so6tmel, mis sisaldas 200 uM
NMDA retseptori konkurentset inhibiitorit D,L-APV-d (D,L-2-Amino-5-phosphonovalerate;
Sigma) ja Y4 15ike kasvatasime poole vdiksema gliikoosisisalduse ja 200 uM D,L-APV-ga
sootmel. Koik sdotmed sisaldasid antibiootikumisegu 100 U/ml penitsilliini, 100 pg/ml

streptomiitsiini (PAA). S66det vahetasime mdne paeva tagant.

2.2.4. Whole-mount RNA in situ hiibridisatsioon Kkultuuris kasvanud hipokampuse
1oikudele

2.2.4.1. Fikseerimine

Kaheksa 00pdeva kultuuris kasvatatud hipokampuse 1digud fikseerisime neile jadkiilma

metanooli tilgutades ja seejarel tdstsime membraanid kiilma 4% PFA-ga PBS-i.

2.2.4.2. Eeltootlus

Enne eecltodtluse algust ja iga etapi jarel (vdlja arvatud proteinaas K tO6tlus) pesime
hipokampuse 16ike kaks korda 0,1% Tween-20 sisaldava PBS-ga (PBT-ga). Kdigepealt
dehiidreerisime 106igud metanooliga (25%, 50%, 75%, 2X 100% metanooliga PBT-s, 5 minutit
igas lahjenduses) ning rehiidreerisime vastupidises jirjekorras. Seejirel permeabiliseerisime
neid 10 pg/ml proteinaas K-d sisaldavas PBT-s. Hipokampusi to6tlesime proteinaas K-ga 5
minutit. Permeabiliseeritud 16igud ja hipokampused tdstsime varskelt valmistatud 2 mg/ml
gliitsiini sisaldavasse PBT-sse, et blokeerida proteinaas K aktiivsus. Jargnevalt refikseerisime
16igud 4% PFA ja 0,2% glutaaraldehiiiidiga PBT-s 20 minutit ning séilitasime kuni jargnevate
protseduurideni eelhiibridisatsioonisegus (50% formamiid, 5X SSC pH 5) -20 C juures.
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2.2.4.3. Hiibridisatsioon

Hipokampuse 10ike eeclhiibridiseerisime 70 °C juures loksutil poolteist tundi
eelhiibridisatsioonisegus, mille koostis oli jargnev: 50% formamiid, 5X SSC pH 5, 1% SDS,
2% BR (Blocking Reagent, Roche). Hiibridisatsioon toimus iile66 70 °C juures loksutil,
hiibridisatsioonisegu koostis oli sama, mis eelhiibridisatsioonil, kuid BR sisaldus oli 1% ning
segule oli lisatud 1 pg/ml eelnevalt 5 min 80 °C juures kuumutatud ja jail jahutatud

digokstigeniiniga margistatud RNA proovi.

2.2.4.4. Hiibridisatsioonijirgsed pesud

Jargmisel paeval toimus 70 °C juures loksutil pesu 50% formamiidi, 5X SSC pH 5, 1% SDS
lahusega 2X 30 minutit, sellele jargnes 2X 30 minutit pesu 65 °C juures 50% formamiidi, 2X
SSC pH 5 lahusega. Seejirel loputasime hipokampuse 16igud toatemperatuuril kolm korda 1X
TBST-ga.

2.2.5. Immunohistokeemia ja hiibridisatsioonijargsed pesud

Jargnevalt blokeerisime 10ike tund aega toatemperatuuril 2% BR-ga 1X TBST-s ning
inkubeerisime seejarel iile66 +4 °C juures aluselise fosfataasiga konjugeeritud anti-DIG
antikehaga (Roche) lahjendatuna 1:2000 1% BR-ga 1X TBST-s.

2.2.6. Varvusreaktsioon

Ldike pesime 3X 10 minutit NTMT-s. Varvusreaktsiooni esilekutsumiseks lisasime aluselise
fosfataasi substraati (Roche BM purple AP substrate). Wfsl RNA prooviga hiibridiseeritud

16ikudel lasime vérvuda 2 tundi, Grp94 RNA prooviga hiibridiseeritutel 1 tunni.

2.2.7. Mikroskoopia

Hipokampuse 16ikude kultuurid pildistasime Leica M165 FC mikroskoobiga.
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2.2.8. Analiiiis

Hipokampuse 16ikudelt mootsime ekspressiooni tugevust programmiga ImageJ ning seejarel
tulemuste analiiiisiks kasutasime STATISTICA programmi kahefaktorilist ANOVA testi,
millega vaatasime so6tmes viahendatud gliikoositaseme ja NMDA retseptori inhibiitori (APV)
moju Grp94 ja Wfsl ekspressioonile.

2.3. Tulemused

Kuna eelnevate autorite poolt on ndidatud (Lee jt, 1981; Shiu jt, 1977; Spindler jt, 1990), et
glitkoosi tase voib soltuvalt eksperimendi iilesehitusest Grp94 ekspressiooni kas suurendada
vOi1 vdhendada, tahtsime kontrollida, kuidas meie silisteemis so0tme gliikoosi taseme
alandamine Grp94 ekspressiooni mojutab. Lisaks vaatasime, kas NMDA retseptori
inhibeerimine modjutab Grp94 ekspressiooni voi sodtme glilkkoosi taseme moju sellele.
Gliikoosi kontsentratsiooni vdhendamine so6tmes tdstis Grp94 ekspressiooni taset (F,
155=120,35; p<0,001). Grp94 ekspressiooni tase ei sdltunud NMDA retseptori inhibiitori APV
lisamisest so6tmele. Kui vahendada gliikoosi kontsentratsiooni ning lisada s66tmele APV -d,
voimendas see vihendatud gliikoosi taseme moju, tostes Grp94 ekspressiooni taset veelgi (F,
15)=32,64; p<0,001) (graafik 1). Néidised eksperimendis kasutatud hipokampuse 16ikudest on
joonisel 3.
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GrpY94 ekspressiooni sdltuvus gliikkoosi tasemest ja APV-st
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Graafik 1: Grp94 ekspressiooni soltuvus gliikoosi tasemest ja NMDA retseptori inhibiitorist (APV). 36mM

on tavalise glitkoosi kontsentratsiooniga s66de ja 18mM on vihendatud glitkoosi kontsentratsiooniga s6dde.

+APV sootmele on lisatud inhibiitorit, -APV s66tmele ei ole lisatud inhibiitorit. Suurem y-telje numbriline

vadrtus néditab madalamat ekspressioonitaset. Analiitisiks on kasutatud ANOVA kahefaktorilist testi. Tulpadel on

niidatud standardviga.
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Joonis_3: Grp94 ekspressioon hiire (Mus musculus) hipokampuse ldikudel. In situ hibridisatsioon.
Hipokampuse 15igud on kasvatatud A - 36 mM gliikoosisisaldusega sddtmel, B - 18 mM gliikoosisisaldusega
sootmel , C — 36 mM gliikoosisisaldusega sootmel, millele on lisatud NMDA retseptori inhibiitorit (APV), D —
18 mM glitkoosisisaldusega sodtmel, millele on lisatud NMDA retseptori inhibiitorit (APV). PaS-
parasubiculum, CA1- hipokampuse Cornu ammonis 1 piirkond, CA3- hipokampuse Cornu ammonis 3 piirkond,

DG- hammaskéir. Moodtkava on 500 pm.
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Teise katsega tahtsime vaadata, kuidas mdjutab gliikkoosi kontsentratsiooni muutus ning
NMDA inhibiitori lisamine so6tmele Wfs1 ekspressiooni taset. Tulemuseks saime, et gliitkoosi
kontsentratsiooni vihendamine ei mojutanud Wfsl ekspressiooni taset. Wfsl ekspressiooni
taset ei mojutanud ka APV lisamine sod0tmele. Kui aga vidhendasime gliikoosi
kontsentratsiooni ning lisasime so6tmele NMDA retseptori inhibiitorit, vdhenes Wfsl
ekspressiooni tase, ning vastupidi, kui gliikoosi oli s66tmes rohkem, pdhjustas see Wfsl
ekspressiooni tugevnemise ( Fg, 51=4,981; p<0,05) (graafik 2). Niidised eksperimendis

kasutatud hipokampuse 1dikudest on joonisel 4.

Wrfs1 ekspressiooni séltuvus glikoosi tasemest ja APV-st
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Graafik 2: Wfsl ekspressiooni séltuvus gliikoosi tasemest ja NMIDA retseptori inhibiitorist (APV). 36mM
on tavalise gliikoosi kontsentratsiooniga s6ode ja 18mM on vdhendatud gliikoosi kontsentratsiooniga sddde.
+APV sootmele on lisatud inhibiitorit, -APV s66tmele ei ole lisatud inhibiitorit. Suurem y-telje numbriline
védrtus nditab madalamat ekspressioonitaset. Analiilisiks on kasutatud ANOVA kahefaktorilist testi. Tulpadel on

néidatud standardviga.
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Joonis_4: Wfsl ekspressioon hiire (Mus musculus) hipokampuse 1dikudel. In situ hiibridisatsioon.
Hipokampuse 16igud on kasvatatud A - 36 mM gliikoosisisaldusega so6tmel, B - 18 mM gliikoosisisaldusega
s6otmel, C — 36 mM gliikoosisisaldusega so6tmel, millele on lisatud NMDA retseptori inhibiitorit (APV), D —
18 mM gliikoosisisaldusega s66tmel, millele on lisatud NMDA retseptori inhibiitorit (APV). PaS-
parasubiculum, CA1- hipokampuse Cornu ammonis 1 piirkond, CA3- hipokampuse Cornu ammonis 3 piirkond,

DG- hammaskéir. Moodtkava on 500 pm.

2.4. Arutelu

Kéesoleva t60 eesmirk oli selgitada glilkoosi kontsentratsiooni ja NMDA retseptori kaudu

toimuva stinaptilise iilekande mdju Grp94 ja Wfsl ekspressioonile arenevas hipokampuses.

Kirjanduses on nédidatud, et Wfs1 moodustab B-rakkudes ja nérvirakkudes kompleksi Grp94-
ga (Kakiuchi jt, 2009; Fonseca jt, 2012). B-rakkudes ndrgendab gliikoosiga stimuleerimine
Grp94 ja Wfsl interaktsiooni, mille tottu toimub Wfsl translokatsioon ER-i membraanist
plasmamembraani (Fonseca jt, 2012). Kuna Wfsl rakusisene paiknemine soltub gliikoosi

tasemest, vois oletada, et ka Wfsl ekspressioon on gliikoosist sdltuv. Meie tulemused néitasid,
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et ainult gliikoosisisalduse vdhendamine so6tmes 36 mM-It 18 mM-le ei mdjuta Wfsl
ekspressiooni 8 pideva kultuuris kasvatatud PO hipokampuse 16ikudel. Et aga Wfsl
ekspressiooni tugevus varieerus katsegruppide siseselt suuresti, voiks teha lisakatseid veel

véiksemate gliikkoosi kontsentratsioonidega.

Kontrolliks vaatasime samades tingimustes ka Grp94 ekspressiooni, kuna erinevates
sisteemides on ndidatud, et Grp94 ekspressioon suureneb sootme gliikoosi taseme
viahendamisel (Shiu jt, 1977; Lee jt, 1983; Barnes jt, 1999). Meie katse tulemused olid
kooskdlas kirjanduse andmetega, Grp94 ekspressioon tousis, kui vdhendasime s0Otme
glitkoosisisaldust 36 mM-It 18 mM-le. Grp94 ckspressiooni tdusu pohjuseks vidhendatud
gliilkoositaseme korral voib olla N-seoselise gliikosiileerimise vdhenemine ja piisavalt
glilkostileerimata valkude kuhjumine ER-i (Kozutsumi jt, 1988). Kultiveeritud hiire
embriiotel on ndidatud, et juba viike gliikkoositaseme vidhendamine vdib mojutada Grp-de

taset (Barnes jt, 1999).

NMDA retseptorid on hipokampuse CA1l piirkonnas vidga tdhtsad malufunktsioonide
taitmiseks, lastes nirvirakkudesse Ca** (Nakazawa jt, 2004; Zhuo, 2009). NMDA retseptori
kaudu toimuv Ca®" sissevool vdib muuta nii siinapsi valkude paigutust kui viia
geeniekspressiooni muutusteni (Arundine ja Tymianski, 2004; Kleinschmidt jt, 1987;
Rabacchi jt, 1992). Kuigi kidesoleva t66 kiigus tehtud katsed ei ndidanud, et ainult NMDA
retseptori inhibeerimine oleks mdjutanud Wfsl voi Grp94 ekspressiooni, tuli mélema geeni
puhul oluliseks NMDA retseptori inhibeerimise koosmdju s66tme gliikkoosi kontsentratsiooni

vihendamisega.

NMDA retseptorite liigne aktivatsioon voib olla neuronitele letaalne. Intensiivne kaltsiumi
sissevool NMDA retseptoritest vdib raku kaltsiumitaseme regulatsiooni paigast liitia, mille
tagajdrjel aktiveeritakse erinevad signaalirajad, mis viivad raku surmani (Tymianski jt, 1993).
Kuna on ndidatud Wfs1 rolli nii tsiitoplasma kaltsiumi kontsentratsiooni vihendamisel (Takei
jt, 2006) kui ER stressi signaaliraja reguleerimisel (Fonseca jt, 2010), vdiks oletada, et
NMDA retseptori kaudu sisenev Kkaltsium vOib mdjutada Wfsl ekspressiooni vdi
lokalisatsiooni. Kuigi NMDA retseptori inhibeerimine ei pohjustanud meie katses erinevust
Wfsl ekspressioonis, tuleks katseid veel korrata, kuna oluline koosmdju sd6tme gliikkoosi
kontsentratsiooniga viitab sellele, et NMDA retseptori funktsioon ikkagi mdjutab Wfsl
ekspressiooni. Et paremini selgitada NMDA retseptori mdju Wfsl ekspressioonile, voiks
vaadata, kas NMDA retseptori aktiveerimine spetsiifilise agonistiga Wfsl ekspressiooni

mojutab.
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Sellele, et eksisteerib seos Wfsl ja rakkude kaltsiumitasakaalu vahel, viitavad kaudselt ka
kliinilised andmed. On nédidatud, et bipolaarsus on sagedane hdire Wfsl puudulikkusega
patsientidel (Kawamotoa jt, 2004). Bipolaarse hédirega psiihhiaatrilistel patsientidel on leitud,
et vererakkudes on Ca** tase normaalsest kdrgem (Dubovsky jt, 1989; Emamghoreishi jt,
1997). Meeleolu stabilisaatorid, mida kasutatakse bipolaarsuse raviks, nditeks valproaat ja
liitium, voivad reguleerida rakkude kaltsiumisisaldust. On ndidatud, et liitium blokeerib
kaltsiumi liigse sissepddsu NMDA retseptorite kaudu (Nonaka jt, 1998). Valproaadil on
otsene moju WFfsl ekspressioonile (Kakiuchi jt., 2009) ja voib-olla selle kaudu tsiitoplasma
kaltsiumisisaldusele.

ACS8, mis gliikkoosiga stimuleerides seondub pankrease p-rakkudes Wfsl-ga, paikneb
neuronites erutavates siinapsites ja on seotud ankurvalk AKAP79/150-ga (Fonseca jt, 2012;
Willoughby jt, 2010). Ankurvalguga seondub ka cAMP-i efektormolekul PKA, mille
paiknemine soltub NMDA retseptori aktivatsioonist, kuna NMDA retseptori aktivatsiooni
tagajdrjel transporditakse AKAP79/150-PKA kompleks silinapsist eemale (Smith jt, 2006).
Pole uuritud, kas Wfsl seondub AC8-ga ka neuronites, aga kui see nii on, vdib arvata, et
Wfs1 voib teatud tingimustel paikneda samas NMDA retseptorist soltuvas kompleksis. Wfs1
rakusisese lokalisatsiooni uurimine hipokampuse neuronites voib sellele kiisimusele valgust

heita.

NMDA retseptori inhibeerimine ei mdjutanud Grp94 ekspressiooni, kuid ka siin tuli oluliseks
koosmoju so6tme gliikoosisisaldusega: APV lisamine voOimendas gliikkoosi taseme
viahendamisest tingitud Grp94 ekspressiooni tdusu. On ndidatud, et parast hapniku ja gliikkoosi
sOO0tmest drajatmist tduseb neuronites Grp-de ekspressioon, millele jargneb 48 h pérast
ekspressiooni langus, mis on ilmselt tingitud piisivale ER stressile jargnevast suuremahulisest
neuronite havinemisest (Badiola jt, 2011). Kaspaas-12 on ER stressi korral indutseeritav,
apoptoosi vahendav kaspaas (Nakagawa ja Yuan 2000). On niidatud, et hapniku ja gliikoosi
drajaitmine poOhjustab neuronites kaspaas-12 Idikamise, mida reguleerib NMDA retseptor
(Chen jt, 2008; Badiola jt, 2011). Sellest tulenevalt v3iks jareldada, et ER stressi tingimustes
voib NMDA retseptori inhibeerimine omada antiapoptootilist efekti. Teisest kiiljest vdib
NMDA retseptori inhibeerimine ER-i kaltsiumitasakaalu paigast nihutada ning seega hoopis

aktiveerida UPR-i ja Grp-de transkriptsiooni.

Kokkuvdtteks voib delda, et hipokampuse 16igukultuuris in situ hiibridisatsiooni meetodiga
geeniekspressiooni uurimine on vdimalik, kuid katseprotokoll vajab veel optimeerimist, kuna

katsegruppide siseselt esines kohati pdris suur varieeruvus. Vdimalik, et suure varieeruvuse
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tottu ei Onnestunud olulisi mojusid tuvastada. Meie tulemused niitasid gliikkoosisisalduse
viahendamise ja APV lisamise koosmodju tdhtsust Wfsl ekspressioonile, kuid mitte nende
faktorite moju eraldi. Kuna praeguse valimiga ei Onnestunud vdhenenud gliikkoosisisalduse ega
APV moju Wfsl ekspressioonile leida, peaks edasi uurima tdpsemalt nende eraldi moju.
Esiteks voiks vahendada gliikoosi kontsentratsiooni so6tmes veel rohkem, teha nditeks katseid
gliikkoosi fiisioloogilistes tingimustes, kus aju jaoks gliikkoosi kontsentratsioon kdigub
vahemikus 0,82 - 2,4 mM (Silver ja Erecinska 1994; Abi-Saab jt, 2002). Teiseks voiks
vaadata ~ Wfsl  ekspressiooni  vanematel  hipokampustel, kus on  erinevad
ekspressioonipiirkonnad paremini tuvastatavad. Nendel 16ikudel saaks eraldi mdota WSl
ekspressiooni kindlas hipokampuse regioonis, kuna niiteks hipokampuse CA1 piirkonnas on
véaga tugev Wfsl ekspressioon (Luuk jt, 2008; Kawano jt, 2009). Kolmandaks voiks vaadata

kogu neuraalse aktiivsuse allasurumise mdju Wfsl ekspressioonile.
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Kokkuvote

Wolframi siindroom on haruldane neurodegeneratiivne autosomaalne retsessiivne haigus,
mille siimptomiteks on magediabeet (diabetes insipidus), insuliini-puudulik suhkurtobi
(insulin deficient diabetes mellitus), ndgemisnarvi atroofia (optic atrophy) ja kurtus (deafness)
(Swift jt, 1990). Wisl-1 on fiisioloogilisi funktsioone membraani trafficking-s, sekretsioonis,
valkude protsessingus, ER kaltsiumi homdostaasi ja ER stressi vastuse (UPR e unfolded
protein response) regulatsioonis (Yamaguchi jt, 2004; Yamada jt, 2006; Zatyka jt, 2008).
Gliikkoosiga stimuleerimine pdhjustab pankrease [B-rakkudes Wfsl translokatsiooni ER-i
membraanist plasmamembraani, kus kalmoduliini ja AC8-ga seondumine suurendab cAMP-i
tootmist (Fonseca jt, 2012).

NMDA retseptorite kaudu toimuv kaltsiumiioonide sissevool nérvirakkudesse on vajalik
nérvisiisteemis toimuvateks flisioloogilisteks protsessideks (Zhuo, 2009). NMDA retseptori
inhibeerimine  takistab Ca** sissevoolu rakkudesse ning on niidatud Wfsl rolli

tsiitoplasmaatilise Ca** kontsentratsiooni vihendamisel (Takei jt, 2006).

Gliikkoosi puudus kdivitab UPR-i, mille kdigus omakorda indutseeritakse transkriptsioon
glitkoosi reguleeritud valk 94 (Grp94) geenilt (Lee jt, 1983). Grp94 on vajalik teiste UPR-ga
seotud valkude digeks kokkupakkimiseks (Ostrovsky jt, 2009).

Kéesoleva bakalaureuseto6 eksperimentaalosas uurisime, kas ja kuidas soltub Wfsl ja Grp94
ekspressioon gliikoosisisaldusest ja NMDA retseptori kaudu toimuvast silinaptilisest
iilekandest vastsiindinud hiire (Mus musculus) kaheksa O0pédeva kultuuris kasvatatud

hipokampuse 16ikudel.

Kasvatasime hipokampuse 10ike standardsel ja vdhendatud gliikoosisisaldusega s66tmel, kus
olime vidhendanud gliikoosi kontsentratsiooni 36 mM-It 18 mM-le. S66tme gliikoosi
kontsentratsiooni vdhendamine ei mojutanud Wfsl ekspressiooni. Ka NMDA retseptori
inhibeerimine ei mojutanud Wfsl ekspressiooni, kiill aga esines kahe faktori koosmdju:
vihendatud gliikoositaseme korral pdhjustas APV lisamine Wfsl ekspressiooni vdhenemise,
korge gliikoosi kontsentratsiooni korral pdhjustas APV lisamine Wfsl ekspressiooni tdusu.
Kuna Wfsl ekspressiooni intensiivsus tugevalt varieerus, tuleks teha lisakatseid veel

madalamatel gliikoosi kontsentratsioonidel.

Gliikoosi kontsentratsiooni vihendamine tdstis Grp94 ekspressiooni, mis vdiks olla tingitud
ER stressi tagajérjel aktiveerunud UPR-st, mille korral aktiveeritakse Grp94 ekspressioon.

Gliikoosisisalduse vihendamisest soltuvat Grp94 ekspressiooni on ndidanud ka niiteks Shiu
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tooriihm kana embriiote fibroblastidel (1977), Lee toorithm hamstri fibroblastidel (1983) ja

Barnes’i to6rithm hiire siidames (1999).

NMDA retseptori inhibeerimine ei mdjutanud Grp94 ekspressiooni, kuid koosmdjus gliikkoosi
taseme viahendamisega tdstis see Grp94 ekspressiooni veelgi vorreldes ainult gliikoosi taseme
vihendamisega. PGhjus voib olla selles, et Ca®* vihenemine suurendab glikoosi
kontsentratsiooni vdhenemisest tingitud ER stressi, mille kdigus suureneb Grp94

ekspressioon.

Katsete kdigus selgus, et hipokampuse ldigukultuur on sobiv siisteem geeniekspressiooni
mojutavate tegurite uurimiseks in Situ hiibridisatsiooni meetodiga, kuna gliikkoosi
kontsentratsiooni taseme vahendamine mdjutas Grp94 ekspressiooni. Jarelikult voib geenide
avaldumise mddramisel neid tulemusi usaldada ning sama siisteemi voib kasutada ka edasiste

katsete kaigus.
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The dependence of Wfsl and Grp94 expression from the glucose level and
the inhibition of NMDA receptor in the hippocampus of a mouse (Mus

musculus)

Laura Truu
Summary

Wolfram syndrome (WS) is a rare autosomal recessive neurodegenerative disorder, also
known as DIDMOAD (diabetes insipidus, insulin-deficient diabetes mellitus, optic atrophy
and deafness). The disease is caused by mutations in the WFS1 gene, which encodes an
endoplasmic reticulum (ER) protein (WFS1). Wfs1 participates in the functions of membrane
trafficking, secretion, protein processing, ER calcium homeostasis and ER stress response
regulation. Disturbances in these processes can cause ER stress responses, which could lead to
apoptosis. This leads to pancreatic -cell loss and progression of type 2 diabetes. Wfsl is
essential for glucose-stimulated cyclic AMP production and regulation of insulin biosynthesis
and secretion. Stimulation with glucose leads to Wfs1 translocation from the ER to the plasma
membrane, where Wfs1 and adenylyl cyclase 8 (AC8) form a complex. AC8 is an essential
cAMP-generating enzyme in the p-cells, which is activated by Ca®*. Mutations in Wfs1 gene
cause reduced cAMP synthesis and insulin secretion. Wfs1 also forms a complex with an ER
chaperone, glucose-regulated protein 94 (Grp94) in the pancreatic B-cells and in neuronal
cells. Under basal conditions the complex has a strong interaction, which weakens when the
cells are stimulated with glucose. This stimulation allows Wfs1 to leave from the ER to the
plasma membrane, where it forms a complex with AC8 and calmodulin. In the presence of ER
stress; however, the complex stays attached, helping Wfs1 to function in relieving ER stress,
which leads to B-cell reduction. Whereas Wfsl functions are extensively studied in the
pancreatic f-cells, its role in neurons remains more elusive. Therefore when glucose

stimulation leads to Wfs1 translocation, it may have an influence on Wfs1 expression.

Grp%4 is a high capacity Ca®* binder, which regulates Grp94 activity. Ca®* influx is regulated
by NMDA (N-methyl-D-aspartate) receptor, which is an ionotropic glutamate receptor.
NMDA receptors have an important role in brain function in the pyramidal cells of the
hippocampal CA1 region. There is also a strong Wfsl expression in the hippocampal CAl
region. Strongly increased Ca** levels can activate the ER stress pathway, which is negatively

regulated by Wfsl. It has been shown that Wfsl lowers the cytoplasmic Ca?* levels.
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Therefore the Wfs1 expression may depend on the Ca®* influx, which enters the cell via the
NMDA receptor.

The aim of this study was to find out whether the expression of Wfs1 and Grp94 is dependent
on glucose levels and/or on NMDA receptor-mediated synaptic activity. We studied the
expression of Wfsl and Grp94 on mouse PO hippocampal slices cultured on two different
glucose concentrations (36 mM and 18 mM) in the presence or absence of NMDA receptor
inhibitor D,L-APV.

The results showed, that the lowered glucose levels made an impact only to Grp94
expression. Grp94 expression was increased, when glucose concentration was lowered..
Adding NMDA receptor inhibitor enhanced the effect of reducing glucose concentration, even
though the inhibitor by itself did not have an effect on Grp94 expression. Changing the
glucose level nor suppressing NMDA receptor activity changed Wfsl expression. When the
interaction was taken into account, inhibiting NMDA receptors lowered Wfsl expression
when glucose level was low, but increased Wfsl expression when glucose level was high.
However, as the Wfsl expression showed considerable heterogeneity between individual
hippocampal slices, further studies with bigger sample sizes are needed to investigate the
impact of glucose concentration and NMDA receptor-mediated neural activity on Wfsl

expression in the hippocampus.
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