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SISSEJUHATUS

Wolframi siindroom on autosomaalne retsessiivne haigus, mille pohjustajaks on mutatsioon
WFS1 geenis (Strom et al., 1998). WFS1 kodeerib 890 aminohappe suurust valku wolframiin
(Hofmann et al., 2003). Wolframi siindroom pdhjustab diabeeti, ndgemisnérvi atroofiat,
kurtust ja enamus Wolframi siindroomiga inimesi kannatab psiihhiaatriliste hdirete all (Swift
et al., 1990; Strom et al., 1998).

Wfsl-puudulikkusega hiired on viiksema kehakaaluga ja neil on suurenenud drevus
stressirohkes keskkonnas vorreldes metsiktiiiipi hiirtega (Luuk et al., 2009). Peale selle on
Wisl-defektsetel hiirtel langenud GABAA, retseptori ol ja a2 mRNA alaiihiku ekspressioon
oimusagaras ja prefrontaalses koores (Raud et al., 2009). Manustades Wfs1-puudulikkusega
hiirtele diasepaami, mis on GABAA, retseptori antagonist, vidhenes narilistel drevus tostetud
pluss-puuri  katses. Samuti on Wfsl-puudulikkusega hiirtel vidhenenud tundlikus
amfetamiinile voOrreldes metsiktiilipi pesakaaslastega, kuid neil on suurenenud tundlikus
apomorfiinile (Luuk et al., 2009).

Antud bakalaureusetoo eesmirkideks on uurida Wfsl-puudulikkusega hiirtel etanooli

toimemehhanisme, mis on seotud GABAA, retseptorite erinevate alatiiiipidega.

Kiesolev t60 teostati Tartu Ulikooli Bio- ja siirdemeditsiini instituudis fiisioloogia osakonnas.

Mairksonad: Wfsl, GABA-ergiline siisteem, GABAa retseptor, etanool, drevus



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Wfsl iseloomustamine

1.1.1 Wolframi siindroom

Wolframi siindroomi (MIM 2223000) esmakirjeldajateks olid Wolfram ja Wagener, kes
teatasid neljast haigusjuhtumist aastal 1938 (Wolfram ja Wagner, 1938). Wolframi siindroom,
akroniiimiga DIDMOAD (diabetes inspidius, diabetes mellitus, optic atrophy, deafness), on
autosomaalne retsessiivne haigus, mida iseloomustab varajane diabeet, magediabeet,
nidgemisndrvi atroofia ja erinevad neuroloogilised siimptomid, nagu kurtus, ataksia ja
perifeerne neuropaatia. Siindroom on kdige paremini kirjeldatav kui neurodegeneratiivne
hdire, mis on seotud kesknirvisiisteemiga, perifeersete nirvide ja neuroendokriinsete
kudedega (Strom et al., 1998).

Magediabeet avaldub keskmiselt 6-aastaselt. Mikrovaskulaarsed tiisistused esinevad harva
ning arenevad aeglasemalt I tiilipi diabeedi korral (Kinsley et al., 1995). Progressiivne
nidgemisndrvi atroofia avaldub keskmiselt 11. eluaastal. Keskmine eluiga Wolframi
stindroomi pddevatel inimestel on 30 aastat. Surma pdhjuseks on tsentraalne
hingamispuudulikkus ja sekundaarne neerupuudulikkuse infektsioon (Barrett ja Bundey,
1997).

60% Wolframi siindroomiga inimesi kannatab psiihhiaatriliste héirete all, enim esineb
depressiooni, psithhoosi, impulsiivsust ja agressiivsust (Swift et al., 1990). Heterosiigootsetel
WFS1 mutatsiooni kandjatel on tdendosus psiihhiaatriliste héirete tekkele 26 korda korgem
(Swift ja Swift, 2000). On ndidatud, et poliimorfismid WFS1 geenis muudavad inimesed
vastuvotlikumaks meeleoluhdiretele (Swift ja Swift, 2000; Koido et al., 2005; Swift ja Swift,
2005). Meeleoluhdireid on seostatud muutustega serotoniini, noradrenaliini ja
dopamiinergilises siisteemis (Matto et al., 2011; Visnapuu et al., 2013).

Wolframi siindroomi keskmine sagedus Inglismaal on 1/770 000 ja Pdhja-Ameerikas
margatavalt vdhem, 1/100 000 (Barrett et al., 1995; Kinsley et al., 1995).



1.1.2 Wfsl geen ja valk

WFS1 paikneb inimesel neljanda kromosoomi 16.ndas piirkonnas (4p16.1) ja koosneb
kaheksast eksonist (ekson 1 on mittekodeeriv). Enamik Wolframi siindroomi pohjustavaid
mutatsioone on leitud 8. eksonis (Hardy et al., 1999; Hansen et al., 2005; Cano et al., 2007).
WFS1 kodeerib 890 aminohappe suurust (100 kDa), endoplasmaatilise retiikulumi (ER)
gliikkoproteiini wolframiin (Cryns et al., 2003; Hofmann et al., 2003). Sekundaarstruktuuri
ennustuste jargi on wolframiinil kolm struktuurset domééni: hiidrofoobne tsentraalne doméén,
mis sisaldab 9-10 membraani toestavat segmenti, millega kiilgneb hiidrofiilne domdidn N-
terminaalses otsas ja hiidrofiilne karboksiiiilne saba (Hofmann et al., 2003).

Wisl1 ekspressiooni tase on eriti korge ajus, pankreases, siidames ja insuliini sekreteeritavates
B-rakkudes. Nii inimestel kui ka hiirtel pohjustab wolframiini puudulikkus pankrease [-
rakkude vidhenemist, mis on tingitud pB-rakkude suurenenud apoptoosist, kuna rakud ei tule
toime ER-stressiga (Karasik et al., 1989; Riggs et al., 2005; Yamada et al., 2006). Wfs1 on
seega oluline insuliini tootvate pankrease P-rakkude ellujddmiseks ja funktsioneerimiseks
(Luuk et al., 2009).

Ajus ekspresseeritakse Wfs1 valku suurtes kogustes ventraalses juttkehas, hipokampuse CA1
regioonis, laiendatud amiigdalas, haistekdbrukeses, piriform koore teises kihis ja vdhemal
maédral juttkeha tagumises osas (Owens et al., 2005; Luuk et al., 2009).

Wolframiini itheks funktsiooniks voib olla osalemine Ca** homéostaasi reguleerimisel (Takei
et al., 2006). Wfsl C-terminaalne domiin interakteerub Na'/K® ATPaasi Pl alaiihikuga
(Zatyka et al., 2008). Seetottu voib oletada, et wolframiin osaleb Na-pumba B1 alaiihiku
kiipsemisel.

WEFS1 translokeerub  gliikoosi toimel pankrease f-rakkude ER  membraanist
plasmamembraani ja interakteerub kaltsiumist soltuva adeniiliiiiltsiiklaas 8-ga (AC8) ja
kalmoduliiniga, mille tagajarjel suureneb cAMP produktsioon, mis reguleerib insuliini
tootmist ja sekretsiooni. Mutatsioonid WFS1 geenis, Wfs1 valgu puudumine voi ER stress
pohjustavad cAMP produktsiooni védhenemist ja selle tulemusena on hiiritud insuliini
vabastamine gliikoosi manustamisel. See mehhanism voib olla pdhjuseks II tiiiipi diabeedi

tekkel Wolframi siindroomi patsientidel (Fonseca et al., 2012).



1.1.3 Wrfsl-puudulikkusega hiired

Praeguseks on loodud kaks erinevat Wfs1-puudulikkusega hiirte liini (Ishihara et al., 2004;
Luuk et al., 2009).

Tartu Ulikooli Bio- ja siirdemeditsiini instituudis fiisioloogia osakonnas loodud hiirtel on
vdlja liilitatud 8. ekson. Nad on viiksema kehakaaluga kui metsiktiilipi hiired. Samuti on
Wfsl-puudulikkusega hiirtel vihenenud tundlikkus amfetamiinile ja suurenenud tundlikkus
apomorfiinile. Amfetamiini stimuleeriv toime on Wfsl-puudulikkusega hiirtel norgem, mis
ilmselt viitab madalamale presiinaptilise dopamiini vabastamisele mesolimbilises rajas.
Seevastu postsiinaptiline dopamiini retseptori agonist apomorfiin indutseerib korgemat
motoorset  aktivatsiooni  Wfsl-puudulikkusega hiirtel, mis peegeldab dopamiini
tilesregulatsiooni postsiinaptilises retseptoris mesolimbilises siisteemis. Samuti pdhjustab
sotsiaalne isolatsioon Wfsl-puudulikkusega hiirtel oluliselt suuremat drevust hele-tume puuri
testis vorreldes metsiktiiiip hiirtega (Luuk et al., 2009)

Wfs1-puudulikkusega hiired on tundlikumad paroksetiini ja imipramiini (antideprssessandid)
manustamisele vorreldes metsiktiilipi hiirtega. See voib tuleneda vahenenud 5-HT transporteri

(SERT) ekspressioonist Wfs1-puudulikkusega hiirtel (Visnapuu et al., 2013).

1.2 Arevus ja stress
1.2.1 Arevuse ja stressiga seotud rajad ajus

Suurenenud drevus hirmutavates situatsioonides on normaalne reaktsioon. Patoloogiliseks
drevuseks nimetatakse protsessi, kus inimene tunneb suurenenud hirmu kui reaalne oht
puudub. Kdrgenenud drevus pohjustab siidamekloppimist, lihaspinget, suureneb adrenaliini
tase (Pratt, 1992; Wood ja Toth, 2001). Arevuse neurokeemilistes protsessides osalevad
erinevad virgatsained, mis stimuleerivad vastavate ajupiirkondade tegevust. Ajupiirkondadest
osalevad drevuse regulatsioonis locus coeruleus ja raphe tuumad, kus toodetakse serotoniini
kui peamist meeleolu mediaatorit ajus (Sullivan et al., 1999). Keskne roll emotsionaalse
kditumise regulatsioonis on amiigdalal (mandelkeha), mis vdtab vastu sensoorset
informatsiooni ajukoorest ja taalamusest. Amiigdala, mis on seotud prefrontaalse koorega,
osaleb teadliku hirmu tajus. Amiigdala véljundid locus coeruleus’e, hiipotaalamuse,
subtstantia grisea centralis’e ja juttkehast vahendavad hirmu ja &revusega seotud

autonoomseid ja neuroendokriinseid vastuseid (File et al., 2000).
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Stress on negatiivne emotsionaalne seisund, millega kaasnevad biokeemilised, fiisioloogilised
ja kditumuslikud muutused, mis on vallandatud erinevate stressorite poolt (Baum, 1990).
Stressi tagajarjel touseb vererohk ja siidame 166gisagedus (Rozanski et al., 1999) ning
vabanevad stressinormoonid, seega krooniline stress ndrgendab immuunsiisteemi
(Schneiderman et al., 2005). Ajutiivi ja hiipotaalamus on peamisteks osalejateks
autonoomsetes ja neuroendokriinsetes vastustes stressoritele, méngides olulist rolli maélus,
drevuses ja otsustusvoimes. Need ajuosad on sihtmirkideks stressile ja stressihormoonidele
(McEwen, 2007). Teistest ajupiirkondadest osalevad veel amiigdala, hipokampus,
prefrontaalne koor, locus coeruleus ja raphe tuumad (Ulrich-Lai ja Herman, 2009).
Koritkosteroidhormoone toodetakse neerupealise koores (Joels, 2006) ja neid jagatakse kahte
rihma — gliikokortikoidid ja mineralokortikoidid. Gliikokortikoidide sekretsioon tduseb
vastuseks drevusele ja stressisituatsioonides (Sapolsky et al., 2000). Imetajatel gliikokortikoid
hormoon kortisool reguleerib mitmeid organismi funktsioone, taastades sellega homdostaasi
parast ajutisi hdireid, nagu nditeks stress, samas mineralokortikoid hormoon aldosterool
kontrollib vererdhku (Joels, 2006). Gliikkokortikoidid avaldavad oma mdju seostudes
glitkokortikoid retseptorile (GR) ja mineralokortikoidid seostuvad MR-le (Offermanns ja
Rosenthal, 2008).

1.2.2 'Wfsl seos édrevuse ja stressiga

Wfsl-puudulikkusega hiirtel on suurenenud &drevus stressirohkes keskkonnas vdrreldes
metsiktiitipi loomadega. Samuti on neil suurenenud stressi jargselt plasma kortikosterooni tase
(Luuk et al., 2009). Wfsl-puudulikkusega hiirtel on GABAA retseptorite alatihikute al
(Gabral) ja 02 (Gabra2) mRNA ekspressioon langenud oimusagaras ja prefrontaalses koores
vorreldes metsiktiitipi hiirtega (Raud et al., 2009). GABAA, retseptori antagonisti diasepaami
(1 mg/kg) manustamine Wfsl-puudulikkusega hiirtele vdhendab drevust tdstetud pluss-puuri
katses (Luuk et al., 2009).

Luuk et al. oletasid, et Wfsl-puudulikkusega hiirte kditumuslik aktiivsus védhenes osaliselt
Wfsl-ekspresseerivate neuronite madalama aktiivsuse tottu, mis ulatuvad vilja naalduvast
tuumast kuni keskaju dopamiinergiliste neuroniteni. Selle pohjal voib oletada, et Wfs1 valk

on ndrilistel oluline kditumuslike adaptsioonide vahendaja.



1.3 GABA-ergiline siisteem
1.3.1 GABA-ergilise siisteemi iildiseloomustus

y-aminovdihape (GABA) on peamine inhibitoorne virgatsaine ajus, mis siinteesitakse
pohiliselt glutamaadist glutamaadi dekarboksiilaasiga (GAD). GABA funktsioone
vahendatakse GABA seondumisel kas ionotroopsete retseptoritega GABAA ja GABAc, voi
metabotroopse retseptoriga GABAg (Watanabe et al., 2002; Olsen ja Sieghart, 2008).
GABA-ergiline siisteem on seotud fiisioloogiliste ja kditumuslike protsessidega ja mitmete
neuropsiihhiaatriliste haigustega (Olsen ja Sieghart, 2008). GABA-ergilisel siisteemil on
oluline roll aju arengus, osaledes narvikudede tekkes, proliferatsioonis, migratsioonis ja
diferentseerumises (Jelitai ja Madarasz, 2005). Samuti on GABA-ergilisel siisteemil oluline
roll drevuse regulatsioonil. GABAA retseptorite kaudu toimivad erinevad allosteerilised
ligandid nagu neurosteroidid, barbituraadid, etanool, bensodiasepiinid (joonis 1). Ravimid,
mida kasutatakse drevuse, epilepsia, unehiirete, alkoholi sdltuvuse ravimiseks, toimivad
GABAA retseptorite kaudu (Korpi et al., 2002).

loonkanalid, GABAA ja glutamaadi retseptorid on tundlikud etanoolile ning pdhjustavad
etanooli soltuvust (Crews et al., 1996). Etanooli manustamine mdjutab kaitumist sarnaselt
bensodiasepiini ja barbituraadiga (Majchrowicz, 1975; Whiting et al., 1995). Etanool
suurendab GABA-ergilist nérviiilekannet suurendades GABA presiinaptilist vabanemist ja
GABAA, retseptori defosforiileerimist, millega kaasneb tundlikkus GABA suhtes (Kumar et
al., 2009).

Bensodiasepiin

Etomidaat
Propofool
Enfluraan
Isofluraan

Barbituraadid

.....

\
...........

""" Neurosteroidid

Etanool

Joonis 1. GABA, retseptor ja selle seondumiskohad GABA, etanooli, bensodiasepiini, barbituraadi jaoks, jne
(Offermanns ja Rosenthal, 2008).



1.3.2 GABA retseptorid

GABAA retseptor on hetero-oligomeerne kompleks, mis koosneb viiest erinevast alaiihikute
perekonnast (a, B, v, 6, p, €, 0 ja m) (Sieghart, 1995; Grobin et al., 1998; Olsen ja Sieghart,
2008; Kilb, 2012). Alaithikud on ~450 aminohappejddgi pikkused ja neil on sarnane
topoloogiline iilesehitus. Pool alaiihikust koosneb hiidrofiilsest ekstratsellulaarsest N-
terminaalsest domaénist, mis sisaldab tsiisteiini lingi, sellele jargneb neli hiidrofoobset
transmembraanset jarjestust (TM1-TM4) (Hevers ja Luddens, 1998; Sigel ja Steinmann,
2012) ja viike ekstratsellulaarne C-terminus (Hevers ja Luddens, 1998). N-terminaalne ots
sisaldab endas GABA ja bensodiasepiini sidumissaiti ning TM3 ja TM4 vahel on rakusisene
fosfortiiilimissait (Hevers ja Luddens, 1998; Sigel ja Steinmann, 2012).

GABA seondumine GABA, retseptorile avab kloriidkanali, mille tulemusena CI ioonid
lilguvad rakku sisse (Hevers ja Luddens, 1998; Kumar et al., 2009). Kloriidioonide sissevool
hiiperpolariseerib membraani, mille tulemusel tekib neuronaalne inhibitsioon (Kumar et al.,
2009).

GABA, retseptori heterogeensus tuleneb alaiihikute paigutusest ning see méddrab dra
farmakoloogilised omadused (Olsen ja Sieghart, 2008). Suurem osa retseptorite alaiihikutest
on moodustatud kahest a, kahest 3 ja tihest y, 6 vdi ¢ alaithikust (Sieghart ja Sperk, 2002;
Olsen ja Sieghart, 2008).

al alatihik on kodige arvukam ning seda ekspresseeritakse peaaegu koikides ajupiirkondades,
néiteks ajukoores, hipokampuses ja taalamuses, o2-te hipokampuses, taalamuses, amiigdalas,
a3-e ajutiives, basaalse eesaju neuronites ja taalamuse retikulaarses tuumas (Nusser et al.,
1996; Okada et al., 2000; Klausberger et al., 2002; Offermanns ja Rosenthal, 2008; Kumar et
al., 2009).

al, 02 ja a3 on bensodiasepiine siduvad alaiihikud, sisaldades histidiini N-terminaalses
konserveerunud piirkonnas (Wieland et al., 1992; Rudolph et al., 1999; Offermanns ja
Rosenthal, 2008). a1 punktmutatsiooniga hiirtel, kellel asendati histidiin arginiiniga, véhenes
tundlikkus  diasepaami suhtes (Rudolph et al., 1999). Seega on ol alaiihik oluline
diasepaamiga seondumiseks.

Etanoolist tingitud lokomotoorsed muutused ja agressiivsus on vahendatud GABAa al
alatihiku kaudu (de Almeida et al., 2004; Kumar et al., 2009), samas a2 alaiihik vahendab
etanooli sedatiivset efekti (Kumar et al., 2009).

GABAg retseptor on G-valguga seotud heterodimeer, alaiihikutega GABAgR1 ja GABAgR2
(Kaupmann et al., 1998). GABAg; on seotud ER-iga (Couve et al., 1998) ning GABAg; on

retseptori komponent, mis seob endaga G-valku (Calver et al., 2001; Robbins et al., 2001).

10



GABA retseptorid koosnevad heteromeersetest alaiihikutest, mis asetsevad pentameerselt.
Igal alatihikul on ekstratsellulaarne doméin, mis seob endaga ligande ja transmembraanne
domaiin, mis koosneb neljast segmendist M1-M2, nagu ka GABAa (Harrison ja Lummis,
2006; Sigel ja Steinmann, 2012).
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2 EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 To66 eesmérgid

Kéesoleva t06 eesmérkideks on:

e vilja selgitada etanooli mdju GABA-ergilise slisteemi GABA retseptori al, a2 ja a3
alatihikute geenide ekspressiooni muutustele homosiigootsetel Wfs1-puudulikkusega
hiirtel ja metsiktiilipi loomadel peale etanooli manustamisest 30 minuti ja 60 minuti
jooksul

e uurida GABAA retseptori a3 alaiihiku ekspressiooni tostetud pluss-puuris kdinud

Wfsl-homosiigootsetel ja metsiktiitip hiirtel

2.2 Materjal ja metoodika
2.2.1 Katseloomad

Katseloomadeks olid Tartu Ulikooli Bio- ja siirdemeditsiini instituudis fiisioloogia osakonnas
loodud Wfsl-puudulikkusega homosiigootsed (Luuk et al., 2009) ja metsiktiitipi hiired.
Katseloomade paljundamine ja genotiipiseerimine viidi 1ibi Tartu Ulikooli fiisioloogia
osakonnas. Katseloomadeks olid F2 pdlvkond geneetilise taustaga (129S6/SvEvTac x
C57BL/6) x (129S6/SvEvTac x C57BL/6). Loomade vanus oli 2-3 kuud. Hiiri hoiti puurides
6-8 kaupa 20 °C juures 12-h/12-h valge/pime tsiiklis. Hiirtel oli vaba ligipdds toidule ja veele.
Kaitumiskatsed viidi 1dbi ajavahemikus 8.00 - 17.00. Katsed viidi 14bi Eesti Vabariigi

pollumajandusministeeriumi antud loa alusel (nr. 88, vélja antud 25.august 2011).

2.2.2 Etanooli manustamine

Wfsl-homosiigootsetele ja metsiktiiiipi hiirtele siistiti etanooli (2 g/kg) intraperitonaalselt 30

v0i1 60 minutit enne ajude eemaldamist.
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2.2.3 Aju prepareerimine

Katseloomad surmati tservikaalse dislokatsiooni teel ja eraldati aju. Peale seda prepareeriti aju
jaal, millest eemaldati oimusagar (sisaldab amiigdalat), hipokampus ja prefrontaalne koor.
Eraldatud ajustruktuurid kiilmutati vedelas lammastikus ja hoiti kuni edasiste analiiiisideni -80

°C juures.

2.2.4 RNA eraldamine, cDNA siintees

RNA eraldamiseks kasutati Trizoli (Invitrogen), cDNA siinteesimiseks kasutati oligod(T)18

praimereid ja Superscript poordtrankriptaas III (Invitrogen) vastavalt etteantud protokollidele.

2.2.5 Kvantitatiivne reaalaja-PCR

Kvantitatiivse reaalaja PCR-i teostamiseks kasutati ABI PRISM 7900HT Fast Real-Time
PCR Siisteemi (PE Applied Biosystems, USA) ja ABI PRISM 7900 SDS 2.2.2 tarkvara.
Praimerite jarjestused on toodud tabelis 1. Koduhoidja geeniks oli Hprtl, mis on eelnevalt
toestatud katsetes koige efektiivsemalt ja stabiilsemalt ekspresseeruv geen (Raud et al., 2009).
Kdik reaktsioonid teostati neljas korduses, et védhendada vdimalikke vigu. Koikide
reaktsioonide 16ppmahuks oli 10 pl, kasutades 50-100 ng cDNA-d. Kaikide gruppide geeni
ekspressioonid teostati paralleelselt. Ekspressiooni analiiiisimiseks kasutati 2-deltaCt meetodit
(Livak ja Schmittgen, 2001).

2.2.6 Statistika

Geeni ekspressiooni tulemused on analiilisitud kahesuunalise ANOVAga (genotiilip ja
tostetud pluss-puurile eksponeerimine v3i genotiilip ja etanooli manustamine). Post hoc
vordlused on teostatud kas Tukey HSD testiga voi Newman-Keuls testiga kasutades Statistica
10 (StatSoft, USA).
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Tabel 1. Kvantitatiivse reaal-aja PCR-i praimerid ja sondid.

Geeni siimbol Assay ID voi jarestus Geeni ID
Gabral Mm00439046_m1 NM_010250
Gabra2 Mm00433435_m1 NM_008066.3
Gabra3 Mm01294271 m1 NM_008067
Hprtl for 5’-GCAGTACAGCCCCAAAATGG-3’
Hprtl rev 5’- AACAAAGTCTGGCCTGTATCCAA-3’

NM_013556
Hprtl probe 5’-VIC-AAGCTTGCTGGTGAAAAGGACCTCTCG
(VIC_MGB) MGB-3’

Gabral — gamma-aminovdihape (GABA) A retseptor, alaiihik al; Gabra2 — gamma-aminovoihape (GABA) A

retseptor, alaiihik 02; Gabra3 — gamma-aminovdihape (GABA) A retseptor, alatihik a.3; Hprtl - hiipoksantiin-

guaniin fosforibosiiiiltransferaas 1 geen.
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2.3 Tulemused
2.3.1 Gabra alaiihikute ekspressioon oimusagaras

Oimusagaras oli statistiliselt oluline ainult Gabra2 ekspressiooni muutus etanooli
manustamisel (etanooli siistimine (F(2,39)=6.9, p<0.01), genotiilip (F(1,39)=0.2, p=0.64),
genotlilip % etanool (F(2,39)=0.96, p=0.39). Post hoc analiiiis Newman-Keulsiga kinnitas, et
60 minutit etanooli manustamist Wfsl-defitsiitsetel hiirtel tdstis oluliselt Gabra2
ekspressiooni vorreldes Wfs1-puudulikkusega hiirte kontrollgrupiga (joonis 2B).

Gabral ja Gabra3 ekspressioonis statistiliselt olulisi erinevusi gruppide vahel ei tuvastatud.
Gabral ekspressioon: genotiitip (F(1,39)=1.5, p=0.22), etanooli siistimine (F(2,39)=0.9,
p=0,41), genotiilip x etanool (F(2,39)=0.1, p=0.91). Gabra3 ekspressioon: genotiiiip
(F(1,39)=0.2, p=0.63), etanool (F(2,39)=1.8, p=0.18), genotiilip x etanooli siistimine
(F(2,39)=0.04, p=0.96). Poct hoc analiiiis Newman-Keulsiga kinnitas, et etanool ei mdjutanud
mairgatavalt Gabral ja Gabra3 geeniekspressiooni mistahes genotiiiibil vorreldes vastavate

kontrollgruppidega (joonis 2A,C).
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Joonis 2. Geeni ekspressiooni muutused Gabral (A), Gabra2 (B) ja Gabra3 (C) 30 minuti ja 60 minuti jooksul
peale etanool manustamist oimusagaras metsiktiitip (wt) ja Wfs1l- homosiigootsetel hiirtel (Wfs1-/-). Igas grupis
oli 6-8 looma.

*p<0.05 vorreldes sama genotiiiibi kontrollgrupiga.

15



2.3.2 Gabra alaiihikute ekspressioon prefrontaalses koores

Prefrontaalses koores oli Gabra2 mRNA ekspressioon méargatavalt muutunud peale etanooliga
manustamist (F(2,39)=4.9, p<0.01). Peale selle avastati interaktsioon genotiiiibi ja etanooli
manustamise vahel (F(2,39)=3.8, p<0.03). Post hoc Newman-Keuls testiga niitas, et 30
minuti grupi homostigootsetel Wfs1-puudulikkusega hiirtel oli Gabra2 mRNA ekspressioon
kdrgem vorreldes metsiktiitipi hiirtega (p<0.01) (joonis 3B). Gabra2 mRNA ekspressioon oli
samuti korgem 30 minuti grupi Wfsl-defektsetel homosiigootsetel hiirtel vorreldes
kontrollgrupi  hiirtega. Vorreldes etanooli 30 minuti ja 60 minuti gruppe selgus, et
homosiigootsetel Wfs1-puudulikkusega hiirtel, kellele manustati etanooli 60 minuti jooksul,
oli Gabra2 ekspressioon viahenenud sarnaselt kontrollgrupi hiirtega (joonis 3B).

Gabral ja Gabra3 ekspressioonis statistiliselt olulisi erinevusi gruppide vahel ei tuvastatud.
Gabral ekspressioon: genotiilip (F(1,39)=0.8, p=0.36), etanooli siistimine (F(2,39)=0.4,
p=0.62), genotiilip x etanooli siistimine (F(2,39)=0.3, p=0.68). Gabra3 ekspressioon:
genotiilip (F(1,39)=0.3, p=0.54), etanool (F(2,39)=1.6, p=0.20), genotiilip x etanooli siistimine
(F(2,39)=0.1, p=0.89) (joonis 3A,C).
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Joonis 3. Geeni ekspressiooni muutused Gabral (A), Gabra2 (B) ja Gabra3 (C) 30 minuti ja 60 minuti jooksul
peale etanool manustamist prefrontaalses koores metsiktiitip (wt) ja Wfs1 homosiigootsetel hiirtel (Wfs1-/-). Igas
grupis oli 6-8 looma.

*p<0.05, vorreldes sama genotiilibi kontrollgrupiga.

#p<0.05 vorreldes metsiktiilipi 30 minuti etanooli manustamisega.

&p<0.05 vorreldes sama genotiiiibi 30 minuti etanooli manustamisega.

2.3.3 Gabra alaiihikute ekspressioon hipokampuses

Hipokampuses ei olnud statistiliselt olulist erinevust genotiitipide vahel, samuti ei mdjutanud
etanooli manustamine 30 minuti vd1 60 minuti jooksul Gabral, Gabra2 ega Gabra3
ekspressiooni (joonis 6). Gabral ekspressioon: genotiilip (F(1,38)=0.005, p=0.944), etanooli
manustamine (F(2,38)=0.462, p=0.633), genotiiip x etanool (F(2,38)=2.589, p=0.088).
Gabra2 ekspressioon: genotiiiip (F(1,37)=0.003, p=0.986), etanooli manustamine
(F(2,37)=0.521, p=0.598), genotiilip x etanool (F(2,37)=0.8028, p=0.456). Gabra3
ekspressioon: genotiitip (F(1,40)=2.519, p=0.12), etanooli manustamine (F(2,40)=0.367,
p=0.695), genotiilip x etanool (F(2,40)=1.314, p=0.28).
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Joonis 4. Geeni ekspressiooni muutused Gabral (A), Gabra2 (B) ja Gabra3 (C) 30 minuti ja 60 minuti jooksul
peale etanool manustamist hipokampuses metsiktiitip (wt) ja Wfsl homosiigootsetel hiirtel (Wfsl1-/-). lgas
grupis oli 6-8 looma.

2.3.4 Gabra3 alaiihiku ekspressioon tostetud pluss-puuri katses

Tostetud pluss-puuri katse hiirtega oli varasemalt teostatud (Raud et al., 2009). Gabra3
ekspressiooni analiitisid viidi 14bi Post hoc Tukey HSD testi kasutades. Tostetud pluss-puuri
katses Gabra3 ekspressioon oimusagaras ei olnud oluliselt muutunud erinevate genotiitipide
vahel: genotiitip (F(1,25)=0.004, p=0.95), tdstetud pluss-puur (F(1,25)=2.5, p=0.13),
genotliiip x eksponeerimine (F(1,25)=0.60, p=0.44) (joonis 5A).

Prefrontaalses koores tdheldati olulist muutust Gabra3 mRNA ekspressioonis metsiktiiipi
loomadel tdstetud pluss-puuri katses vorreldes kontrollgrupiga (F(1,23)=8.6, p<0.01).
Genotiitipide vahel erinevusi ei tuvastatud (F(1,23)=0.0001, p=0.99), samuti ei olnud
interaktsiooni genotiiiibi ja eksponeerimise vahel (F(1,23)=1.2, p=0.29) (joonis 5B).
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Hipokampuses ei olnud Gabra3 ekspressioonis olulisi erinevusi genotiiiipide vahel tostetud

pluss-puuri katses (joonis 5C).
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Joonis 5. Gabra3 ekspressioon metsiktiitipi ja Wfs1-/- hiirtel naiivsetel ja pluss-puuris kédinud loomadel
oimusagaras (A), prefrontaalses koores (B) ja hipokampuses (C). lgas grupis oli 6-8 looma.
*p<0.05 vorreldes metsiktiitipi ja Wfs1-/- kontrollgrupi loomadega.

19



2.4 Arutelu

Antud bakalaureuset6o eesmarkideks oli vilja selgitada etanooli mdju GABA-ergilise
stisteemi GABAa retseptori al, a2 ja a3 alaiihikute geenide ekspressiooni muutustele
homosiigootsetel Wfsl-puudulikkusega hiirtel ja metsiktiitipi loomadel peale etanooli
manustamist 30 minuti ja 60 minuti jooksul. Samuti GABAAa retseptori o3 alaiihiku
ekspressiooni tdstetud pluss-puuris kdinud Wfs1-homosiigootsetel ja metsiktiilip hiirtel.
Kéesolevas t66s leidsime, et Wfs1-puudulikkusega hiirtel on GABA-ergilise siisteemi geenide
ekspressioon muutunud ajus regioonspetsiifiliselt etanooli manustamisel 30 ja 60 minuti
jooksul vorreldes metsiktiitipi hiirtega. Nimelt on tdusnud Gabra2 retseptori ekspressioon
oimusagaras 60 minutit peale etanooli manustamist Wfsl-puudulikkusega hiirtel vorreldes
sama genotiilipi naiivsete loomadega. Prefrontaalses koores seevastu tdstab 30 minuti etanooli
manustamine Gabra2 mRNA ekspressiooni taset Wfs1-puudulikkusega hiirtel vorreldes sama
grupi metsiktiitipi hiirtega. Tdstetud pluss-puuris kdinud loomadel (Raud et al., 2009) oli
GABA, retseptori o3 alaiithiku ekspressioon vdhenenud metsiktiiiipi hiirtel prefrontaalses
koores, samas Wfsl-puudlikkusega hiirtel muutust ei taheldatud.

Varasemalt teostatud katsed Wfsl-puudulikkusega hiirtega tdestavad, et nad on &revamad
vorreldes metsiktiilipi pesakaaslastega. Samas diasepaami manustamine vdhendab Wfsl-
puudulikkusega hiirtel drevust tostetud pluss-puuri katses (Luuk et al., 2009). GABA-ergiline
slisteem osaleb drevuse regulatsioonis ja GABAA retseptorite kaudu toimivad nii diasepaam
kui ka etanool (Whiting et al., 1995; Crews et al., 1996; Korpi et al., 2002; de Almeida et al.,
2004; Kumar et al., 2009). Varasemas Tartu Ulikooli Bio- ja siirdemeditsiini instituudis
fiisioloogia osakonnas tehtud t66s on ndidatud, et Wfsl-puudulikkusega hiirtel on vihenenud
Gabral ja Gabra2 ekspressioon nii oimusagaras kui prefrontaalses koores (Raud et al., 2009).
Etanool toimib GABA-ergilise siisteemi kaudu, seetdttu piitidsime kédesolevas toos vilja
selgitada, kas Wfsl-puudulikkusega hiirtele toimib etanool erinevalt vorreldes metsiktiiiip
loomadega.

GABA-ergilise siisteemi geenide ekspressiooni uurisime, kuna etanooli toime oli oluliselt
tugevam Wfsl-puudulikkusega hiirtel vorreldes metsiktiilipi hiirtega. Nimelt, tdstetud pluss-
puuri katses peale etanooli manustamist (2.0 g/kg) sisenesid Wfsl-puudulikkusega hiired
oluliselt rohkem avatud Glgadele kui metsiktiilipi hiired, samuti oli pikem avatud olgadel
viibimise aeg (avaldamata andmed). On nédidatud, et etanool suurendab GABA-ergilist
nérvililekannet suurendades GABA presiinaptilist vabanemist ja GABAa retseptori
desfosforiilatsiooni, millega kaasneb tundlikkus GABA suhtes (Kumar et al., 2009). Selleks,

et vilja selgitada kas etanooli toime erinevused genotiilipide vahel on seotud GABA-ergilise
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slisteemi muutustega aju erinevates struktuurides teostasime kvantitatiivse reaal-aja PCR-i
uurimaks Gabral, Gabra2 ja Gabra3 geenide ekspressiooni oimusagaras, prefrontaalses
koores ja hipokampuses. Voimalikke muutusi geenide ekspressioonis vaatasime Wfsl-
puudulikkusega hiirte ja metsiktiilip hiirte kontrollriithmal ja etanooli manustamisel 30 ja 60
minuti jooksul.

Tulemusteks saime, et ainult Gabra2 mRNA ekspressioon oli muutunud peale etanooli
manustamist Wfs1-puudulikkusega hiirtel. Nimelt oli oimusagaras oluliselt suurenenud
etanooli ststitud (60 minuti jooksul) Wfsl-puudulikkusega hiirtel Gabra2 ekspressioon
vorreldes sama genotiitipi kontrollgrupiga. Prefrontaalses koores tdusis Gabra2 mRNA
ekspressiooni tase homosiigootsetel Wfsl-puudulikkusega loomadel, kellele siistiti etanooli
30 minuti jooksul, vdrreldes kontrollgrupiga ja metsiktiitipi hiirtega, samas etanooli
manustamine 60 minuti jooksul vdhendas Gabra2 mRNA ekspressiooni. Kui Gabral on
seotud peamiselt etanoolist tingitud lokomotoorse aktiivsuse muutusega, siis Gabra2 on
seotud etanooli sedatiivse toimega (Kumar et al., 2009). On leitud, et poliimorfismid Gabra2
geenis vdivad suurendada alkoholismi riski (Soyka et al., 2008) ja muutused Gabra2
ekspressioonis mojutavad etanooli toimet (Hurley et al.,, 2009). Seega voib Wfsl-
puudulikkusega hiirtel etanooli tugevam efekt vorreldes metsiktiilip loomadega olla seotud
Gabra?2 taseme tdusuga prefrontaalkoores ja oimusagaras.

Hipokampuses ei olnud aga statistiliselt olulisi erinevusi Gabral, Gabra2 ja Gabra3
ekspressioonis ei genotiilipide vahel ega etanooli manustamisel. Kuna hipokampuses on Wfs1
ekspresseerunud vaid CA1 piirkonnas, siis ilmselt Wfs1 viljaliilitamne ei mojuta oluliselt
Gabra alatihikute ekspressiooni.

Tostetud pluss-puur kui iiks drevuse mudeleid pohjustas Gabra3 ekspressiooni muutust
prefrontaalses koores metsiktiitip loomadel vdrreldes kontrollgrupiga, samas Wfsl-
puudulikkusega hiirtel Gabra3 ekspressiooni muutust ei tdheldatud. See voib tuleneda Wsl-
puudulikkusega hiirte juba algselt suuremast drevusest.

Kokkuvotteks on Wfsl-puudulikkusega hiirtel etanooli manustamisel 30 voi 60 minuti
jooksul muutunud Gabra2 ekspressiooni tase prefrontaalkoores ja oimusagaras, samas
metsiktiilip hiirtel muutusi GABAA retseptori alatiilipides etanooli manustamisel ei esinenud.
Jarelikult esineb Wfsl-puudulikkusega hiirtel hédireid GABA-ergilises nérvililekandes nii,
nagu varasemates toodes on ndidatud hdireid serotonergilises (Visnapuu et al., 2013) ja
dopamiinergilises siisteemis (Visnapuu et al., 2013). Tédpne mehhanism, kuidas Wfs1 neid
virgatsainete siisteeme reguleerib on hetkel selgusetu, kuid toendoliselt voib see olla seotud

Ca®* modulatsiooniga rakus.
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KOKKUVOTE

Kéesolevas td0s uurisime etanooli mdju GABAA, retseptori alaiihikute geenide ekspressiooni
muutustele oimusagaras, hipokampuses ja prefrontaalses koores homosiigootsetel Wfsl-
puudulikkusega ja metsiktiitipi hiirtel. Samuti uurisime tostetud pluss-puuri mdju Gabara3
alatihiku ekspressioonile erinevate genotiilipide vahel.

Tulemusteks saime, et oimusagaras oli Gabra2 mRNA ekspressioon tousnud 60 minuti
jooksul peale etanooli manustamist homosiigootsetel Wfs1-defitsiitsetel loomadel vorreldes
sama grupi kontrollhiirtega. Frontaalkoores tdusis Gabra2 mRNA ekspressioon
homosiigootsetel Wfsl-hiirtel, kellele manustati etanooli 30 minutiks, vorreldes metsiktiiiipi
pesakaaslastega. Hipokampuses Gabral, Gabra2 ja Gabra3 ekspressiooni erinevusi gruppide
vahel ei tdheldatud. Peale selle ei olnud statistiliselt olulisi erinevusi ka Gabral ja Gabra3
MRNA ekspressioonis oimusagaras ja prefrontaalses koores. Tostetud pluss-puuri katses oli
statistiliselt oluline Gabra3 ekspressioon vaid prefrontaalses koores, kus Gabra3 mRNA
ekspressioon langes metsiktiitipi loomadel vorreldes sama grupi pesakaaslastega.

Tulemuste pdohjal voib jareldada, et Wfsl-puudulikkusega hiirtel esineb hiireid GABA-

ergilises nérviiilekandes.

22



Stress-related changes in expression of GABAergic system genes in Wfs1-

deficient mice

Agnes Rikk

SUMMARY

Wolfram syndrome is an autosomal recessive disorder caused by a mutation in the WFS1 gene
(Strom et al., 1998). WFS1 encodes an 890 amino-acid glycoprotein wolframin (Hofmann et
al., 2003). Wolfram syndrome causes diabetes, optic atrophy and deafness. Around 60% of
Wolfram syndrome patients suffer from psychiatric disorders (Swift et al., 1990; Strom et al.,
1998).

The goal of the present work was to determine the levels of gene expression of GABAAa
receptor subunits in homozygous Wfs1-deficient mice and wild type littermates, and to obtain
more information about Wfs1 functions in organism. We analyzed the expression levels of
Gabral, Gabra2 and Gabra3 in the temporal lobe, prefrontal cortex and hippocampus.

We discovered that there were differences in the expression levels of Gabra2 in the temporal
lobe and frontal cortex. Gabra2 mRNA expression level was elevated in temporal lobe of
Wfs1-deficient mice who were injected with ethanol for 60 minutes compared to control mice
of the same group. A similar effect of Gabra2 mRNA expression was seen in the prefrontal
cortex of Wfsl-deficients mice injected with ethanol for 30 minutes, but in rodents who were
injected with ethanol for 60 minutes the Gabra2 expression level was reduced. In
hippocampus there were no statistically significant differences in Gabral, Gabra2 and Gabra3
expression levels.

In the elevated plus-maze test Gabra3 expression level was statistically significant only in the
prefrontal cortex where Gabra3 mRNA expression level was decreased in wild type mice
compared to control mice of the same group.

In conclusion, based on the results, Wfsl-deficient mice have a disruption of GABAergic

neurotransmission.
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