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INFOLEHT

WFS1-puudulikkusega roti piklikaju neurodegeneratsiooni iseloomustus

Wolframi sindroomi (WS) pdhjustab WFS1 geeni bialleelne mutatsioon. WS-i iseloomustavad
suhkurdiabeet, endokriinne vaartalitlus, optiline atroofia ning ajutlive progressiivne
neurodegeneratsioon. Eelnevad uuringud on peamiselt keskendunud esimese slimptomina
avalduva suhkurdiabeedi uurimisele ning sellest l&htuvalt on neurodegeneratsiooni uurimine
jadnud tagaplaanile. Kaéesolevas t60s wuuriti  WFS1-puudulikkusega roti piklikaju
neurodegeneratsiooni. Uuringus nahti WFS1-puudulikel rottidel piklikaju ruumala véhenemist,
ajast sOltuvat neuronaalset ER-i stressi ning WFS1 valgu ekspressiooni véhenemist
oliivtuumade tasandis. Lisaks ndidati esmakordselt WFS1 lokaliseerumist FOXP2 positiivsetes
oliivtuuma neuronites. T60 tulemustest vdib jareldada, et WFS1-puudulikel rottidel esineb WS-

i patsientidega sarnane piklikaju neurodegeneratsiooni muster.

Marksonad: Wolframi sindroom, ER-i stress, WFS1-puudulikkusega rott, oliivtuumad,
neurodegeneratsioon

CERCS kood: B470 Neuroloogia, neuropsiihholoogia, neurofiisioloogia

Characterization of medulla neurodegeneration in WFS1 deficient rats

Wolfram syndrome (WS) is characterized by diabetes mellitus, endocrine dysfunction and
progressive neurologic degeneration of brainstem and is caused by biallelic mutations of the
WFS1 gene. Since previous studies have mainly focused on investigation of diabetes mellitus,
the aim of the present study was to examine neurodegeneration of medulla in WFS1 deficient
rats. WFS1 deficient rats showed decrease in volume of the medulla, age-dependent neuronal
ER stress and decreased expression of WFS1 protein at the level of the inferior olive. In
addition, WFS1 localization in FOXP2 positive neurons was shown for the first time. Thus, the
pattern of neurodegeneration of the medulla appears to be similar in WFS1 deficient rats and in
human WS patients.

Keywords: Wolfram syndrome, ER stress, WFS1 deficient rat, inferior olive,
neurodegeneration

CERCS code: B640 Neurology, neuropsychology, neurophysiology



Sisukord

KASUTATUD LUHENDID ......ooitiieiet ettt ettt en st ss st en e, 5
SISSEIUHATUS L.ttt bt et be et e e s be et e e s be e et e e nae e e beeseeas 7
1 KIRJANDUSE ULEVAADE........cccooiititeiitteeete ettt 8
1.1 WOITrami SUNAIOOM ..ottt 8
1.2 Wolframi sundroomist pohjustatud ajutlive neurodegeneratsioon ..............c.ccoceeernene 8
1.3 WRFSL1 QN JAVAIK ..o s 10
1.3.1  MutatSioonid WEFSL gBENIS ......cuiiiiiiiiiiiisiieiieiee ettt 12
1.3.2  WHFS1 ekspressioon ja funKtSIOON ...........cccoiririiiinineiescseeee e 12

1.4 Loommudelid WS-i UUFNMISEKS.......cc.coiiiiiiiiiiicese e 15

2  EKSPERIMENTAALOSA ...ttt 18
2.1 UUrimistd0 €SMANGIU .......ccveiieiieeie et 18
2.2 Materjal Ja MetOOUIKA ........ccoiiiiiiiiiiee e 19
221 KAtSEIOOMAD ...t 19

2.3 IMMUNONISTOKEEIMIA. ......eetiiiitiieiiieie et 19
2.4 In vivo magnetresonantstomograafia ...........ccccceveiieii e 20
2.5  Kvantitatiivne reaalaja PCR.........cccooiiiiii it 21
2.6 ANAMELE ANAITUS. .....oviiiiiiieeececee e 22
2.7 TUIBMUSE. ...ttt bbbttt b e et 23
2.7.1  Piklikaju ruumala on véhenenud Wfs1-ex5-KO232 rotil .........cccccocveviviiiennnnnn, 23
2.7.2  WEFS1 valk on ekspresseeritud ajUIlVES ........cccoovererierieneninieienesie e 26



2.7.3  WEFS1 valk on ekspresseeritud oliivtuumade Neuronites............ccoceveevveriennnnne 27

2.7.4  Wisl ja Foxp2 mRNA ekspressioon ventraalses piklikajus .............ccoccoovnennee. 29
2.7.5 Ventraalses piklikajus esineb ER-1 Stress .........ccccoeiiiiniiiniiieicc e 30
KKOKKUVOTE ...ttt 34
Characterization of medulla neurodegeneration in Wfs1 deficient rats............ccccovevveieieenee. 36
KASUTATUD KIRJANDUSE LOETELU ...cooiiiiiei e 38
L H T L T SENT S .ttt ettt b e et e et e e e be e nee et e e steas 43



KASUTATUD LUHENDID

ANOVA

ATF6

CAl

cDNA

DIDMOAD

ER

IRE1

KO

LI

oT

PERK

SEM

SERCA

ZFN

WFS1

WS

WT

MRT

GABA

FOXP2

UPR

dispersioonanaliiiis (ingl analysis of variance)

aktiveeriv transkriptsioonifaktor 6

hipokampuse Cornu Ammonis ala 1

komplementaarne DNA (ingl complementary DNA)

ingl Diabetes Insipidus, Diabetes Mellitus, Optic Atrophy, Deafness
endoplasmaatiline retiikulum

inositool-sdltuv ensiiim

ingl knock-out

lineaartuum

oliivtuumad

kaheahelaline RNA aktiveeritud proteiin — kinaasi-sarnane ER-i kinaas
keskvaartuse standardviga (ingl standard error of the mean)
sarko(endo)plasmaatilise retiikulumi kaltsiumi ATPaas
tsinksdrmede nukleaasid (ingl zinc finger nucleases)

Wolframi siindroomi 1 valk inimesel

Wolframi sindroom

metsiktidpi (ingl wild-type)

magnetresonamtstomograafia

gamma-aminovdihape

ingl forkhead box P2

mittevoltunud valkude vastus (ingl unfolded protein response)



GRP78 glukoosi reguleeritud valk 78

XBP1 X-box-iga seonduv valk 1
IP3 inositool-trifosfaat-retseptor
elF2a eukartiootse initsiatsiooni faktor 2 alfa

V-H-ATPase vakuoolne prootonpump
SERCA sarko(endo)plasmaatilise retiikulumi kaltsiumi ATPaas

Fisheri LSD ingl Fishers Least Significant Difference



SISSEJUHATUS

Neurodegeneratiivsed haigused on mitmetegurilised nérvisusteemi haired, mis mdjutavad
umbes 30 miljonit inimest maailmas. Uheks haruldaseks autosomaalse parandumismustriga
neurodegeneratiivseks haireks on Wolframi siindroom (WS). See on p6hjustatud bialleelsest
mutatsioonist Wolframi stundroomi 1 geenis (WFS1), mis kodeerib transmembraanset
endoplasmaatilise retiikulumi membraanis paiknevat WFS1 valku. WS-i esimene simptom on
suhkurdiabeet, sellele jargnevad négemisnérvi atroofia, magediabeet ja neuroloogilised
komplikatsioonid. Kuna WS-i tekkepdhjus on teadmata ning sel puudub ravi, surevad WS-i
pddevad inimesed elu neljandal dekaadil ajutiive atroofiast pohjustatud hingamise seiskumisse.
Ajutivi koosneb ajusillast ja piklikajust ning kontrollib eluks vajalikke vegetatiivseid
funktsioone, nagu hingamist, stidametddd ja ainevahetust ning refleksseid mehhanisme, nagu
neelamist ja kohimist. WS-i patsientidel esinev piklikaju degeneratsioon on laialdaselt
kirjeldatud WS-i patoloogia, mis pdhjustab ataksiat, uneapnoed, diisfaagiat ning kuulmis- ja

maitsmismeele kadu.

Selleks, et paremini mdista WFS1 geeni mutatsioonist pohjustatud WS-i kujunemist, on Tartu
Ulikooli bio- ja siirdemeditsiini instituudis loodud Wfs1 transgeenne rott, kelle Wfs1 geeni viies
kodeeriv ekson on deleteeritud. Kuna eelnevad uuringud on peamiselt keskendunud esimese
simptomina avalduva suhkurdiabeedi uurimisele ning neurodegeneratsioon on jaanud
uurimisfookusest vélja, on k&esoleva t66 eesmérk kirjeldada WFS1-puudulikkusega roti
piklikaju neurodegeneratsiooni. Td0s kasutati magnetresonatsuuringut, immunohistoloogiat
ning geeniekspressiooni uuringut, et valja selgitada, kas WFS1-puudulikel rottidel esineb WS-
| patsientidega sarnane piklikaju neurodegeneratsiooni muster. Uuringute Iabiviimiseks kasutati
93 roti aju. Enamik t66s saadud tulemusi on avaldamisel ajakirjas Scientific Reports (Plaas et
al., 2017).

Too koostati Tartu Ulikooli bio- ja siirdemeditsiini instituudi fiisioloogia osakonnas.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1  Wolframi siindroom

Wolframi stindroom (WS) on haruldane autosomaalne retsessiivne haigus, mis on pdhjustatud
Wolframi stiindroomi 1 geeni, WFS1 mutatsioonidest (Inoue et al., 1998, Strom et al., 1998).
Esimene kirjalik juhtum périneb 1938. aastast, kui Wolfram ja Wagener kirjeldasid Uhe
perekonna neljal lapsel esinevat suhkurdiabeeti ja optilist atroofiat (Wolfram ja Wagener,
1938). WS on progressiivne neurodegeneratiivne héire, mille esmane simptom on elu esimesel
dekaadil avalduv suhkurdiabeet (diabetes mellitus) ning sellele jargneb optilisest atroofiast
pohjustatud nédgemise kadumine. Elu teisel dekaadil kujunevad valja magediabeet (diabetes
insipidus) ja sensorineuraalne kurtus, kolmandal dekaadil avalduvad neerutrakti
komplikatsioonid ning jargnevad neuroloogilised héired, sh ataksia, diisfaagia, psuhhiaatrilised
haired ja ajutlive atroofia. Kuna WS-il puudub ravi, siis enamasti surevad WS-i pddevad
inimesed 30. eluaastatel ajutlive atroofiast pohjustatud hingamise seiskumisse. WS on tuntud
ka sumptomitest koosneva akroniimiga DIDMOAD (ingl Diabetes Insipidus, Diabetes
Mellitus, Optic Atrophy, Deafness). Minimaalsed simptomid, mille jargi WS-i diagnoosida, on
suhkurdiabeet ning optiline atroofia (Barrett et al., 1995). WS-i esineb Suurbritannias ligikaudu
1 juhul 770 000-st, kus heterostigootsete mutatsioonide kandjaks on (ks inimene 354-st (Barrett
et al., 1995) ning Pohja-Ameerikas 1 : 100 000 juhul, kus ks inimene 100-st vdib olla
heterosligootsete mutatsioonide kandjaks (Fraser ja Gunn, 1977). Heterosugootsetel WFS1
kandjatel on ndidatud 26 korda suuremat riski haigestuda psuhhiaatrilistesse haigustesse, mis
vajavad haiglaravi (Swift et al., 1998). 62%-1 patsientidest on WS-ist tulenevad neuroloogilised
haired, millest enamlevinud on ataksia, lihas- ja silmatdbmblused, tsentraalne uneapnoe,
okserefleksi kadu, epilepsia, progressiivne sensoorsete funktsioonide kadu, sh kuulmis- ja
maitsmismeele kadu ja lisaks ka psthhiaatrilised simptomid, nagu arevushaire, tujumuutused,
paanikaatakid, depressioon ja pstihhoos (Swift et al., 1990, Barrett et al., 1995, Medlej et al.,
2004, Urano, 2016).

1.2 Wolframi siindroomist pdhjustatud ajutiive neurodegeneratsioon

Peaaju posterioorses osas paiknev ajutiivi koosneb keskajust, ajusillast ja piklikajust ning on
peaaju evolutsiooniliselt vanim ja olulisim osa, kuna kontrollib eluks vajalikke vegetatiivseid
funktsioone, nagu hingamist, vereringet, sudame t60d, vererdhku ja ainevahetust. Lisaks

kontrollib ajuttivi refleksseid mehhanisme, nagu neelamine, kdhimine ja oksendamine, ning



osaleb sensoorse informatsiooni tdotlemises (Kuhlenbeck, 1975). WS-i patsientidel esinevad
sumptomid ataksia, uneapnoe, dusfaagia ning kuulmis- ja maitsmismeele kadu on pdhjustatud
ajutiive atroofiast, seetdttu voib pidada progressiivset neurodegeneratsiooni WS-i levinud
tunnuseks. WS-i patsientide surmapdhjuseks on enamasti ajutlive atroofiast pdhjustatud
hingamise seiskumine (Barrett et al., 1997, Hilson et al., 2009, Urano, 2016).

Ajutive atroofia kindlakstegemiseks on eelneva 20 aasta jooksul Kkasutatud nii
magnetresonantstomograafiat (MRT) kui ka post mortem’i makroskoopilist uuringut. MRT
uuringuga on ndidatud taiskasvanud WS-i patsientidel esinevat vaikeaju, piklikaju ja ajusilla
atroofiat ning optilise nérvi signaali nérgenemist (Hardy et al., 1999). MRT uuringut on l&abi
viidud ka noorel (5-25-aastastel) WS-i patsientidel ning leitud, et juba noortel WS-i patsientidel
on keskaju, ajusilla ja piklikaju ruumala vahenenud, mis annab alust huipoteesile, et WS-i puhul
on tegemist nii hairitud neuronaalse arengu kui ka hilisema neurodegeneratsiooniga (Hershey
et al., 2012). 2016. aastal suurima kohordiga labiviidud MRT uuringus analudsiti 21 WS-i
pddeva lapse ja noore téiskasvanu (vanuses 6-26 aastat) andmeid ning téheldati samuti nii
ventraalse kui ka dorsaalse ajusilla, vaikeaju ja piklikaju ruumala vahenemist juba noores eas
(Lugar et al., 2016). Lisaks inimuuringutele on ka Wfsl mutantsel hiirel ex vivo MR-i
kuvamisega nédidatud Wfsl KO-hiirtel esinevat ajutiive ruumala vahenemist (Cagalinec et al.,
2016).

Samuti on kasutatud post mortem’i makroskoopilist uuringut ning ndidatud 45-aastasel WS-i
patsiendil ulatuslikku nii optilise nérvi, kiasmi, trakti kui ka piklikaju, ajusilla ja vaikeaju
atroofiat (Barrett et al., 1997). Taiendavalt on kirjeldatud 24-aastase WS-i patsiendi haiguslugu,
kelle MRT analliusis tuvastati patsiendil ndrk ajukoore ja véikeaju atroofia, lisaks margati ka
kergeid atroofilisi muutusi ajusillas ja optilises nérvis. Hiljem labiviidud post mortem’i
uuringus naidati sellel patsiendil selgelt piklikaju ja ajusilla kahanemist, kuigi véikeaju oli
suuresti jddnud mojutamata. Eelnevalt kirjeldatud struktuuride suuruse vahenemine tuleneb
neuronite degeneratsioonist. Neuronite kadu ja glioosi on kirjeldatud lisaks mediaalses
vestibulaartuumas, piklikaju retikulaarses formatsioonis, ajusilla ventraalses o0sas ja
oliivtuumades (Hilson et al., 2009). Samuti on hiire piklikajus ndidatud WFS1 lokalisatsiooni
pea kdigis ajutlive sensoorsetes ja motoorsetes tuumades, sh mediaalses ja lateraalses
vestibulaartuumas, retikulaarses formatsioonis ning oliivtuumades (Luuk et al., 2008).
Piklikaju ventraalses osas paiknevate oliivtuumade neuronite kadu on Kirjeldatud WS-i

patsiendil ning lisaks on hiiremudelil ndidatud WFS1 lokalisatsiooni oliivtuumades. Sellest



vOib jareldada, et oliivtuumadel vGib olla oluline, kuid seni teadmata funktsioon WS-i

valjakujunemises ning progresseerumisel.

Oliivtuumi seostatakse tasakaalureflekside ja koordinatsiooni reguleerimisega ning sisekorvast
saabuvatest helidest tekitatud narviimpulsside tootlemisega, lisaks on oliivtuumad olulised
peenmotoorika valjundi moduleerimises (Campbell et al., 2009). Oliivtuumad koosnevad
mitmest alamtuumast, mis sisaldavad nii eksitatoorseid neuroneid, mis projekteerivad
vadikeajusse ronivate jatketena (ingl climbing fibers) kui ka véhesel hulgal GABAergilisi
mitteprojekteerivaid neuroneid (Fredette et al., 1992). On néidatud, et rotil, hiirel ja kanal on
transkriptsioonifaktor FOXP2 (ingl forkhead box P2) lokaliseeritud nahtavalt kdikides
oliivtuumade neuronites kogu arengu valtel. Kuna FOXP2 lokalisatsioon liikide vahel oli
oliivtuumades sama, vOib FOXP2 pidada oliivtuumade neuronite molekulaarseks markeriks
(Fujita ja Sugihara, 2012). Lisaks on FOXP2 ekspressiooni lokalisatsiooni eesajus ja keskajus
seostatud kbne ja vokaalse kommunikatsiooniga inimestel ning lindudel (Lai et al., 2003).
Lahtudes kirjandusest, saab FOXP2 kasutada piklikaju oliivtuumade neurodegeneratsiooni

hindamiseks.

1.3 WFSL1 geen ja valk

WS-i pohjustava geeni WFS1 identifitseerisid geneetilise kaardistamise k&digus 1998. aastal
kaks soltumatut t66gruppi (Inoue et al., 1998, Strom et al., 1998). Inimese WFS1 geenil on 6
alternatiivset splaissimise varianti: WFS1-001, WFS1-008, WFS1-007, WFS1-004, WFS1-005,
WFS1-006, millest kolm on valku kodeerivad: WFS1-001, WFS1-008, WFS1-007, kuid ainult
uhe valku kodeeriva transkript-WFS1-001 on The Wellcome Trust Sanger instituudi HAVANA
grupp manuaalselt annoteerinud — see on 33,42 kb suur, asub inimesel neljanda kromosoomi
vaikese 0la 16.1 alas ning koosneb kaheksast eksonist, millest esimene on mittekodeeriv
(http://vega.sanger.ac.uk/). Translatsioon algab teisest eksonist ning tulemuseks on WFS1 valk,

mis koosneb 890 aminohappest molekulmassiga 100 kDa (joonis 1) (Ensembl 2017).

Roti Wfsl geenil on vaid ks transkript Wfs1-001, see on 25,35 kb suurune, asub rotil 14.
kromosoomi suure 8la 21 alas ning sarnaselt inimesega koosneb kaheksast eksonist, millest
seitse on kodeerivad, tulemuseks on samuti 890 aminohappest koosnev valk molekulmassiga
100 kDa. Inimese ja roti WFS1/Wfsl geen on 86,40% konserveerunud (joonis 1) (Ensembl
2017).
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Hiire Wfs1 geenil on kolm transkripti:Wfs1-001, Wfs1-002 ja Wfs1-003. Neist ainult Wfs1-001
on The Wellcome Trust Sanger instituudi HAVANA grupil manuaalselt annoteeritud valku
kodeeriv transkript, mis on 23,10 kb suur. See asub hiire viienda kromosoomi reverse strand’i
B3 alas, koosneb kaheksast eksonist, millest seitse on kodeerivad. Tulemuseks on sarnaselt
inimese ja rotiga 890 aminohappest koosnev valk, mille molekulmass on 100 kDa (joonis 1).
Hiire ja roti Wfs1 geen on omavahel 97,19% ning hiire ja inimese geen 87,08% konserveerunud
(Ensembl 2017).

Inimese ja hiire puhul viitab kolme valku kodeeriva transkripti olemasolu alternatiivsele
splaissingule, mis aga ei esine rotil. Wfs1-001 transkriptilt kodeeritud WFS1 valk on
hidrofoobne ja tetrameerne valk, millel on ennustatavalt (iheksa transmembraanset segmenti
(joonis 2) ning nii karboksul- kui aminoterminaalsetes otstes hidrofiilsed regioonid (Rigoli et
al., 2011).

Inimene
3342kb Forward strand mm

Rott
2535kb Forward stranc

Hiir

~mReverse strand 2310kb

Joonis 1. WFS1/Wfsl transkriptid inimesel, rotil ja hiirel. WFS1/Wfsl geen koosneb kaheksast eksonist,

esimene ekson on valku mittekodeeriv ja translatsioon algab teisest eksonist (Ensembl 2017).
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1.3.1 Mutatsioonid WFS1 geenis

Mutatsioonid WFS1 valku kodeerivas geenis pohjustavad kliinilisi komplikatsioone ning
raskemal juhul Wolframi siindroomi. Uhes ulatuslikumas uuringus analuisiti 412 WS-i
patsiendi andmeid alates 1998. aastast, et valja selgitada WFS1 mutatsioonide roll WS-i
valjakujunemisel. WFS1 geenis leiti 178 véimalikku mutatsiooni, mis esinesid 337-1 patsiendil
412-st. Need mutatsioonid on jaotunud Uhtlaselt tle kogu valgu, mitte ainult kaheksandasse
eksonisse, nagu varem arvatud (Inoue et al., 1998, Strom et al., 1998). Mutatsioonide
heterogeensus raskendab genotulbi-fenotlubi korrelatsioonide loomist. Kill aga jagati
andmete paremaks visualiseerimiseks esinevad mutatsioonid kolme gruppi ning leiti, et 5,62%-
| patsientidest esines esimest tllpi mutatsioon, mis viis WFS1 valgu vdhenemisele nonsense’i
vahendatud mRNA lagundamise tdttu, sh on nonsense’i ja raaminihke mutatsioonid, mis loovad
stoppkoodoni enne kaheksandat eksonit. 55,61%-l patsientidest kirjeldati teist tldpi
mutatsiooni esinemist, mis viib tdieliku WFS1 valgu degradatsioonini, jattes alles vaid
funktsionaalse dregoni, mis on mittevoltunud WFS1 valgu degradatsiooni sihtmdrk ning asub
671-700 aminohappe vahel (Guo et al., 2011). Kolmandat tutpi mutatsiooni kandmist kirjeldati
38,20%-I patsientidest, see mutatsioon pohjustas defektse v&i lihema WFS1 valgu
ekspressiooni. Siia gruppi kuuluvad nonsense’i mutatsioonid, mis lisavad stoppkoodoni parast
kaheksandat eksonit ja enne p.Trp700; raaminihke mutatsioonid, mis lisavad stoppkoodoni
parast kaheksandat eksonit, ning missense’i mutatsioonid aminohapetes vahemikus 671-700
(de Heredia et al., 2013). Kokkuvdtvalt pdhjustavad mutatsioonid WFS1 geenis vahenenud voi

puuduliku WFS1 valgu funktsiooni, mis viib WS-i kujunemiseni (Rigoli et al., 2011).

1.3.2 WEFSL1 ekspressioon ja funktsioon

WEFS1 valk ekspresseerub paljudes kudedes, kus inimestel on kérge ekspressioon — stidames,
pankreases, ajus, kopsus ja platsentas (Inoue et al., 1998). Kesknéarvisiisteemis on naidatud
kdrget WFS1 ekspressiooni roti amiigdalas, hipokampuse CA1 alas, haistesibulates ja piriform-
korteksi pindmises kihis (Luuk et al., 2008, Luuk et al., 2009). Samuti on kirjeldatud k&rget
WFS1 ekspressiooni hiire aju ventraalses striaatumis, hiipotalamuses, prefrontaalkorteksis ning
pea kdigis ajutlive sensoortes ja motoorsetes tuumades, sh mediaalses ja lateraalses
vestibulaartuumas, retikulaarses formatsioonis ja auditoorses rajas: oliivtuumades, inferior

colliculus’es ning auditoorses korteksis (Luuk et al., 2008).
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Rakusiseselt paikneb WFS1 valk endoplasmaatilise retiikulumi (ER) membraanis. WFS1
valgul on oluline osa ER-i normaalsel funktsioneerimisel ja kaltsiumi regulatsioonis (Takeda et
al., 2001, Takei et al., 2006). Kuna ER on pd&hiline kaltsiumi ioonide hoiustamise koht rakus,
siis héired ER-is pBhjustavad ka haireid kaltsiumi homdostaasis (Koch, 1990). ER-il on palju
ulesandeid, kuhu alla kuuluvad posttranslatsioonilised modifikatsioonid, varskelt sunteesitud
valkude voltimine ning kokkupakkimine. On néidatud, et WFS1 valgu puudumine p&hjustab
haireid ER-i funktsioneerimisel, mis vdib viia valesti volditud valkude kuhjumiseni ning seeldbi
ER-i stressi tekkeni. ER-i stress on omakorda hoiatussignaal, mis aktiveerib mittevoltunud
valkude vastuse (UPR) (Fonseca et al., 2010). UPR-i pdhieesmark on taastada ER-i
funktsioneerimine, vahendades valkude hulka, mida on vaja voltida ja protsessida ER-i
luumenis. Mitmel enstimil ja transkriptsioonifaktoril on oluline roll UPR-i protsessis, neist
vOib valja tuua kolm pdhilist: kaheahelaline RNA aktiveeritud proteiin — kinaasi-sarnane ER-i
kinaas (PERK), aktiveeriv transkriptsioonifaktor 6 (ATF6) ja inositool-s6ltuv ensuim (IRE1).
Fusioloogilises olekus on PERK, ATF6 ja IRE1 aktiivsus supresseeritud, kuna nad on seotud
gliikoosi reguleeritud valguga 78 (GRP78). ER-i stressi korral mittevoltunud valgud
akumuleeruvad ER-i luumenis, mis pdhjustab GRP78 dissotseerumise PERK-It, ATF6-It ja
IRE1-It. GRP78 dissotseerumine PERK-It ja IRE1-It pdhjustab nende aktiveerumist,
oligomeriseerumist ja autofosforuleerimist. Pé&rast aktiveerimist PERK fosforileerib
eukartiootse initsiatsiooni faktor 2 alfa (eIF2a) alamiihiku, mille tulemusel lllitatakse vélja
uldine valkude stintees. Sealjuures muutub IRE1 endonukleaasiks, mis 18ikab Xbpl mRNA
kodeerivast jarjestusest 26 alust vélja. Splaissitud Xbpl mRNA transleeritakse uueks 54 kDa
suuruseks XBP1 valguks, mis translokeerub seejarel tuuma ja funktsioneerib Kui
transkriptsioonifaktor, mis on valkude voltumise ja protsessimisega seotud geenide
spetsiifiline. Parast GRP78 dissotseerumist ATF6-It translokeerub ATF6 Golgi kompleksi, kus
proteaasid ta poolitavad. Pérast poolitamist muutub ATF6 transkriptsioonifaktor aktiivseks,
suundub tuuma ning indutseerib ER-i stressi vastusega seotud geenide ekspressiooni, sh
GRP78, CHOP ja XBP1. UPR-i aktivatsioon on oluline ER-i stressiga toimetulekuks. Kui aga
ER-i stress on liiga intensiivne ning pikaajaline, siis indutseeritakse apoptoos. UPR-i on leitud
ka aju eri patoloogiate, nagu isheemia, ning degeneratiivsete haiguste — Alzheimeri, Parkinsoni,
Hungtigtoni tdve — korral, kus ER-i funktsioneerimise hdire vdib kulmineeruda neuronaalse
rakusurmaga (Harding et al., 1999, Shen et al., 2001, Yoshida et al., 2001, Paschen ja
Mengesdorf, 2005). Lisaks on naidatud, et Wfs1 geeni puudulikkus viib neuronites ER-i stressi
kaskaadini, mis héirib IP3 retseptori funktsiooni ning viib seeldbi kaltsiumi homdostaasi

muutuseni (Cagalinec et al., 2016). Kokkuvdtvalt on kirjanduses ndidatud degeneratiivsete
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haiguste korral ER-i stressist tingitud neurodegeneratsiooni, kuid selle I6plikud

tekkemehhanismid on siiani selgusetud.

Lisaks ER-ile on WFS1 valku leitud ka pankrease beeta-rakkude sekretoorsetes graanulites, kus
WFS1 valgu puudumine pdhjustas graanulite hapestumise hdireid (Hatanaka et al., 2011).
Graanulid hapestatakse vakuoolse prootonpumba abil (V-H-ATPase) (Barg et al., 2001,
Schoonderwoert ja Martens, 2001). Sekretoorsete graanulite madal pH on oluline proinsuliini
protsessimiseks ning. See leid vdib osaliselt seletada, miks WFS1-puudulikel hiirtel on gliikoosi

indutseeritud insuliini sekretsioon pankrease beeta-rakkudes héiritud (Barg et al., 2001).

WFS1 valgu funktsioon on siiani teadmata, kull aga arvatakse, et WFS1 vdib olla
kanal/transporter vGi selle funktsionaalne regulaator (Osman et al., 2003). On otsitud WFS1
valguga interakteeruvaid molekulaarseid partnereid ning leitud, et WFS1 valk seondub Na/K
ATPaasi Bl alamuhikuga. Arvatakse, et selline interaktsiooni h&irumine pdhjustab WS-i
patoloogiat, kuna pankrease beeta-rakkudes langeb Na pumba al ja B1 alatihiku ekspressiooni
tase (Zatyka et al., 2015). Veel on naidatud, et WFS1 on kalmoduliiniga (CaM) seonduv valk,
CaM voimaldab kaltsiumi vahendatud signaali tlekannet (Xia ja Storm, 2005). WFS1 valgul
on oluline roll ka sarko(endo)plasmaatilise retiikulumi kaltsiumi ATPaasi (SERCA)
ekspressioonis, olles SERCA negatiivne regulaator (Zatyka et al., 2015). Lisaks on néidatud, et
WFS1 valk on ka transkriptsiooni faktori 60 (ATF6) negatiivne regulaator ubikvitiini-
proteasoomi raja kaudu (Fonseca et al., 2010). WS-i korral rakusurmani viiv p&hiline
molekulaarne sindmus on ER-ist kaltsiumi lekkimine tsitosooli ja jargnev kaltsiumist-séltuv

proteaas kalpaliin 2 aktivatsioon (Lu et al., 2014).

WS-i Kkliiniline pilt v8ib sarnaneda ka mitokondriaalsete haiguste sumptomitega, nagu kurtus,
optiline atroofia ja psihhiaatrilised héired. Lisaks on WS-ist enim mdjutatud kudedel ja
organitel suur metaboolne vajadus ja enamik kliinilistest néhtudest v6ib olla pdhjustatud
energia metabolismi defektist, mis annab alust hupoteesile, et WS-i vdib pdhjustada
mitokondriaalne funktsioonihéire (Kanki ja Klionsky, 2009). Nii on ndidatud WFS1-puudulikes
neuronites ulatuslikke muutusi mitokondri diinaamikas, mille tottu toodetakse vdhem ATP-d

ning see omakorda inhibeerib neuronite arengut (Cagalinec et al., 2016).
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1.4 Loommudelid WS-i uurimiseks

Selleks, et paremini mdista WFS1 valgu rolli WS-i kujunemisel, on s6ltumatud uurimisgrupid

loonud neli WFS1-puuduliku hiireliini.

Esimese WFS1-puuduliku hiiremudeli 161 Ishihara toogrupp 2004. aastal. Nende hiiremudelis
on Wfsl geeni teine ekson tdielikult deleteeritud, mis viis gliikoosi stimuleeritud insuliini
sekretsiooni vahenenemisele ja suurendas beeta-rakkude kadu tulenevalt apoptoosist ja ER-i
stressist (Ishihara et al., 2004). Sama hiireliini on kasutatud ka kaitumiskatsete labiviimiseks,
milles leiti, et homostgootsetel WFS1-puudulikel hiirtel esines védhesem sotsiaalne
interaktsioon (Kato et al., 2008).

Teine mudel loodi 2005. aastal California Ulikoolis. See mudel on konditsionaalne
pankreasespetsiifiline Wfsl kaheksanda eksoni knock-out-hiireliin, kellel on Kkirjeldatud
neljakuuselt avalduvat progressiivset glukoositalumatust, insuliinipuudulikkust ning teist tidpi
suhkurdiabeediga sarnanevaid simptomeid. Lisaks Kirjeldati pankrease beeta-rakkude massi

vahenemist, mis tulenes suurenenud apoptoosist ja ER-i stressist (Riggs et al., 2005).

Kolmas WFS1-puudulik hiiremudel loodi Tartu Ulikoolis 2005. aastal. Hiire Wfs1l geeni
kaheksas ekson asendati in-frame-NLSLacZNeo kassetiga, mille tulemusena deleteerusid
WFS1 valgu aminohapped vahemikus 360-890 (Luuk et al., 2008). Seda hiireliini on kasutatud
ajus Wfsl geeni detailse ekspressiooni kirjeldamiseks ning kéitumiskatseteks. Transgeensetel
hiirtel on kirjeldatud glikoositalumatust, madalamat insuliinitaset ning lisaks kaalusid
transgeensed hiired oluliselt vahem kui metsiktttpi (Noormets et al., 2011, Terasmaa et al.,
2011).

Neljanda mudeli 16i Urano todgrupp (Lu et al., 2014). Tegemist on ainukese kirjeldatud
ajuspetsiifilise WFS1-puuduliku hiiremudeliga. On leitud, et WFS1-puudulikel hiirtel oli
kalpaliini aktivatsiooni tase kdrgem vorreldes metsiktidpi hiirtega, kalpaiini aktivatsiooni on

seotud tsutosooli kaltsiumi taseme reguleerimisega (Lu et al., 2014).

Kdikidel eri laborites loodud Wfs1 mutantsetel hiirtel on ndidatud gliikoositalumatust ja hairitud
insuliini  sekretsiooni, kuid téielikku beeta-rakkude hévinemist ja paastujargset
hiperglikeemiat pole eelnevatel loommudelitel kirjeldatud. Nahtavasti kujunevad

transgeensetel hiirtel diabeet ja teised WS-i simptomid vaid osaliselt valja. Hiired ei pruugi
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olla alati parimad mudelloomad haiguse modelleerimiseks, kuna neil on piiratud veremaht ning
moodsad kuvamistehnikad on tundlikumad suuremates loomades. Seetbttu oli meie
uurimisgrupi eesmark luua ja karakteriseerida Wfsl transgeenne rott, kes oleks sobiv WS-i

uurimiseks.

Meie uurimisgrupp 16i tsinksérmede tehnoloogiat kasutades kokku kolm Wfsl mutantset
rotiliini. Lahtudes genoomsest jarjestusest, esines kahel liinil (Wfs1-ex5-K0232 ja Wfs1-ex5-
K0O266) Wfsl geeni viienda eksoni deletsioon ning kolmandal liinil (Wfs1-ex5-1INS244) esines
Wifsl geeni viiendas eksonis asendus. Edaspidiseid uuringuid jatkati Wfs1-ex5-K0232 liini
rottidega, kelle Wfs1 geeni viienda eksoni jarjestuses oli 27 aminohapet vahemikus 212 kuni

238 deleteeritud ning positsioonis 239 oli toimunud seriini asendus alaniiniga (joonis 2).

.l’.......'...Q..‘.........'..'.'.'.‘.

.....'......C.‘.........Q‘...........:
.....................C...‘O....‘....‘...
...'...I...........'.I..'...'...'......

8

LOOCOCOO0COO0OCOCOCOOOLCOOOO00000000000N
.ooc.ooooooo-oco.tcoc.ocoo..o......‘!.:

212

.;l...nolno.o...o...o010..00..0'..0:0..
...........'..........O‘.."‘.'..OO"...

G
‘...l..l....'..".

* 90 oV %
S ) < O Q
0000 000, O 20 Q
", o Q & QQ O
Q . QLY $ Q O
Q 0RQ Cr Q O, : Q O
o2 X D < &2 d o R
0 n o *) R of L *) D
& 5 o 0 0 D D 9 &
D P B S DD D DD
g R P G B & B 4
0 5 G 0 D d D O
s & 0 O G H 6 o d
D b D P P 4 P %
. q 0 . G = G g
oy %) ’. o R ¢ R o2 oP
0 % ¢© D D R P 5 95
g L R B 6 D R <5 &
O (¥ G y
g o2 D DL LS DH P
5 S S - as & O© o O
O o Q e o~ G5 O ¢ &
A o Q S & o D § &
Q * *. .
O > - S Q Q
o Q “Yog0 & 0 .8 9§
L S00©0q & O o0 3
Q Q Q A O0000000000000000000000000000
% Q Yoo0 .
(" .. .........,...l..'..."...‘....l.......
Y0000 P )
O00000 S000000000000000000000000000000000000Q,
.0.o.ca...ls..l.l.l.o....oaoc..l-lﬁcn.0'
Q
SO00000000000000000C0CCCCO00VCCCO0000
.
0000000000000 00000C000C0000000
HOOC 009

Joonis 2. WFS1 valgu hipoteetiline struktuur, kus on kujutatud Wfs1-ex5-K0232 deletsiooni paiknemine. On
néidatud 890 aminohappest koosneva WFS1 valgu Wfs1-ex5-K0232 deletsiooni paiknemine vahemikus 212 kuni

238 (punane) ning positsioonis 239 toimunud seriini asendus alaniiniga (must), lisaks on ndidatud ennustatud

transmembraanseid segmente (roheline). Modifitseeritud Hardy et al., 1990 p&hjal.

Meie uurimisgrupi avaldamata tulemused néitavad, et 3-kuuselt tekib Wfs1-ex5-K0232 rotil
glukoositalumatus ning see sliveneb vanusega. Umbes 10-kuuselt kujuneb Wfs1-ex5-K0232
rotil vélja glikosuuria ja keskmiselt 12-kuuselt poltuuria ning suhkurdiabeet koos paastujérgse

hiperglikeemiaga ja lisaks kaasneb arenguga kaalulangus. Alates 2. kuust vaheneb mutantsete
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rottide Langerhansi saarte pindala, millega kaasneb glikoosi stimuleeritud insuliini
sekretsiooni vahenemine. 7-kuuste Wfs1-ex5-K0232 rottide pankrease beeta-rakkudes esineb
suurenenud ER-i stress. 15-kuustel Wfsl-ex5-K0O232 rottidel avalduvad reetina glioos ja
optilise narvi atroofia, lisaks néitas elektronmikroskoopia sama vanade loomade optilise nérvi
mueliini deorganisatsiooni. Tegemist on esimese Kirjeldatud Wfs1 transgeense rotiga, kellel
esinevad WS-i pohistiimptomid ning seetdttu on véimalik sel transgeensel loomal uurida nii
WS-i kui ka sellega kaasnevaid héireid (Plaas et al., 2017).
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2 EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Uurimistdo eesmargid

Senised loommudelitel labiviidud WS-i  uuringud on peamiselt keskendunud
endokrinoloogiliste héirete kirjeldamisele ning seetdttu on WS-iga kaasnevad neuroloogilised
patoloogiad jddnud in vivo mudelites ilma suurema tdhelepanuta. Seega on t06 eesmark
iseloomustada Wfs1-ex5-K0232 roti v6imalikku neurodegeneratsiooni, kasutades MRT,

immunohistoloogia ja geeniekspressiooni meetodeid.

Uurimistoo eesmargid:

1. Kasutades in vivo magnetresonantstomograafiat (MRT), md6ta 8-kuuste isaste ning 15-
kuuste isaste ja emaste Wfs1-ex5-K0232 rottide ning WT-pesakonnakaaslaste piklikaju
ja ekstraparenhiimaalse ala ruumala.

2. Kasutades immunohistoloogilist anallitisi, uurida WFS1 valgu lokalisatsiooni ajutiives.

3. Uurida vbimaliku WFS1 ekspressiooni muutust vanusespetsiifiliselt Wfs1-ex5-K0232
rottide ajutlives vorreldes WT-pesakonnakaaslastega.

4. Kasutades immunohistoloogilist anallitsi, uurida, millistes piklikaju rakkudes WFS1
paikneb.

5. Madrata kvantitatiivse reaalaja-PCR-iga piklikaju neuronaalse markeri mRNA
ekspressioon.

6. Maarata kvantitatiivse reaalaja-PCR-iga ER-i stressi markerite vOimalik mRNA

ekspressioon piklikaju oliivtuumades.
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2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Katseloomad

Aretus ja genotiipiseerimine viidi labi Tartu Ulikooli Katseloomakeskuses. Selleks tooks
kasutati Sprague-Dawley’ (Crl: CD(SD) rats CD® IGS, Charles River Laboratories) nii isaseid
kui emaseid homosiigootsed WFS1-puudulikke rotte (Wfs1-ex5-K0232) (n = 50) ja kontrolliks
metsiktiipi (WT) pesakonnakaaslasi (n = 43). Rotte hoiti puurides kolme-nelja kaupa 12 h
hele/pime tsiklis, valge tstikkel algas kell 7.00 hommikul. Rottidel oli piiramatu ligipaés toidule
ja veele, v.a katse ajal. Toiduks kasutati Sniffi universaalset hiire ja roti soota (Sniff cat#
V1534) ning p6dérdosmoosiga puhastatud vett. Katsed viidi l&bi ajavahemikus 9.00-17.00. K&ik
labiviidud katsed tehti Eesti Vabariigi Péllumajandusministeeriumi vélja antud loa alusel (nr.
54, vélja antud 23. veebruaril 2015), mis on vastavuses Euroopa Parlamendi ja Euroopa
No6ukogu 2010/63/EL-i direktiiviga.

2.3 Immunohistokeemia

Rotid anesteseeriti ketamiini (100 mg/kg) ja deksmedetomidiini (20 mg/kg) intraperitonaalse
sistiga ning seejarel perfuseeriti esmalt fosfaatpuhverdatud soolalahuses (PBS, Naxo) ning
seejarel 4%-lise paraformaldehiiidiga (PFA, Sigma Aldrich) 0,1 M PBS-is. Anesteesia ja
perfusiooni viis l&bi A. Terasmaa, kes on kvalifitseeritud loomkatseid labi viima. Aju
dissekteeriti ja seejarel fikseeriti samas fiksaatoris (iled6 4 °C juures. Kulmutusldikude
valmistamiseks kriioprotekteeriti ajusid tle6d 30%-lise sahharoos/0,1 M PBS lahuses kuni
pdhjavajumiseni ning seejarel sailitati kuni edasiste to6tlusteni kilmutatult —80 °C juures.
Piklikajud I6igati kriiomikrotoomiga (Microm HM-560) —20 °C juures 40 um paksusteks
I6ikudeks ning seejarel pesti ujuvidigud 10 min PBS-is. Ajuldigud permeabiliseeriti 0,2%
Triton-X100 (Naxo)/PBS-i lahuses 40 min. Selleks, et ei toimuks mittespetsiifilist antikeha
sidumist, blokeeriti 16ike tund aega blokeerimislahusega (5% eesli seerum/1% veise seerumi
albumiin (BSA, Sigma Aldrich)/PBS). Primaarsed ja sekundaarsed antikehad lahjendati 0,1%
Tween-20 (Sigma Aldrich)/1% BSA/PBS lahuses. Primaarse antikeha inkubatsioon viidi labi 1
h toatemperatuuril loksutil ning seejarel 12 h +4 °C juures loksutil. Teisel paeval inkubeeriti
IGike vastava sekundaarse antikehaga toatemperatuuril 2 h, sellele jargnes 1 h pesu PBS-is,
misjarel DNA visualiseerimiseks lisati DAPI-t (4, 6-diamidino-2-fentiiilindool, Sigma Aldrich)
1 : 2000 lahjenduses 0,1% Tween-20/PBS-is 15 min ja hiljem pesti PBS-is. Ldigud koguti

alusklaasile (Superfrost Polysine Slides, Thermo Scientific) ja sulundati Vectrashieldi

19



sulundusvedelikus (Vector Laboratories Inc). Koel6ikude pildistamiseks kasutati mikroskoopi
Olympus BX51 ja kaamerat Olympus DP71. Pilte toodeldi arvutiprogrammiga Adobe
Photoshop CS6 (Adobe Systems Incorporated).

Primaarse antikeha lahjendused olid kudliku anti-WFS1 (1 : 400, osakonnasisene, antikeha
tootmine kirjeldatud Luuk et al., 2008 ), kitse anti-WFS1 (1 : 200, Santa Cruz Biotechnology
Cat# sc-47936, RRID:AB_2216169) ja kitse anti-FOXP2 (1 : 400, Everest Biotech, Cat#
EB05226, Lot # 160409).

Sekundaarsete antikehade lahjendused olid FITC AffiniPure kitse anti-kuulik (1 : 2000, Jackson
ImmunoResearch Lab., 711-095-152, RRID:AB_2315776). Rhodamine Red-X-AffiniPure
kGuliku anti-kitse (1 : 2000, Jackson ImmunoResearch Labs Cat# 305-297-003,
RRID:AB_2339496).

Histoloogilisteks analliisideks kasutati magnetresonantskuvamiseks 8-kuuseid (n =3 WT, n =
3 KO), 13-kuuseid (n =1 WT) ja 15-kuuseid (n =6 WT, n = 6 KO) isaseid, kokku 19 looma.

2.4 Invivo magnetresonantstomograafia

Rotid anesteseeriti isofluraaniga (1,5-2,5% isofluraani 1,51/min meditsiinilises hapnikus) ja
hoiti soojendatud loomapadjal kogu magnetresonantsi (MR) protseduuri véltel. Koik
skaneeringud viidi l&bi 9,4 T Bruker BioSpec 94/24 USR-i slisteemiga, mis oli thendatud 1H
tsirkulaarse polariseeritud transiiverméhise ja ParaVision 6.0.1® tarkvaraga (Bruker BioSpin
Group, Bruker Corporations, Germany). Hingamissagedust ja temperatuuri jalgiti, kasutades
vastavalt hingamispatja ja rektaalsondi (SA Instruments Inc., Stony Brook, USA).
Hingamissagedus hoiti vahemikus 35-70 hingamist minutis. Enne I8plikku skaneeringut viidi
labi kaks eri orientatsioonis pilootskaneeringut, et panna paika looma asend ja tuvastada
anatoomilised pidepunktid. Loplik T2-kaalutud Turbo RARE sekvents viidi labi jargnevate
parameetritega: kordusaeg (ingl repetition time, TR) 6803 ms, kaja aeg (ingl echo time, TE) 33
ms, poordnurk (ingl filip angle) 90 kraadi, keskmiste arv 5, kuvamismaatriks 320 x 320 x 65,

ruumiline resolutsioon 0,16 x 0,16 x 0,5 mm.

Ruumalad segmenteeris manuaalselt genotiitpide suhtes pimestatud vaatleja, kasutades ITK-

SNAP tarkvara (V3.6.0) (Yushkevich et al., 2006). Piklikaju jaoks algas segmenteerimine peale
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inferior colliculus’t ning I16ppes véikeaju 16pus, umbes bregma tasemel —9,48 kuni —15,48 mm
(Paxinos ja Watson, 2014).

Magnetresonantskuvamiseks kasutati 8-kuuseid (n = 6 WT, n = 6 KO) ja 15-kuuseid (n = 6
WT, n =7 KO) isaseid ning 15-kuuseid emaseid (n =5 WT, n = 10 KO), kokku segmenteeriti

40 looma aju.

2.5 Kuvantitatiivne reaalaja PCR

Katseloomad surmati dekapiteerimise teel, ajud dissekteeriti, eemaldati piklikaju, mis kiilmutati
kohe vedelas lammastikus ja hoiti kuni edasiste analtitisideni —80 °C juures. RNA eraldamiseks
kasutati Trizol® Reagenti (Invitrogen, USA) vastavalt tootja protokollile ning saadud RNA
konsentratsioon mdddeti spektrofotomeetriga Nanodrop ND1000. Seejérel lagundati genoomne
DNA RNA lahusest, kasutades DNase | (Thermo Scientific DNase 1) vastavalt tootja
protokollile. cDNA siinteesimiseks kasutati heksameerseid oligonukleotiide ja SuperScript™
Il poordtrankriptaasi (Invitrogen, USA) vastavalt tootja protokollile. 10 pl reaktsiooni kohta
voeti 1 ul (50 pg/ml) heksameerset praimerit (Applied Biosystems) ja 1 ul 10 mM dNTP segu
(Thermo Scientific, #R0186). Kvantitatiivse reaalaja PCR-i tegemiseks kasutati QuantStudio
12K Flex Real-Time PCR-i siisteemi masinat (PE Applied Biosystems, USA) ja QuantStudio
12K Flex v1.2.2 tarkvara. Kasutatud praimerite/sondide jérjestused on toodud tabelis 1.
Kontroll-geenina kasutati hlipoksantiin-guaniin fosforibosultransferaasi (Hprt), mida on
naidatud kui kdige efektiivsemalt ja stabiilsemalt ekspresseeruvat geeni (Raud et al., 2009).
Kdik reaktsioonid tehti kolmes korduses. Kdikide reaktsioonide 16ppmaht oli 10 ul, kasutades
0,5 ug cDNA-d. Ekspressiooni analttsimiseks kasutati 2-*A“T meetodit (Livak ja Schmittgen,
2001).

Geeniekspressiooni analtiisideks kasutati 3-kuuseid (n =8 WT, n = 8 KO) ja 6-kuuseid (n =8
WT, n = 10 KO) isaseid loomi, kokku 34 looma.

Tabel 1. RT-PCR-i reaktsioonis kasutatud Tagmani praimer/sondid

Geen Assay ID Tootja

Grp78 | Tagman Assay Rn00565250_m1 Thermo Fisher Scientific
Chop Tagman Assay Rn00492098 gl Thermo Fisher Scientific
Hprtl Tagman Assay Rn01527840_m1 Thermo Fisher Scientific
Foxp2 | Tagman Assay Rn01456150_m1 Thermo Fisher Scientific
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2.6  Andmete analtis

Selle t60 andmed on esitatud kujul keskmine = SEM ja on vorreldud kahesuunalise
dispersioonanaliitisiga (ingl analysis of variance, ANOVA), kasutades vastavalt olukorrale
korratud vOi téiesti randomeeritud ANOVA-t. Jargnesid Fisheri LSD post-hoc-testid.
Graafikute loomiseks kasutati GraphPad Prismi versioon 5 tarkvara (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA.). p-vaartus < 0,05 loeti statistiliselt oluliseks.
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2.7 Tulemused

2.7.1 Piklikaju ruumala on vahenenud Wfsl1-ex5-K0O232 rotil

8-kuuste isaste in vivo magnetresonantstomograafia (MRT) kvantitatiivne analiiis néitas, et
Wifs1-ex5-K0232 rottide ja WT-pesakonnakaaslaste vahel ei esinenud uuritavas vanuses
erinevusi. 15-kuuste isaste MR-kuvamise kvantitatiivne analliis nditas, et piklikaju
koguruumala oli Wfsl-ex5-K0232 rottidel vahenenud, kuigi see ei joudnud statistilise
erinevuseni (joonis 3 A). (F (1, 143) = 4,08, p = 0,0684, ns (genotlup)). Labiviidud Fisheri
LSD post-hoc-test néitas aga, et piklikaju ruumala 16igu kohta on vaiksem 15 kuustel Wfs1-
ex5-K0232 rottidel, vorreldes WT-loomadega (joonis 3 D). Lisaks oli 15-kuustel Wfs1-ex5-
K0232 rottidel ekstraparenhiimaalse ala (EPA) ruumala piklikaju tmber suurenenud, vorreldes
WT-loomadega (joonis 3 B) (F (1, 21) = 5,57, p < 0,05 (genotiip); F (1, 21) = 5,4, p < 0,05
(vanus); F (1, 21) = 8,003, p < 0,01 (genottup x vanus)). Lisaks oli ka 15-kuustel isastel Wfs1-
ex5-K0232 rottidel ekstraparenhiimaalse ala ruumala 16igu kohta vahenenud, vorreldes WT-
loomadega (joonis 3 D) (F (1, 143) = 29,76, p < 0,001 (genotiilip); F (11, 143) = 32,035, p <
0,0001 (18ik); F (11, 143) = 2,305, p < 0,05 (genotidp x 18ik)). MR-kuvamise kvantitatiivne
analliis nditas, et 15-kuuste emaste piklikaju koguruumala oli Wfsl-ex5-K0232 rottidel
vahenenud (joonis 4 B). (F (1, 6) = 8,888, p < 0,05 (genotiip)). Fisheri LSD post-hoc-test néitas
lisaks, et piklikaju ruumala I6igu kohta on véiksem Wfs1-ex5-K0232 rottidel, vdrreldes WT-
loomadega (joonis 4 A). In vivo MRT kvantitatiivne analiitis nditas 15-kuustel Wfsl-ex5-
KO232 emas- ja isasloomadel kdige intensiivsemat piklikaju ruumala vahenemist ja
ekstraparenhiimaalse ala ruumala suurenemist just oliivtuumade tasandis (bregma —12,00 kuni
—14,76 mm) (joonis 3 C ja D, joonis 4 A ja C). Et paremini visualiseerida toimunud muutusi,
on nii 8- ja 15-kuustel isasloomadel kui ka 15-kuustel emasloomadel MRT kujutis v6etud just
seitsmendalt 18igult (joonis 3 E-H, joonis 4 E ja F), mis on oliivtuumade alguspunkt (bregma —
12,00 mm). 8-kuustel isasloomadel ei esinenud 7. 16igul visuaalseid erinevusi genotlupide
vahel (joonis 3 E ja F). 15-kuustel isasloomadel on kujutiselt ndha silmnéhtav erinevus Wfs1-
ex5-K0232 ja WT-pesakonnakaaslaste vahel (joonis 3 G ja H). Sarnane on olukord ka 15-
kuuste emasloomadega, kelle piklikaju seitsmendal 16igul on ruumala 18igu kohta né&htavalt

vahenenud ning ekstraparenhiimaalse ala ruumala I6igu kohta suurenenud (joonis 4 A, C ja F).
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Joonis 3. Isasloomade kvantitatiivne piklikaju MR-kuvamise analtius. Piklikaju segmenteeris manuaalselt T2

kujutistelt genotulipide suhtes pimestatud vaatleja, kasutades ITK-SNAP-i tarkvara. Struktuuride ruumalad on

mdoddetud

I6igu kohta bregma vahemikus umbes -9,48 kuni -15,48. Piklikaju kogu ruumala (A),

ekstraparenhiimaalse ala ruumala (B). Piklikaju ruumala 18igu kohta 8-kuustel (C) ja 15-kuustel (D) rottidel.

Alumine pidevjoon néitab oliivtuumade lokalisatsiooni ventraalses piklikajus (OT, bregma —12,00 kuni —14,76
mm). Isaste WT- ja Wfs1-ex5-K0232 rottide T2 kaalutud MR kuvandid 7. 18igul (bregma —12,63 mm) (E-H). 8-
kuustel pole olulisi muutusi piklikajus (E, F), seevastu 15-kuustel Wfs1-ex5-K0232 rottidel on piklikaju ruumala

vaiksem, ventraalne pind (valge noolepea) rohkem ndgus ning EPA on imber piklikaju suurenenud, vorreldes WT

loomadega (G, H). Andmeid vdrreldi, kasutades kahesuunalist ANOVA-t, millele jargnes Fisheri LSD test, * p <

0,05 ** p < 0,01 genotiilipide vahel. Andmed on esitatud keskmine £ SEM, kasutati 8-kuuseid (n =6 WT, n=6
KO) ja 15-kuuseid (n = 6 WT, n = 7 KO) isaseid.
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Joonis 4. 15-kuuste emasloomade kvantitatiivne piklikaju MR-kuvamise analtius. Piklikaju segmenteeris
manuaalselt T2 kujutistelt genotiilipide suhtes pimestatud vaatleja, kasutades ITK-SNAP-i tarkvara. Struktuuride
ruumalad on mdddetud 16igu kohta bregma vahemikus —9,48 kuni —15,48. Piklikaju ruumala 18igu kohta (A),
piklikaju kogu ruumala (B), ekstraparenhimaalse ala (EPA) ruumala I8igu kohta (C), ekstraparenhumaalse ala
ruumala (D). Alumine pidevjoon néitab oliivtuumade lokalisatsiooni ventraalses piklikajus (OT, bregma —-12,00
kuni —14,76 mm). Emaste WT- ja Wfs1-ex5-K0232 rottide T2 kaalutud magnetresonantskuvandid (E, F). MR-
kujutised on vdetud oliivtuumade tasemelt (umbes bregma —12,63 mm). 15-kuustel Wfs1-ex5-K0232 on piklikaju
ruumala vaiksem ja ekstraparenhiimaalne ala on suurenenud Umber piklikaju, vGrreldes metsiktltpi loomadega.
Andmeid vorreldi, kasutades kahesuunalist ANOVA-t, millele jargnes Fisheri LSD test, * p < 0,05 ** p < 0,01
genotiitpide vahel. Andmed on esitatud keskmine £ SEM (n =5 WT, n = 10 KO).
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2.7.2 WEFS1 valk on ekspresseeritud ajuttives

Piklikaju immunohistoloogiline analtius naitas WFS1 valgu lokalisatsiooni nii 8-kuuste kui 15-
kuuste rottide aju lineaartuumas ja oliivtuumades. 8-kuustel Wfs1-ex5-K0232 rottidel oli Wfsl
varvingu intensiivsus madalam kui WT-pesakonnakaaslastel (joonis 7 A), samuti oli 15-kuustel
Wifs1-ex5-K0232 rottidel WFS1 varvingu intensiivsus madalam kui WT-pesakonnakaaslastel,
sealjuures 15-kuustel loomadel oli genotiiupide vaheline erinevus suurem kui 8-kuustel (joonis
7 C ja D; joonis 8 A ja B). Immunohistoloogia reaktsioon viidi koikide vanuse- ja
genotliubigruppidega labi paralleelselt samades tingimustes, samuti on pildistamiseks

kasutatud sama resolutsiooni ja sdriaega.

WT Wfs1ex5K0232

8 kuud

15 kuud

Joonis 7. WFS1 valgu lokalisatsioon 8- ja 15-kuuste isaste rottide piklikajus. Piklikaju koronaallGigud
oliivtuumade tasemel (bregma —12,60), mis on vérvitud killiku anti-WFS1 antikehaga. WFS1 paikneb peamiselt
lineaartuumas (Li) ja oliivtuumades (OT) (A-D). WFS1 vérvingus ei esinenud 8 kuustel genotiibivahelisi

erinevusi (A, B) WFS1 vérving on védhem intensiivne 15-kuustel Wfs1-ex5-K0232 rottidel (D) vdrreldes WT-ga
©.
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Wfs1ex5K0232

Joonis 8. WFS1 valgu lokalisatsioon 15-kuuste isaste rottide piklikajus. Piklikaju koronaalldigud oliivtuumade
tasemel (bregma —12,60), mis on vérvitud Kitse anti-WFS1 antikehaga. WFS1 paikneb peamiselt lineaartuumas
(Li) ja oliivtuumades (OT) (A, B). WFS1 vérving on vahem intensiivne 15-kuustel Wfs1-ex5-K0232 rottidel (B)
vorreldes WT-ga (A).

2.7.3 'WFSL1 valk on ekspresseeritud oliivtuumade neuronites

Selleks, et vélja selgitada, millistes oliivtuumade rakkudes on WFS1 ekspresseeritud, viidi labi
FOXP2 varving. Oliivtuumade immunohistoloogiline analtitis nditas WFS1 lokalisatsiooni
FOXP?2 positiivsetes neuronites (joonis 9). See on esmakordne, kui ndidatakse WFS1 ja FOXP2

koekspressiooni oliivtuumades.
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Joonis 9. WFS1 ja FOXP2 lokalisatsioon 13-kuuse isase roti piklikaju oliivtuumades. Piklikaju koronaalligud

oliivtuumade tasemel (bregma —12,60), mis on vérvitud killiku anti-WFS1 antikehaga ning kitse anti-FOXP2
antikehaga ning DNA vérving DAPI-ga (A-C). WFS1 ja FOXP2 vérving on oliivtuuma spetsiifiline (A).
Suurendatud pilt paneelil A nadatud punasest ristkilikust erinevate filtritega (B, C). WFS1 paiknemine
oliivtuumade rakkude tsutosoolis, kus WFS1 on roheline ja DAPI sinine (B). WFS1 (roheline) paikneb eranditult

FOXP2 (punane) positiivsetes oliivtuumade (OT) neuronites, nooltega on viidatud vaid mdnele neuronile, et
véltida segadust (C).
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2.7.4 Wrfsl ja Foxp2 mRNA ekspressioon ventraalses piklikajus

Selleks, et kvantifitseerida 3- ja 6-kuuste Wfsl-ex5-K0O232 rottide Wfsl ja Foxp2 mRNA
ekspressiooni ventraalses piklikajus, viidi l8bi kvantitatiivne reaalaja PCR piklikaju
oliivtuumades. Tulemustest selgus, et 3-kuuste Wfs1-ex5-K0232 rottide Foxp2 mRNA tase ei
erinenud WT-loomade omast (F (1, 7) = 0,08, p = 0,791, ns (genotlup)) (joonis 10 B), kuid 6-
kuuste Wfs1-ex5-K0232 rottidel oli Foxp2 ekspressioonitase véahenenud (F (1, 7) = 6,07, p =<
0,05 (genotiip)) (joonis 10 B). Seevastu Wfsl ekspressioon jai ajas muutumatuks (joonis 10
A).

A Wis1 B Foxp2
1.5 2.0
S N - W
.g .g Bl Wfs1-ex5-KO232
S 1.0 o
o Q
(/)] (7]
=0 4
@ [}
£ 05 E
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Joonis 10. Wfsl ja Foxp2 mRNA ekspressioon 3- ja 6-kuuste Wfsl-ex5-K0232 ja WT-rottide ventraalses
piklikajus. Wfsl ekspressioon ei erinenud genotulpide vahel 3-kuustel ja 6- kuustel rottidel (A). 3-kuustel rottidel
ei esinenud genotulbivahelisi erinevusi, kuid 6- kuustel Wfs1-ex5-K0232 rottidel oli Foxp2 ekspressioonitase
vahenenud (B). Andmeid vorreldi, kasutades kahesuunalist ANOVA-t, millele jargnes Fisheri LSD test, * p < 0,05
** n < 0,01 genotulipide vahel. Andmed on esitatud keskmine + SEM, n = 8 kuni 10 grupi kohta.

29



2.7.5 Ventraalses piklikajus esineb ER-i stress

Selleks, et naha, kas Wfsl-ex5-K0O232 rottide piklikaju neurodegeneratsioon voib olla
pohjustatud neuronaalsest ER-i stressist, viidi labi kvantitatiivne reaalaja PCR ER-i stressi
markerite Chop-i ja Grp78-ga. Tulemustest selgus, et 3-kuustel rottidel ei esinenud
genotlubivahelisi erinevusi Chop (F (1, 6) = 0,02, p = 0,882 (genotiiip)), Grp78 (F (1, 7) =
0,589, p = 0,589 (genotiiup)) (joonis 11 A ja B). 6-kuustel Wfs1-ex5-K0232 rottidel on Grp78
ekspressiooni tase tdusnud, vorreldes WT-loomadega (F (1, 7) = 22,55, p = < 0,01 (genotulp))
(joonis 11A. Samuti on Chopi ekspressiooni tase tdusnud, kuid pole statistiliselt oluline (F (1,
7) = 2,27, p = 0,175, ns (genotlip)) (joonis 11 B). Tulemused néitavad, et Wfs1-ex5-K0232

rottidel on piklikaju ventraalses osas paiknevates neuronites tekkinud 6. elukuuks ER-i stress.

A B

Grp78 Chop

1.5-
 WT

Bl Wifs1-ex5-KO232

Suhteline ekspressioon
Suhteline ekspressioon

3 7 3 7

Vanus, kuudes Vanus, kuudes

Joonis 11. ER-i stressi markerite Chopi ja Grp78 mRNA ekspressioon 3- ja 6-kuuste Wfsl-ex5-K0232 ja
WT-rottide ventraalses piklikajus. 3-kuustel rottidel ei esinenud genotiitibivahelisi erinevusi, kuid 6-kuustel
Wifs1-ex5-K0232 rottidel oli Grp78 ekspressioonitase tdusnud (A). Chopi ekspressioon ei erinenud genotlilpide
ja vanuse vahel (B). Andmeid vdrreldi, kasutades kahesuunalist ANOVA-t, millele jargnes Fisheri LSD test, * p
< 0,05 ** p < 0,01 genotulipide vahel. Andmed on esitatud keskmine + SEM, n = 8 kuni 10 grupi kohta.
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ARUTELU

T60 eesmark oli kirjeldada WFS1-puuduliku roti vBimalikku neurodegeneratsiooni piklikajus.
Toos kasutati esmakordselt Wfs1-ex5-K0O232 rottidel in vivo MRT uuringut ning tulemuste
kvantitatiivne analuls néitas 15-kuustel Wfsl-ex5-K0232 emas- ja isasloomadel kdige
intensiivsemat piklikaju ruumala vahenemist ja ekstraparenhiimaalse ala ruumala suurenemist
just oliivtuumade tasandis, vorreldes WT-loomadega (bregma —12,00 kuni —14,76 mm) (joonis
3 C ja D, joonis 4 A ja C), mida vdib seostada antud piirkonna neurodegeneratsiooniga. 15-
kuuste isaste piklikaju koguruumala oli Wfsl-ex5-KO232 rottidel véahenenud,
ekstraparenhiimaalse ala (EPA) ruumala piklikaju Gmber oli suurenenud (joonis 3 A ja B) ning
ventraalne piklikaju rohkem ndégus (joonis 3 H) vdrreldes WT-loomadega. Sarnaselt
isasloomadega oli ka 15-kuuste emaste piklikaju koguruumala Wfsl-ex5-K0232 rottidel
vahenenud (joonis 4 B). Isas- ja emasloomade neurodegeneratsioon néib olevat ldjoontes
sarnane. To0 tulemused kattuvad labiviidud inimuuringutega, kus WS-i patsientidel on aju MR-
kuvamisega néaidatud ajutives piklikaju ja ajusilla, vaikeaju ja optilise narvi ruumala
vahenemist. Sealjuures polnud ka uuritud patsientidel soost tingitud erinevusi(Hardy et al.,
1999, Hilson et al., 2009, Hershey et al., 2012, Lugar et al., 2016). Lisaks on mitme WS-i
patsiendi post mortem’i makroskoopilise uuringuga naidatud ulatuslikku nii optilise nérvi,
kiasmi ja trakti kui ka piklikaju, ajusilla ning véikeaju atroofiat (Barrett et al., 1997, Hilson et
al., 2009). Sellest vdib jareldada, et kliinilistes uuringutes leitud WS-i patsientidel esinevad
muutused kattuvad siinses t00s uuritud Wfsl-ex5-K0232 rottide tulemustega. Lisaks
inimuuringutele on ka Wfs1 KO-hiire ex vivo MR-kuvamisega naidatud, et ka Wfs1 KO-hiirtel
esineb ajutiive ruumala véhenemine (Cagalinec et al., 2016). See kattub Wfs1-ex5-K0232
rottide uuringu tulemusega, kuid siinse t66 uudsus seisneb selles, et kasutati esmakordselt in
vivo MR-kuvamist, mis on loommudelil neurodegeneratsiooni hindamiseks mitteinvasiivne
meetod. In vivo uuring vBimaldab mdatmisi korduvalt 1&bi viia ning vahendab loomade arvu
katses. Ajutiive degeneratsioonist pdhjustatud piklikaju ruumala véhenemine vdib pdhjustada
rottidel hingamiskeskuse aktiivsuse langemist. See vdib olla pdhjus, miks vanemad Wfs1-ex5-
K0O232 rotid vajasid MR-kuvamise ajal vdiksemas kontsentratsioonis isofluraani normaalse
hingamissageduse sailitamiseks. Samuti v@ib piklikaju degeneratsioon p6hjustada
neelamisrefleksi kadu, mis vdib seletada asjaolu, et paljud vanemad Wfs1-ex5-K0232 rotid
vajasid hammaste I6ikamist, kuid WT-loomadel ei esinenud sarnast nahtust. WS-i patsientidel
on kirjeldatud duisfaagiat (Zmyslowska et al., 2014, Urano, 2016) ning hammaste I8ikamise

vajadus vOib rottidel olla sarnase probleemi indikaator. Ajutiive funktsionaalsus on nii rotil kui

31



ka inimesel hdiritud ning kindlasti tuleks labi viia edasisi uuringuid, et hinnata ajutlive
funktsiooni Wfs1-ex5-K0O232 rottidel.

Selleks, et tdpsemalt uurida WFS1 lokalisatsiooni piklikajus, viidi 1abi Wfs1-ex5-K0232 ja
WT-loomade ajuttive immunohistoloogiline anallius, millest selgus, et WFS1 on lokaliseeritud
piklikaju lineaartuumas ja oliivtuumades (joonis 7 ja 8). Lisaks v6is naha ndrka WFS1 varvingu
intensiivsuse langust ja 15-kuustel Wfsl-ex5-K0232 rottidel, vorreldes WT-loomadega.
Antikeha reaktsiooni voib pidada spetsiifiliseks, kuna nii kiuliku anti-WFS1 antikeha varving
(oonis 7) kui ka kitse anti-WFS1 antikeha vérving (joonis 8) nditavad sama
ekspressioonimustrit. WFS1 lokalisatsioon roti oliivtuumades on sarnane varem Kkirjeldatud
WFS1 ekspressioonimustriga hiire piklikajus, kus hiirtel naidati WFS1 ekspressiooni pea kdigis
ajutlive sensoorsetes ja motoorsetes tuumades, sh mediaalses ja lateraalses vestibulaartuumas,
retikulaarses formatsioonis ning oliivtuumades (Luuk et al., 2008). Rottide
immunohistoloogilise uuringu tulemusena leiti, et Wfsl-ex5-K0232 rottide piklikaju
oliivtuumade tasandis esineb arvatavasti WFS1 positiivsete rakkude kadu, millest omakorda
vOib olla tingitud ka piklikaju ruumala véhenemine Wfs1-ex5-K0232 rottidel. Neuronite kadu
ja glioosi on nédidatud ka WS-i patsiendi post mortem’i uuringus mediaalses vestubulaartuumas,

piklikaju retikulaarses formatsioonis, ventraalses ajusillas ja oliivtuumades.

Selgitamaks vélja, millistes oliivtuumade rakkudes WFS1 paikneb, viidi t66s 1abi WFS1 ja
FOXP2 immunohistoloogia koekspressiooni analliis ning selgus, et WFS1 néib olevat
ekspresseeritud eranditult FOXP2 positiivsetes neuronites (joonis 9). Esmakordselt kirjeldati
WFS1 paiknemist oliivtuumade neuronites ning tdpsemalt FOXP2 positiivsetes neuronites,
seega saab FOXP2 kasutada neurodegeneratsiooni molekulaarse markerina uuritava roti

loommudelis ja vOib-olla ka laialdasemalt.

On laialdaselt ndidatud, et WFS1-puudulikkus pdhjustab pankrease beeta-rakkudes ER-i stressi
ja hilisemat rakusurma, kuid vdhem on uuritud WFS1-puudulikkusest tingitud ER-i stressi
tekkimist neuronites (Fonseca et al., 2005, Fonseca et al., 2010, Cagalinec et al., 2016). T60
eesmark oli uurida piklikaju neurodegeneratsiooni vBimalikke tagamaid ning selleks kasutati
kvantitatiivset reaalaja PCR-i, et vaadata ER-i stressi markerite Chopi ja Grp78 ekspressiooni
3- ja 6-kuuste Wfsl-ex5-K0232 ning WT-rottide ventraalses piklikajus. Labiviidud katsete
tulemused naitasid, et 3-kuustel rottidel ei esinenud genotiilibivahelisi erinevusi (joonis 11 A ja
B). 6-kuustel Wfs1-ex5-K0232 rottidel on Grp78 ekspressiooni tase tdusnud (joonis 11 A),
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vorreldes WT-loomadega, lisaks on ka Chopi ekspressiooni tase tdusnud, kuid muutus polnud
statistiliselt oluline (joonis 11 B). Tulemused néitavad, et Wfs1-ex5-K0O232 rottidel on tekkinud
6. elukuuks oliivtuumade rakkudes ER-i stress. Samuti on eelnevalt kirjanduses néidatud ATF®6,
ATF4 ja XBP1 tdusust tingitud ER-i stressi tekkimist neuronaalses rakukultuuris tulenevalt
WFS1-puudulikkusest (Cagalinec et al., 2016). ER-i stressist p&hjustatud apoptoosist vaib
tuleneda neuronite kadu oliivtuumades, mis vOib selgitada ka FOXP2 ekspressioonitaseme
langust 6-kuustel loomadel. Tulemused kinnitavad, et sarnaselt pankrease beeta rakkudele on

ka neuronites suurenenud ER stress WS-ga kaasneva rakusurma pohjuseks.

Vordlemaks kvantitatiivselt 3- ja 6-kuuste Wfsl-ex5-K0232 ja WT-loomade Foxp2 mRNA
ekspressioonitaset, viidi l&bi kvantitatiivne reaalaja PCR ventraalses piklikajus ning selgus, et
3-kuuste Wfs1-ex5-K0232 rottide Foxp2 mRNA tase ei erinenud WT-loomade omast, kuid 6-
kuustel Wfs1-ex5-K0232 rottidel oli Foxp2 ekspressioonitase vahenenud (joonis 10 B). Foxp2
ekspressiooni vahenemine vdib olla tingitud FOXP2 positiivsete neuronite degeneratsioonist
vOi vastusena ER stressile on selle geeni ekspressioon vahenenud nendes rakkudes. Kuna Wfs1
ekspressiooni tase ei ole muutunud ja ER-i stressi tase on suurenenud, v6ib ka teine variant olla
tbene. Seega on vaja tdiendavat uuringut, et vélja selgitada Wfsl mutantsete loomade
vananemisega kaasnevaid muutusi FOXP2 positiivsetes neuronites. FOXP2 positiivsete
neuronite kadu vOib pOhjustada Wfsl-ex5-K0232 rottidel nii motoorika kui ka vokaalse

kommunikatsiooni haireid, mis vajavad kindlasti edaspidiseid uuringuid.

Toos leiti MRT immunohistoloogia ja geeniekspressiooni analiilisi kasutades, et Wfs1-ex5-
K0O232 rottidel esineb piklikaju ruumala vahenemine, millele eelneb ER-i stressi tdus selles aju
piirkonnas. Saadud t66 tulemused on mitmeti unikaalsed ning pdhijoontes kattuvad WS-i
patsientide kirjeldatud simptomitega. Seet6ttu loovad t66 tulemused aluse edaspidisteks
neurodegeneratsiooni uuringuteks WS-roti mudelis. See vdimaldab paremini mdista
neurodegeneratsiooni mehhanisme nii WS-i kui ka teiste neurodegeneratiivsete haiguste korral

ning valja té6tada ravimeetodeid.
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KOKKUVOTE

Selle t60 eesmérk oli kirjeldada WFS1-puudulikkusega roti piklikaju neurodegeneratsiooni.

T60s kasutati esmakordselt Wfs1-ex5-K0232 rottidel in vivo MRT uuringut ning tulemuste
kvantitatiivne analtilis nditas 15-kuustel Wfsl-ex5-K0232 emas- ja isasloomadel piklikaju
ruumala vahenemist ja ekstraparenhliimaalse ala ruumala suurenemist oliivtuumade tasandis.
Seda vOib pohjuslikult seostada antud piirkonna neurodegeneratsiooniga. TO6 tulemused
kattuvad WS-i patsientidel kirjeldatud piklikaju atroofiaga. Sellest vdib jareldada, et ajutlive
neurodegeneratsiooni muster ndib olevat Wfsl-ex5-K0232 rottidel ja WS-i patsientidel

sarnane.

Piklikaju  degeneratsiooni  molekulaarsel ~ tasemel  hindamiseks  l&bi  viidud
immunohistoloogiline analtls néitas WFS1 ekspressiooni piklikaju lineaartuumas ja
oliivtuumades, seejuures vois nédha nérka WFS1 varvingu intensiivsuse langust 15-kuustel
Wfs1-ex5-K0232 rottidel, vérreldes WT-loomadega. WFS1 lokalisatsioon roti oliivtuumades
on sarnane varem Kirjeldatud WFS1 ekspressiooniga hiire piklikaju oliivtuumades. Varasemlt
on kirjeldatud oliivtuumade neuronite kadu ja glioosi WS-i patsiendil, mis nditab, et

oliivtuumade degeneratsioon kaasneb WS-ga.

Jargnevas immunohistoloogilises uuringus selgus, et oliivtuumades ekspresseerub WFS1
eranditult FOXP2 positiivsetes neuronites. See on esmakordne, kui Kirjeldatakse WFS1 ja
FOXP2 kolokalisatsiooni oliivtuumade neuronites ning t66 tulemusena jareldati, et FOXP2
vOib olla potentsiaalseks WS-ga seotud neurodegenratsiooni molekulaarseks markeriks

piklikaju oliivtuumades.

Edasine ER-i stressi markerite mRNA tasemel uuring nditas ajast s6ltuvat ER-i stressi tekkimist
Wfs1-ex5-K0232 rottide ventraalses piklikajus, tdpsemalt oli 6-kuustel rottidel Grp78 tase
tbusnud, vorreldes WT loomadega. Ajutlives tekkivat ER-i stressi pole eelnevalt WS
loommudelis ndidatud. ER stressi téus eelneb ajutlive neurodegeneratsioonile, mis Kinnitab, et

suurenenud ER stress on WS-ga kaasneva rakusurma pdhjuseks.

3- ja 6-kuuste WT- ja Wfsl-ex5-KO232 loomade Wfsl ning Foxp2 mRNA kvantitatiivne
anallius néitas ajast soltuvat genotiiibivahelist muutust Foxp2 ekspressioonis. Nimelt esines 6-

kuustel Wfsl-ex5-K0232 loomadel Foxp2 ekspressioonitaseme langus, sealjuures jai Wfsl

34



ekspressioon ajas muutumatuks. Foxp2 langus vdib olla vastus tekkinud ER-i stressile vOi

alternatiivselt olla indikaator FOXP2 positiivsete neuronite kaole.

Vaatamata ulatuslikele uuringutele ei ole WS-ile seniajani ravi leitud. Praegu piirdub ravi
diabeedi sumptomite kontrollimisega, kuid kahjuks ei peata see neurodegeneratiivseid
protsesse, mis tekitavad patsientidele enim komplikatsioone. T66 tulemused loovad aluse
edaspidisteks neurodegeneratsiooni uuringuteks WS-i roti mudelis, mis on vajalikud uute
ravistrateegiate valjatootamiseks. Lisaks on edaspidistes uuringutes oluline vdimalike
biomarkerite leidmine WS-i varajaseks diagnoosimiseks ja ravimi toime efektiivsuse

hindamiseks.
T60 pdhitulemused:

1. 15-kuustel Wfsl-ex5-K0O232 emas- ja isasloomadel on piklikaju ruumala
vahenenud ja ekstraparenhiimaalse ala ruumala suurenenud oliivtuumade
tasandis.

2. WEFS1 ekspresseerub piklikaju lineaartuumas ja oliivtuumades.

3. 8- ja 15-kuustel Wfsl-ex5-KO232 rottidel esineb nérk WFS1 valgu
ekspressiooni intensiivsuse langus.

4. Piklikaju oliivtuumades lokaliseerub WFS1 eranditult FOXP2 positiivsetes
neuronites.

5. FOXP2 saab  kasutada  potentsiaalselt  piklikaju  oliivtuumade
neurodegeneratsiooni molekulaarse markerina.

6. 6. elukuuks on Wfs1-ex5-K0232 rottidel ventraalses piklikajus valja kujunenud
ER-i stress.

7. Wfsl-ex5-K0232 loomadel esines vanusest sdltuv Foxp2 ekspressioonitaseme

langus.
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Characterization of medulla neurodegeneration in Wfs1 deficient rats
Kadri Seppa

Purpose: Neurodegenerative diseases are multifactorial disorders of the nervous system,
affecting about 30 million people worldwide (Sheikh et al., 2013). Wolfram syndrome (WS) is
a rare neurodegenerative disorder, which is caused by biallelic mutations of the WFS1 gene and
characterized by diabetes mellitus, diabetes insipidus, optic nerve atrophy, hearing loss and
neurodegeneration of the brainstem and many other complications (Barrett et al., 1995, Barrett
and Bundey, 1997, Inoue et al., 1998). Currently, there is no cure for WS and death usually
occurs by respiratory failure due to brainstem atrophy (Urano, 2016). Since previous studies
have mainly focused on investigation of diabetes mellitus, the aim of the present study was to

examine neurodegeneration of medulla in Wfs1 deficient rats.

Methods: This study used in vivo magnetic resonance imaging, immunohistochemistry, and

gene expression methods to characterize neurodegeneration in 93 rat brains.

Results: T2-weighted in vivo MRI analysis at the level of the inferior olive revealed no
difference in medulla between male Wfs1-ex5-K0232 rats and WT littermates at the age of 8
months. At the age of 15 months a decrease in volume of the medulla and an increase in volume
of extraparenchymal space was shown in male and female Wfs1-ex5-K0232 rats compared with

wild-type animals, which may be causally associated with neurodegeneration of this region.

Immuno-histological analysis of the brainstem showed WFS1 expression in the linear nucleus
and inferior olive within the medulla of the rat. Moreover, WFSL1 staining is decreased in the

inferior olive of Wfs1-ex5-K0232 rats at the age of 15 months.

The following immuno-histological analysis of the inferior olive revealed that Wfsl is
expressed exclusively in all FOXP2 positive neurons. Colocalization of WFS1 and FOXP2 in
inferior olive was shown for the first time and it was suggested that FOXP2 can be used as

molecular marker of neurodegeneration in this animal model.

Further study at mRNA level demonstrated time-dependent neuronal ER stress in inferior olive
of Wfsl-ex5-K0232 rats. At the age of 6 months ER stress marker Grp78 showed increased
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level compared to WT animals. Brain specific Grp78-induced ER Stress was previously not

described in WFS1 deficient animal models.

Quantitative analysis of mMRNA demonstrated a time-dependent change of Foxp2 between
genotypes, namely, at the age of 6 months Wfs1-ex5-K0232 rats showed decreased expression
level of Foxp2 although Wfs1 expression remained unchanged. Decreased expression of Foxp2

can be result of ER stress response, or alternatively, serve as an indicator of neuronal loss.

Conclusion: The pattern of neurodegeneration of the medulla appears to be similar in the WFS1
deficient rats and in human WS patients. Therefore, Wfs1-ex5-K0232 rats can be a valuable
new model to study the molecular mechanism and treatment options for neurodegeneration
accompanying Wolfram syndrome. The resulting knowledge could later be applied to improve

the quality of life for WS patients.
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