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Katioonpumpade uurimine Wfsl-puudulikkusega hiirte siidames ja neerudes

Liihikokkuvéte: Wolframi siindroom on autosomaalne retsessiivne neurodegeneratiivne
haigus, mida pdhjustavad mutatsioonid volframiini kodeerivas WFS1 geenis. Haigusele on
iseloomulikud magediabeet, tiilip I suhkrudiabeet, ndgemisnarvi atroofia ja kurtus. Volframiin
on transmembraanne endoplasmaatilises retiikulumis paiknev gliikoproteiin. On niidatud
volframiini interaktsiooni Na*/K*-ATPaasi B: alaiihikuga ning arvatakse, et volframiin on
vajalik naatriumpumba alaiihikute kokkupanekuks ja stabiilsuse tagamiseks. Lisaks osaleb
volframiin kaltsiumi taseme regulatsioonis rakus, olles sarko/endoplasmaatilise retiikulumi
Ca2*-ATPaasi (SERCA) negatiivne regulaator. Kiesolevas tods uurisime Na*/K*-ATPaasi ja
SERCA alaiihikute valgu tasemeid Wfs1-puudulikkusega hiirte siidames ja neerudes. Leidsime,
et osade naatriumpumba alaiihikute valgu tasemed on Wfs1-puudulikkusega hiirte siidames ja
neerudes muutunud vorreldes metsiktiitipi hiirtega. Need tulemused aitavad paremini seletada

Wolframi siindroomiga patsientidel esinevaid hédireid siidame ja neerude normaalses t60s.

Mirksonad: Na'/K*-ATPaas, sarko/endoplasmaatilise retiikulumi Ca?*-ATPaas, volframiin,

Wolframi siindroom, Wfs1-puudulikkusega hiir
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Study of cation pumps in the hearts and kidneys of Wfs1-deficient mice

Abstract: Wolfram syndrome is an autosomal recessive neurodegenerative disorder caused by
mutations in the WFS1 gene. It is associated with diabetes mellitus, diabetes insipidus, optic
atrophy and deafness. WFS1 encodes an endoplasmic reticulum (ER)-resident transmembrane
glycoprotein called wolframin. Wolframin is a molecular partner of sodium-potassium ATPase
B1 subunit and it is necessary for the stability and assembly of sodium-pump subunits.
Wolframin is also involved in calcium homeostasis. Wolframin is the molecular partner of
sarco/endoplasmic reticulum Ca®*-ATPase and it negatively regulates its expression. In this
study we investigated the protein levels of both Na*/K*-ATPase and SERCA in the hearts and
kidneys of Wfsl-deficient mice and found that the protein levels of some sodium-pump
subunits are altered in the hearts and kidneys of Wfsl-deficient mice. These results might
explain the heart failure and kidney problems observed in Wolfram syndrome patients.

Keywords: Na*/K*-ATPase, sarco/endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase, wolframin, Wolfram

syndrome, Wfsl-deficient mice
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SISSEJUHATUS

Wolframi siindroom on autosomaalne retsessiivne pdrilik haigus, mida pohjustavad
mutatsioonid volframiini valku kodeerivas WFS1 geenis. Siindroomile iseloomulikeks
tunnusteks on suhkrudiabeet, magediabeet, nigemisnarvi atroofia, kurtus, hiired kusetrakti
normaalses t60s ning erinevad psiihhiaatrilised haigused (Barrett et al., 1995). Arvatakse, et
heterosiigootseid defektse alleeli kandjaid on populatsioonis umbes 1% ning neil on néidatud
26 korda suuremat riski haigestuda psiihhiaatrilistesse haigustesse. Uuringud on néidanud, et
tihti esinevad neil raskekujuline depressioon, psiihhoos, kalduvus enesetapule, meeleoluhdired

ning végivaldne kditumine (Swift ja Swift, 2000).

Na*/K*-ATPaas ehk naatriumpump on rakumembraanis paiknev ensiilim, mis on vdimeline
pumpama naatriumi ja kaaliumi ioone 1dbi plasmamembraani. Selle tulemusena luuakse
rakumembraanile elektrokeemiline potentsiaal (Lingrel ja Kuntzweiler, 1994). On niidatud, et
naatriumpumba P alaithik ning WFS1 valk interakteeruvad omavahel ning vdib oletada, et
WFS1 osaleb naatriumpumba kokkupanekul ja stabiilsuse tagamisel (Zatyka et al., 2008;
Fonseca et al., 2010).

Sarko/endoplasmaatilise  retiikulumi  Ca?*-ATPaas (SERCA) ehk kaltsiumpump on
sarko/endoplasmaatilises retiikulumis paiknev ensiiim, mille iilesandeks on pumbata
kaltsiumioone rakkude tsiitosoolist sarkoplasmaatilise retiikulumi luumenisse. Varasemalt on
ndidatud WFS1 ja SERCA omavahelist interaktsiooni ning arvatakse, et WFS1 toimib kui
SERCA negatiivne regulaator (Zatyka et al., 2015).

Oleme varasemalt uurinud naatriumpumba erinevate alaiihikute ekspressioone mRNA tasemel
Wfsl-puudulikkusega hiirte siidames ja neerudes ning leidnud sealt muutusi Wfsl-
puudulikkusega hiirtel vorreldes metsiktiilipi hiirtega. Sellest tulenevalt oli kidesoleva t66
eesmirgiks uurida Na'/K*-ATPaasi ja sarko/endoplasmaatilise retiikulumi Ca?*-ATPaasi
alatihikute valgu taset neerudes ja siidames homosiigootsetel ja heterosiigootsetel Wtsl-
puudulikkusega hiirtel vorreldes metsiktiitipi hiirtega, et vilja selgitada WFS1 mdju Na-
pumbale ja Ca-pumbale. Lisaks erinevate alatiilipide valgu muutustele vaatasime, kas
ATPaaside aktiivsus Wfsl-puudulikkusega hiirtel on muutunud, kuna pumba aktiivsus

kirjeldab koige paremini organismis toimuvaid fiisioloogilisi muutusi.

T66 koostati Tartu Ulikooli meditsiiniteaduste valdkonnas bio- ja siirdemeditsiini instituudis

flisioloogia osakonnas.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. WFS1 iseloomustamine

1.1.1. Wolframi siindroom

Wolframi siindroom (OMIM 222300) on haruldane neurodegeneratiivne héire, mida
pOhjustavad mutatsioonid volframiini kodeerivas WFS1 geenis (Barrett et al., 1995). On
kirjeldatud iile 100 erineva WFS1 mutatsiooni ning suurem osa neist asuvad geeni viimases ehk
kaheksandas eksonis (Hofmann et al., 2003). Sinna hulka kuuluvad raaminihkemutatsioonid,
insertsioonid, deletsioonid, nonsense ja missense mutatsioonid (Khanim et al., 2001). Erinevate
kirjeldatud mutatsioonide puhul pole leitud kindlat genotiilip-fenotiiiip suhet (Hardy et al.,
1999).

Esmakordselt kirjeldasid 1938. aastal Wolfram ja Wagener seda haigust kui juveniilset
suhkrudiabeeti koos tugeva ndgemise ndrgenemisega (Wolfram ja Wagener, 1938). Wolframi
stindroom maojutab kesknérvisiisteemi, perifeerseid nédrve ning neuroendokriinkudet. Haigusele
on iseloomulikud magediabeet (diabetes insipidus), tiitip I suhkrudiabeet (diabetes mellitus),
nidgemisnirvi atroofia ja kurtus, millest tuleneb siindroomi teine nimetus — DIDMOAD
(diabetes insipidus, diabetes mellitus, optic atrophy and deafness) (Khanim et al., 2001).
Magediabeedi (diabetes insipidus) puhul eristatakse kaht erinevat vormi. Neuroloogiline vorm
on tsentraalne ning seotud vasopressiini ehk antidiureetilise hormooni (ADH) vdhenenud
tootmisega hiipotaalamuses, renaalse puhul on aga pérsitud vee tagasiimendumine
neerutorukestes (Fenske ja Allolio, 2012). Ttiip I suhkrudiabeet (diabetes mellitus) on insuliin-
soltuv juveniilne diabeet, mille puhul on vidhenenud insuliini sekretsioon. On nididatud, et
insuliini tootvate pankrease p-rakkude ja neuronite hdvimine Wolframi siindroomiga

patsientidel voib olla seotud ER-stressiga, mis viib rakusurmani (Fonseca et al., 2010).

Wolframi siindroomi puhul on lisaks psiihhiaatrilistele haigustele nagu skisofreenia, bipolaarne
héire ja depressioon Kirjeldatud ka erinevaid neuroloogilisi hdireid. Patsientidel vdivad esineda
kusetrakti atoonia, dementsus, epilepsia, ataksia (vdikeaju ja seljaaju kahjustusest tingitud
koordinatsiooni- ja tasakaaluhdired), niistagmid (korrapdratud silmaliigutused ja
silmatdmblused), 10hnataju vdhenemine, perifeerne neuropaatia ja iildine vaimse arengu
mahajadmus (Swift ja Swift, 2000). Tuumamagnetresonantsuuringute (nuclear magnetic

resonance imaging — NMRI) kidigus on Wolframi siindroomiga patsientidel leitud
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laiaulatuslikke atroofilisi muutusi iile terve aju, mis korreleeruvad siindroomile iseloomulike
neuroloogiliste hdiretega (Rando et al., 1992). Lisaks on Wolframi siindroomi puhul Kirjeldatud
stidameriitmihdireid, kuid on ebaselge, kas need on otseselt seotud volframiini funktsiooni ja
ekspressiooniga siidames v3i organismi iildise ebastabiilsusega (Smith et al., 2004). Esimesed
stimptomid, mis patsiendil tekivad, on suhkrudiabeet ja optiline atroofia ning need on iihtlasi
minimaalsed kriteeriumid, mille abil on vdimalik diagnoosida Wolframi siindroomi (Strom et
al., 1998).

1.1.2. WFS1 geen ja volframiini valk

Inimesel paikneb WFS1 geen neljanda kromosoomi 4p16.1 lookuses ning hiirel viienda
kromosoomi 5gB3 lookuses. WFS1 geeni kogupikkuseks on 33,4 kb ning see koosneb
kaheksast eksonist. Esimene ekson on mittekodeeriv ning kdige suurem on kaheksas ekson (2,6

kb), milles paikneb 60% kogu volframiini valku kodeerivast jarjestusest (Strom et al., 1998).

Volframiin on 890 aminohappe suurune ja 100 kDa molekulmassiga transmembraanne
glitkoproteiin, mis asub endoplasmaatilise retiikulumi (ER) membraanis (Strom et al., 1998;
Osman et al., 2003). Tegemist on hiibrofoobse valguga, millel on tiheksa transmembraanset
segmenti ja pikad hiidrofiilsed regioonid mdlemas terminuses. Valgu N-terminaalne osa
paikneb tsiitoplasmas ning C-terminaalne osa ER luumenis (Hofmann et al., 2003). Inimese ja
hiire jédrjestuste vahel on nédidatud korget homoloogiat: DNA tasemel 83% ning valgu tasemel

87% (Strom et al., 1998).

WFS1 on korgelt ekspresseerunud erinevates kudedes iile terve organismi. Kdige enam leidub
WFS1 transkripte siidames, ajus, skeletilihastes ja insuliini sekreteerivates pankrease [3-
rakkudes. Vihemal mééral on see ekspresseerunud maksas, neerudes ja pornas (Hofmann et al.,
2003). Valgu tipne funktsioon on siiani teadmata, kuid on teada, et WFS1 on oluline Ca?
taseme regulatsioonil ja ER-stressi vastuses (Fonseca et al., 2010). Varasemalt on ndidatud, et
Na'/K*-ATPaasi B1 alaiihik ja volframiini C-terminaalne ning transmembraanne regioon
interakteeruvad omavahel ER luumenis (joonis 1). Wfs1-mutantsetes fibroblasti ja pankrease
B-rakkudes on B: alaiihiku ekspressioon vihenenud vorreldes normaalsete rakkudega ning
naatriumpumba puudulikkus vaib olla liheks pankrease B-rakkude havimise pohjuseks, mille
tulemusel vaheneb ka insuliini sekretsioon. Arvatakse, et volframiinil on tildine soodustav roll
oligomeersete valkude alaiihikute kokkupanekul ja nende stabiilsuse tagamisel (Zatyka et al.,
2008).
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Joonis 1. Na'/K*-ATPaasi B1 alaiihiku ja WFS1 lokalisatsioon rakus. Naatriumpump funktsioneerib
plasmamembraanis, kuid valmimise ja alaiihikute (a ja B) kokkupaneku ajal paikneb see liihiajaliselt ER
membraanis. WFS1 ja Na'/K*-ATPaasi P: alaithiku omavaheline interaktsioon toimub kdige

toendolisemalt ER luumenis (kohandatud Zatyka et al., 2008).

Samuti on niidatud WFS1 interaktsiooni sarko/endoplasmaatilise retiikulumi Ca?*-ATPaasiga
(SERCA) ning arvatakse, et WFS1 kaitub kui SERCA negatiivne regulaator. ER-stressi korral
viheneb WFS1 ja SERCA omavaheline interaktsioon ning seega suureneb Ca?* pumpamine
ER luumenisse. See on kompensatoorseks mehhanismiks ER-stressist tingitud Ca?* lekkimisele

endoplasmaatilisest retiikulumist, hoides dra rakkude minemist apoptoosi. (Zatyka et al., 2015).

1.2. Na*/K*-ATPaas

Na*/K*-ATPaas ehk naatriumpump on P-tiilipi ATPaaside klassi kuuluv valguline kompleks,
mis transpordib naatriumi ja kaaliumi ioone. lga kolme rakust vélja pumbatud naatriumiooni
kohta viiakse rakku sisse kaks kaaliumiooni ning energiaallikana kasutatakse selles protsessis
ATP hidroliiiisil vabanevat energiat (Lingrel ja Kuntzweiler, 1994). Selle tulemusena luuakse
rakumembraanile elektrokeemiline gradient, mida on voimalik kasutada erinevate protsesside
jaoks. Elektriline gradient on oluline rakkude puhkeolekupotentsiaali siilitamiseks ja
signaaliiilekandeks ndrvi- ja lihaskoes. Keemilist gradienti kasutatakse nditeks gliikoosi ja
naatriumi transpordiks rakkudesse (Tedeschi, 1974; Lingrel ja Kuntzweiler, 1994).

Naatriumpump erineb teistest sama klassi pumpadest selle poolest, et teda on vdimalik
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spetsiifiliselt inhibeerida siidame gliikosiididega, nditeks ouabaiiniga (Tiger ja Fowler, 1991).
Na*/K*-ATPaas koosneb kahest kataliiiitilisest a alaiihikust, kahest regulatoorsest B alaiihikust
ning FXYD2 valgust (Na*/K*-ATPaasi y alaiihik) (Segall et al., 2001; Mishra et al., 2011).
Pumba t66s on olulised ka teised FXYD valgupereckonda kuuluvad valgud, mis reguleerivad

pumba aktiivsust koe- ja isovormispetsiifiliselt (Geering et al., 2003).

Kataliiiitiline o alaithik on oluline naatrium- ja kaaliumioonide seondumiseks ning tema
koosseisu kuulub konserveerunud aspartaadijadk, mille kaudu toimub tema fosforiileerimine
(Lingrel ja Kuntzweiler, 1994). a alaiihikul on kirjeldatud nelja erinevat isovormi (aa, o2, 03,
a4), mille ekspressioon varieerub erinevates kudedes ja organismi arenguetappides. Kdige enam
leidub organismis o iSovormi. o2 ekspresseerub peamiselt lihastes, ajus ja siidames. a3 leidub
pohiliselt neuronites, vihesel mdiral ka siidames ning a4 ekspressiooni on kirjeldatud ainult
testistes (Segall et al., 2001; McDonough et al., 2002). On niidatud, et monel juhul on iihe
isovormi  puudulikkuse korral kompensatsiooniks suurenenud mdne teise isovormi
ekspressioon. Néiteks on heterosiigoostetel oz alatihiku puudulikkusega hiirtel tousnud oo

alatihiku ekspressioonitase (Magyar et al., 1994).

Regulatoorse B alatihiku kaudu kinnitub pump raku plasmamembraani ning tema iilesandeks
on seonduda o alaiihikuga ja tagada pumba stabiilsus (Lingrel ja Kuntzweiler, 1994). Sarnaselt
kataliiiitilisele alaiihikule esineb ka regulatoorne P alaiihik erinevate isovormidena (B1, B2 ja B3)
(Therien ja Blostein, 2000; Kaplan, 2002). B alaiihik on ekspresseerunud organismi erinevates
kudedes, B2 peamiselt aju struktuurides ja lihastes ning 33 kopsudes, maksas, skeletilihastes ja
testistes (Appel et al., 1996; Avila et al., 1998; Tokhtaeva et al., 2012).

Homosligootsed naatriumpumba o alaiihiku puudulikkusega hiired pole juba embriionaalselt
eluvoimelised ning a2 alatihiku puudulikkusega hiired surevad siindides (James et al., 1999).
Samuti on ndidatud, et homosiigootsed P2 alatihiku puudulikkusega hiired surevad 17-18 pdeva
vanuselt (Magyar et al., 1994). Sellest ldhtuvalt voib jareldada, et naatriumpump ja tema

erinevate alaiihikute ekspressioon on olulised juba véga varajastes organismi arenguetappides.

Naatriumpumba alaiihikute erinevatel isovormidel on ndidatud erinevat afiinsust naatrium- ja
kaaliumioonide suhtes ning sellest tulenevalt ka erinevusi naatriumpumba aktiivsuses. Lisaks
alaithikute koespetsiifilisele ekspressioonile mdjutavad naatriumpumba aktiivsust ka ko- ja
post-translatsioonilised modifikatsioonid nagu néiteks alaiihikute fosforiileerimine (Therien et
al., 1996). Valkude fosforiileerimine on laialt levinud meetod, kuidas po6rduvalt reguleerida
ensiiimide aktiivsust rakus. Na'/K*-ATPaas on iiks proteiin kinaas C (PKC) poolt

fosforiileeritavatest valkudest ning rottidel on niidatud, et oz alaiihiku fosforiileerimine Ser-23
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positsioonist inhibeerib pumba transpordifunktsiooni ning seeldbi vihendab pumba aktiivsust
(Vasilets et al., 1997).

1.2.1. Naatriumpump siidames

Siidame normaalseks funktsioneerimiseks on oluline reguleerida rakusisese naatriumi hulka,
mille eest vastutab pdhiliselt naatriumpump. Na*/K*-ATPaasi poolt tekitatud naatriumgradient
tagab stidames kiire aktsioonipotentsiaali tdusu. lga aktsioonipotentsiaali ajal siseneb naatrium
rakkudesse 14bi pingest soltuvate naatriumkanalite ning naatrium véljub uuesti rakust lébi
Na*/K*-ATPaasi. Tekkiv naatriumgradient on lisaks oluline Na*/Ca®**-pumba t5oks, seega
mojutab naatriumpump ka rakusisese kaltsiumi hulka ja seeldbi kaudselt reguleerib miiokardi

kontraktiilsust (Pavlovic et al., 2007).

Hiire siidames ekspresseeruvad pdhiliselt Na*/K™-ATPaasi a1 ja B1 isovormid ning lisaks neile
madalamal tasemel ka a2 ja 2. Inimese siidames on lisaks leitud ka oz (McDonough et al.,
2002). On niidatud, et Na*/K*-ATPaas kaitseb siidant naatriumi ja kaltsiumi liia eest nii raku
kui ka organi tasemel ning hoiab seeldbi dra siidameriitmihiirete tekke. Hiired naatriumpumba
to0s voivad viia erinevate siidamehaiguste tekkeni nagu nditeks kardiomiiopaatia ja

stidamerabandus (Pavlovic et al., 2013b).

Na*/K*-ATPaasi talitluse ja kardiomiiopaatia vaheline seos on siiani kiill veel ebaselge, kuid
on ndidatud, et siidamepuudulikkuse korral on inimese siidames naatriumpumba aktiivsus
vihenenud. Samuti on a1, o3 ja B1 alatihikute ekspressioonitasemed normaalsest madalamad
ning neid muutusi on tdheldatud juba vdga varajastes siidamepuudulikkuse etappides
(Schwinger et al., 1999; Schwinger et al., 2003). On néidatud, et naatriumpumba 1 alaiihikul
on oluline roll siidame kontraktiilsuse tagamisel ning P1 isovormi puudulikkus viib
stidamepatoloogiate tekkele. Lisaks ei reageeri 1 puudulikkusega hiirte siida ouabaiinile, mis

tavaliselt toimib naatriumpumba inhibiitorina (Barwe et al., 2009).

1.2.2. Naatriumpump neerudes

Neerudes vastutab naatriumpump rakuvilise vedeliku hulga ja vererdhu regulatsiooni eest
(Pavlovic et al., 2013a). Naatriumioonide tagasiimendumine neerutorukestes peab olema
rangelt reguleeritud, et tagada normaalne rakkude homdostaas nagu niiteks ioonide ja
aminohapete transport. Proksimaalsetes vianilistes neerutorukestes (RPT) liigub naatrium

rakkudesse Na*/H" antipordi, Na*/gliikoos kotranspordi, Na*/fosfaadi kotranspordi ja
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Na*/aminohappe kotranspordi siisteemide kaudu. Na*/K*-ATPaas vastutab nende pumpade

tooks vajaliku naatriumgradiendi tekitamise eest (Al-Khalili et al., 2004; Taub et al., 2010).

Naatriumpumba aktiivsust reguleerivad mitmed efektormolekulid nagu néiteks dopamiin,
parathormoon, angiotensiin I, norepinefriin ja prostaglandiin E> (Al-Khalili et al., 2004).
Proksimaalses védnilises neerutorukeses reageerivad rakud viga viikestele naatriumioonide
hulga muutustele. Dopamiin ja parathormoon (PTH) vdhendavad Na'/K*-ATPaasi aktiivsust
ning selle tulemusena naatriumioonide kontsentratsioon rakkudes suureneb. See omakorda vdib
viia rakusisese pH voi kaltsiumisisalduse muutumisele (Kaplan, 2002; Taub et al., 2010).
Angiotensiin 11, norepinefriin ja prostaglandiin E> aga stimuleerivad pumba t66d ning
vahendavad naatriumioonide hulka rakkudes. Kui naatriumpumba regulatsioon proksimaalses

vaanilises neerutorukeses on héiritud, viib see 16puks hiipertoonia tekkele (Wang et al., 2009).

Neerudes ekspresseeruvad peamiselt naatriumpumba oz ja B1 alaiihikud (Taub et al., 2010). On
niidatud, et oksiidatiivse stressi korral viheneb Na*/K*-ATPaasi o alaiihiku stabiilsus neerudes
ning seeldbi on langenud naatriumpumba aktiivsus proksimaalses vadnilises neerutorukeses
(Thevenod ja Friedmann, 1999). Diabeedi, mis on iiks Wolframi siindroomile iseloomulikke
haigusi, korral on rottidel neerudes vihenenud naatriumpumba o1 alaiihiku ekspressioon
(Nordquist et al., 2010).

1.3. Sarko/endoplasmaatilise retiikulumi Ca?*-ATPaas

Sarko/endoplasmaatilise retiikulumi Ca®*-ATPaas ehk SERCA on P-tiilipi ATPaaside klassi
kuuluv ensiitim, mis transpordib kaltsiumioone raku tsiitosoolist sarkoplasmaatilise retiikulumi
(SR) luumenisse. Energiaallikana kasutatakse selles protsessis ATP hiidroliiiisi energiat ning
iihe ATP molekuli kohta transporditakse 1ibi membraani kaks Ca?*-iooni. SERCA koosneb
tihest poliipeptiidahelast suurusega 115 kDa ning ta lokaliseerub nii ER kui ka SR membraanis.
SR on endoplasmaatilise retiikulumi analoog, mis leidub lihasrakkudes, kuid erinevalt ER-st
on SR luumenisse vdimalik ladustada millimolaarsetes kogustes kaltsiumi (Periasamy ja

Kalyanasundaram, 2007).

Stidamelihase kokkutdmbeks on vajalik rakusisese kaltsiumi vabanemine sarkoplasmaatilisest
retitkulumist. Iga siidamelddgi ajal suureneb kaltsiumi kontsentratsioon kardiomiiotsiiiitide
tsiitosoolis umbes kiimme korda (Marks, 2003). Kaltsiumioonide tagasi pumpamise eest SR
luumenisse vastutab kaltsiumpump. Seega muutused SERCA ekspressioonis siidames vdivad

olla pdhjuseks stidamepuudulikkuse ja siidameriitmihéirete tekkel.
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Selgroogsetes on leitud kolm erinevat SERCA kodeerivat geeni ning alternatiivse splaissimise
tulemusena esinevad SERCA valgud rohkem kui 10 erineva isovormina. SERCA isovormide
ekspressioon on koespetsiifiline ning nende ekspressioon muutub ka organismi arengu kéigus.
Sercal geeni poolt kodeeritud Sercala ja Sercalb ekspresseeruvad peamiselt Kkiiretes
skeletilihaskiududes (Brandl et al., 1987). Serca2 poolt kodeeritud Serca2a leidub peamiselt
stidames ja aeglastes lihaskiududes ning Serca2b ekspresseerub madalal tasemel organismi
koikides kudedes. Siidamelihases on lisaks kirjeldatud ka Serca2c isovormi ekspressiooni
(Dally et al., 2006). Serca3 erinevaid isovorme on leitud mitmetes kudedes iile terve organismi,
kuid lihaskoes on nende ekspressioon iildiselt madal. Mitmetes inimese kudedes ja
rakutiiiipides on MRNA tasemel kirjeldatud kuue erineva Serca3 isovormi ekspressiooni (3a-
3f) (Dally et al., 2009).

Nii tdiskasvanud kui ka arenevas imetaja siidames ekspresseerub peamiselt Serca2a isovorm.
On nédidatud, et Serca2a ekspressioon on oluline nii siidame arenguks kui ka tdiskasvanud
stidame kontraktsioon-16dvestus tsiikli toimimiseks. Stidamepuudulikkus on tihti seotud
vihenenud Ca?" pumpamisega sarkoplasmaatilisse retiikulumi ning muutused Ca2* transpordis
viivad erinevate hdireteni siidame t66s (Ver Heyen et al., 2001; Periasamy ja Kalyanasundaram,
2007).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. Uurimistoo eesméirgid

1. Uurida erinevate ATPaaside aktiivsust homosiigootsete ja heterosiigootsete Wfsl-
puudulikkusega hiirte siidames ja neerudes vorreldes metsiktiitipi loomadega.

2. Uurida Na*/K*-ATPaasi oz, fosfortileeritud a1, 1 ja sarko/endoplasmaatilise retiikulumi
Ca?*-ATPaasi SERCA2 valgu taset homosiigootsete ja heterosiigootsete Wfs1-
puudulikkusega hiirte siidame erinevates struktuurides vorreldes metsiktiilipi
loomadega.

3. Uurida Na'/K*-ATPaasi o1, fosforiileeritud a1 ja P1 valgu taset homosiigootsete ja
heterosiigootsete Wfs1-puudulikkusega hiirte neeru erinevates struktuurides vorreldes

metsiktiilipi loomadega.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Katseloomad

Katseloomadeks olid emased Tartu Ulikooli bio- ja siirdemeditsiini instituudi fiisioloogia
osakonnas valmistatud, paljundatud ja genotiipiseeritud F2 pdlvkonna Wfs1-puudulikkusega
homosiigootsed ja heterosiigootsed hiired (Luuk et al., 2009) ja kontrolliks metsiktiiiipi hiired.
Katseloomade geneetiline taust oli (129/SVEVS6/tac x C57bl/6J) x (129/SVEVS6/tac x
C57bl/6J). Loomade vanus oli 3-4 kuud. Hiiri hoiti puurides 8-10 kaupa 12-h/12-h valge/pime
tsiiklis 22°C juures ning valge tsiikkel algas kell 7.00 hommikul. Katseloomadel oli vaba
ligipads joogiveele ja toidule. Metsiktiiiipi ja Wfsl-puudulikkusega hiirtega teostati katsed
paralleelselt. K&ik 1abiviidud katsed teostati Eesti Vabariigi pollumajandusministeeriumi poolt

vélja antud loa alusel (number 88, vilja antud 25 august 2011).

2.2.2. Siidame ja neerude prepareerimine

Valkude analiiiisiks surmati katseloomad tservikaalse dislokatsiooni teel. Seejirel eemaldati
igalt hiirelt 1 terve neer ning siida, mis kiilmutati koheselt vedelas lammastikus ja séilitati kuni

proovide analiiiisimiseni -80°C juures.
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2.2.3. Aktiivsuse maidramine

ATPaasse aktiivsuse leidmiseks homogeniseeriti koed sonikeerimise teel +4°C juures puhvris,
mis sisaldas 0.32 M sahharoosi, 1 mM EDTA, 0.1% deoksiikolaati (DOC) ja 37.5 mM Tris-
HCI (pH 7.4). Saadud homogenaat tsentrifuugiti +4°C juures 10 000 g 10 minutit ning saadud
supernatant fuugiti teistkordselt 30 minutit 24 000 g juures. Seejarel eemaldati supernatant ning
membraanivalke sisaldav sade resuspendeeriti eelnevalt kirjeldatud puhvis ilma DOCita. Valgu
kontsentratsiooni méaidramiseks ensliimpreparaadis kasutati Thermo Scientific BCA Kkitti
(Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA) ning tulemused detekteeriti TECAN Sunrise
Remote spektrofotomeetri ning Magellan V 7.2 programmiga 562 nm juures.

ATPaasse aktiivsuse méadramiseks kasutati Innova Biosciences Kitti (ATPase assay kit nr 601-
0120, Innova Biosciences Ltd, Cambridge, UK). Tegemist on kolorimeetrilise analiilisiga, mis
voimaldab kaudselt modta ensiitimreaktsioonil tekkinud produkti hulka. ATPaasid kasutavad
ioonide transpordiks energiat, mis vabaneb ATP hiidroliilisil ning selle tulemusena tekib
anorgaaniline fosfaat. Vabanenud fosfaadi (Pi) hulka on vdimalik midrata rohelist virvi

kompleksi tekkega (joonis 2). Virvuse intensiivsus soltub proovis oleva ATPaasi aktiivsusest.

ADP + PiColorLocl.(TM
Gold varvaine
ATPaas (oranz)

\ J
|

Pi-varvaine
kompleks
(roheline)

ATP

Joonis 2. ATPaasi aktiivsuse méddramise pohimdte.

Ensiitimpreparaadist tehti 1000-kordsed lahjendused puhvris, mis sisaldas 25 mM Tris-HCI (pH
7.4), 4 mM MgClz, 100 mM NaCl, 0,15 mM CaClz ja 20 mM KCI. Reaktsioon kéivitati 3 mM
16ppkontsentratsiooniga ATP lisamisega. Proove inkubeeriti 10 minutit 37°C juures ning
reaktsioon ldpetati lisades proovidele PiColorLock™ Gold mix ning 2-minutilise vahega
stabilisaator. Ekstinktsioonid mdddeti 30 minutit pérast stabilisaatori lisamist 635 nm juures.
Leidmaks vaba fosfaadi hulka reaktsioonisegus tehti paralleelne katse, kus reaktsioonil ei lastud

toimuda ning leiti vahe reaktsiooni ja kontrollproovi vahel.
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ATPaasne aktiivsus arvutati kasutades jargmist valemit:

APi-1000

20010 + C = pymolPi/min-mg

APi1 — fosfaadi (Pi) hulk uuritava proovi ja kontrollproovi vahel
1000 — ensiitimpreparaadi lahjendus

10 — reaktsiooni aeg minutites

C — valgu hulk reaktsioonisegus (mg/ml)

Koikide proovidega teostati vdimalike vigade vihendamiseks modtmised kolmes korduses.

2.2.4. Valgu eraldamine ja kudede fraktsioneerimine

Western bloti jaoks homogeniseeriti koed sonikeerimise teel. Tsiitosooli ja membraani
eraldamiseks kasutati Thermo Scientific valkude fraktsioneerimise kitti (Subcellular Protein
Fractionation Kit for Tissues, Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA) vastavalt etteantud
protokollile. Lisaks proteaasi inhibiitorkokteilile lisati proovidele ka fosfataaside
inhibiitorkokteili (Sigma). Tsiitoplasma fraktsioonis sisalduvad tsiitoplasmas lahustunud
komponendid ning membraani fraktsioonis plasmamembraanis, mitokondrites ja ER/Golgis
paiknevad valgud. Saadud fraktsioone sdilitati kuni valkude analiiisimiseni -80°C juures.
Valgu kontsentratsiooni madramiseks proovides kasutati Thermo Scientific BCA kitti (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL, USA) ning tulemused detekteeriti TECAN Sunrise Remote
spektrofotomeetri ning Magellan V 7.2 programmiga 562 nm juures.

2.2.5. Immunoblot

Valguproovid lahutati 10% SDS-PAGE meetodil ning kanti seejérel iile PVDF membraanile.
Membraane blokiti 5% piimapulbri PBST lahuses 45 minutit. Seejarel inkubeeriti membraane

PBST-s spetsiifilise primaarse antikehaga (tabel 1) tile66 loksutil +4°C juures.
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Tabel 1. Immunoblotis kasutatud primaarsed antikehad

Valk Liik Firma Cat# Lahjendus
ATP1A1 Hiir Thermo Fisher Scientific MA1-16731 1:5000
ATP1B1 Kiiiilik Thermo Fisher Scientific PA5-29719  1:5000
ATP1Al pSer23  Kiiiilik Thermo Fisher Scientific PA5-35781 1:1000
SERCA2 Kits Santa Cruz Biotechnology Sc-8094 1:500
B-aktiin Hiir Santa Cruz Bitechnology Sc-47778 1:1000
GAPDH Kiiiilik Synaptic Systems 247002 1:10000

Membraane pesti 3x10 minutit PBST-s ja inkubeeriti toatemperatuuril loksutil 1 tund vastava

fluorestseeruva sekundaarse antikehaga PBST-s (tabel 2).

Tabel 2. Immunoblotis kasutatud sekundaarsed antikehad

Antikeha liik  Antigeeni lilk  Firma Cat # Lahjendus
Kits Hiir Jackson ImmunoResearch  115-625-145  1:30000
Kits Kiitlik Jackson ImmunoResearch  111-655-144  1:30000
Eesel Kits Jackson ImmunoResearch ~ 705-655-147  1:30000

Membraane pesti veelkord 3x10 minutit PBST-s ning tulemuste detekteerimiseks kasutati
Odyssey® CLx pildistamissiisteemi (LI-COR, Inc.) Valkude suuruse méadramisel kasutati
Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific, #26634) markerit.
Tulemusi analiiiisiti kasutades Image Studio Lite (LI-COR, Inc.), Statistica versioon 10
(StatSoft, Inc., USA) ning GraphPad Prism versioon 6 tarkvara (GraphPad Software, Inc.).
Huvipakkuva valgu hulka vorreldi kas B-aktiini voi GAPDH hulgaga.

2.3. Tulemused

2.3.1. ATPaasne aktiivsus siidames

Stidames vorreldi kogu ATPaasset aktiivsust homosiigoostetel ja heterosiigootsetel Wfsl-
puudulikkusega hiirtel vorreldes metsiktiiiipi hiirtega. Heterosiigootsetel Wfs1-puudulikkusega
hiirtel oli siidames ATPaasne aktiivsus vorreldes metsiktiilipi hiirtega tdusnud, kuid see
erinevus ei olnud statistiliselt oluline (F(2; 18)=4,276; p=0,276). Homosiigootsetel Wfs1-
puudulikkusega hiirtel oli vdrreldes metsiktiiipi hiirtega ATPaasne aktiivsus siidames

langenud, kuid see erinevus polnud statistiliselt oluline (F(2; 18)=4,276; p=0,397). Oluline
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erinevus ATPaasses aktiivsuses siidames esines heterosiigootsete ja homosiigootsete Wfs1-
puudulikkusega hiirte vahel (F(2; 18)=4,276; p=0,0237) (joonis 3).

250 A

200 A I

1509

100 A

pmolPi/min*mg

50

T T
+/+ +/- -1-

Joonis 3. Kogu ATPaasne aktiivsus siidames homostigootsetel (-/-) ja heterosiigootsetel (+/-) Wfs1-
puudulikkusega hiirtel vorreldes metsiktiiiipi hiirtega (+/+). Igas grupis oli 7 looma.
* - p<0.05 (Tukey HSD test peale ihesuunalist ANOVAL).

2.3.2. Na'/K*-ATPaasi alaiihikute ja SERCAZ2 valgu tase siidame membraanis

Siidame membraanis vorreldi naatriumpumba a1, Ser23 fosforiileeritud o1, B1 alaiihikute ja
SERCA2 valgu taset homosiigootsetel ja heterosiigootsetel Wfsl-puudulikkusega ning

metsiktiiiipi hiirtel.

Fosforiileeritud a1 alatihiku valgu tasemes siidame membraanis polnud genotiilipide vahel

statistiliselt olulisi erinevusi (F(2; 15)=1,535; p=0,248) (joonis 4A).

Na'/K*-ATPaas a1 alaiihiku valgu tase siidame membraanis oli heterosiigootsetel Wfsl-
puudulikkusega hiirtel vorreldes metsiktiitipi hiirtega madalam, kuid see erinevus ei olnud
statistiliselt oluline (F(2; 15)=3,001; p=0,0724). Homosiigootsetel Wfs1-puudulikkusega hiirtel
oli naatriumpumba oz alaiihiku valgu tase siidame membraanis vorreldav metsiktiiiipi hiirtega
(F(2; 15)=3,001; p=0,732). Homosiigootsete Wfs1-puudulikkusega hiirte a1 alaiihiku valgu tase
sidame membraanis oli vorreldes heterosiigootsete Wfsl-puudulikkusega hiirtega veidi
korgem, kuid see erinevus ei olnud statistiliselt oluline (F(2; 15)=3,001; p=0,217) (joonis 4B).
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Joonis 4. Na*/K*-ATPaas fosforiileeritud a; alatihiku (A) ja kogu a; alaiithiku (B) valgu tase siidame
membraanis homosiigootsetel (-/-) ja heterosiigootsetel (+/-) Wfsl-puudulikkusega ning metsiktiiiipi

(+/+) hiirtel. Igas grupis oli 5-7 looma.

Na*/K*-ATPaas 1 alaiihiku valgu tasemes polnud siidame membraanis genotiiiipide vahel
statistiliselt olulisi erinevusi (F(2; 6)=1,379; p=0,322) (joonis 5).
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Joonis 5. Na*/K*-ATPaas P: alaithiku valgu tase siidame membraanis homosiigootsetel (-/-) ja

heterosiigootsetel (+/-) Wfs1-puudulikkusega ning metsiktiitipi (+/+) hiirtel. Igas grupis oli 3 looma.

Sarko/endoplasmaatilise retiikulumi Ca®*-ATPaasi SERCA2 valgu tasemes siidame

membraanis polnud genotiilipide vahel statistiliselt olulisi erinevusi (F(2; 14)=0,406; p=0,674)
(joonis 6).
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Joonis 6. Sarko/endoplasmaatilise retiikulumi Ca?*-ATPaasi SERCA2 valgu tase siidame ER
membraanis homosiigootsetel (-/-) ja heterosiigootsetel (+/-) Wfs1l-puudulikkusega ning metsiktiitipi

(+/+) hiirtel. Igas grupis oli 5-6 looma.

2.3.3. Na'/K*-ATPaasi alaiihikute valgu tase siidame tsiitosoolis

Siidame tsiitosoolis vorreldi naatriumpumba oz ja Ser23 fosforiileeritud oz alaithiku valgu taset

homostigootsetel ja heterosiigootsetel Wfs1-puudulikkusega ning metsiktiiiipi hiirtel.

Fosforiileeritud o1 alaiihiku valgu tasemes siidame tsiitosoolis puudus genotiiiipide vahel

statistiliselt oluline erinevus (F(2; 15)=0,3099; p=0,738) (joonis 7A).

Heterostigootsetel Wfs1-puudulikkusega hiirtel oli Na*/K*-ATPaasi a1 alaiihiku valgu tase
siidame tsiitosoolis vorreldes metsiktiitipi hiirtega tdusnud ning see erinevus oli statistiliselt
oluline (F(2; 18)=11,41; p=0,0288). Homosiigootsetel Wfsl-puudulikkusega hiirtel oli
naatriumpumba o alaiihiku valgu tase siidame tsiitosoolis vorreldes metsiktiitipi hiirtega
madalam, kuid see erinevus ei olnud statistiliselt oluline (F(2; 18)=11,41; p=0,0946).
Homostigootsete Wfsl-puudulikkusega hiirte oz alaiihiku valgu tase siidame tsiitosoolis oli
vorreldes heterosiigootsete Wfs1-puudulikkusega hiirtega madalam ning see erinevus oli
statistiliselt oluline (F(2; 18)=11,41; p=0,00054) (joonis 7B).
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Joonis 7. Na*/K*-ATPaas fosforiileeritud o1 alaiihiku (A) ja kogu as alaiithiku (B) valgu tase siidame
tsiitosoolis homosiigootsetel (-/-) ja heterostigootsetel (+/-) Wfsl-puudulikkusega ning metsiktiitipi
(+/+) hiirtel. Igas grupis oli 5-8 looma.

* - p<0.05 (Tukey HSD test peale tihesuunalist ANOVAL).

*** _p<0.001 (Tukey HSD test peale iihesuunalist ANOVAL)

2.3.4. ATPaasne aktiivsus neerus

Neerudes vorreldi kogu ATPaasset aktiivsust homosiigoostetel ja heterosiigootsetel Wfs1-
puudulikkusega hiirtel vorreldes metsiktiilipi hiirtega ning genotiiiipide vahel statistiliselt
olulist erinevust ei leitud (F(2; 19)=0,0751; p=0,928) (joonis 8).
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Joonis 8. Kogu ATPaasne aktiivsus neerudes homosiigootsetel (-/-) ja heterosiigootsetel (+/-) Wfs1-

puudulikkusega hiirtel vorreldes metsiktiitipi hiirtega (+/+). Igas grupis oli 7 looma.
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2.3.5. Na'/K*-ATPaasi alaiihikute valgu tase neeru membraanis

Neerude membraanis vorreldi naatriumpumba o ja Ser23 fosforiileeritud o1 alaiihikute valgu

taset homostigootsetel ja heterosiigootsetel Wfs1-puudulikkusega ning metsiktiitipi hiirtel.

Heterosiigootsetel Wfs1-puudulikkusega hiirtel oli Na*/K*-ATPaasi fosforiileeritud o1 alatihiku
tase neeru membraanis vorreldes metsiktiiiipi hiirtega tdusnud, kuid see erinevus ei olnud
statistiliselt oluline (F(2; 13)=5,713; p=0,0565). Homosiigootsetel Wfs1-puudulikkusega hiirtel
oli neeru membraanis naatriumpumba fosforiileeritud o1 alaiihiku valgu tase vorreldes
metsiktiitipi hiirtega langenud, kuid see erinevus ei olnud statistiliselt oluline (F(2; 13)=5,713;
p=0,721). Homosiigootsetel Wfs1-puudulikkusega hiirtel oli vorreldes heterosiigootsete Wfs1-
puudulikkusega hiirtega naatriumpumba fosforiileeritud o1 alaiihiku valgu tase neeru
membraanis madalam ning see erinevus oli statistiliselt oluline (F(2; 13)=5,713; p=0,0175)
(joonis 9A).

Na*/K*-ATPaasi a1 alalihiku valgu tasemes neeru membraanis ei esinenud genotiiiipide vahel
statistiliselt olulist erinevust (F(2; 19)=0,458; p=0,639) (joonis 9B).
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Joonis 9. Na'/K*-ATPaas fosforiileeritud o alaiihiku (A) ja kogu oy alaithiku (B) valgu tase neeru
membraanis homosiigootsetel (-/-) ja heterosiigootsetel (+/-) Wfsl-puudulikkusega ning metsiktiiiipi
(+/+) hiirtel. Igas grupis oli 5-8 looma.

* - p<0.05 (Tukey HSD test peale iihesuunalist ANOVAL).
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2.3.6. Na'/K*-ATPaasi alaiihikute valgu tase neeru tsiitosoolis

Neerude tsiitosoolis vorreldi naatriumpumba a1, Ser23 fosforiileeritud oz ja B1 alatihikute valgu

taset homostigootsetel ja heterosiigootsetel Wfs1-puudulikkusega ning metsiktiiiipi hiirtel.

Fosforiileeritud o1 alatihiku valgu tasemes neeru tsiitosoolis puudus genotiilipide vahel
statistiliselt oluline erinevus (F(2; 15)=0,279; p=0,761) (joonis 10A). Samuti puudus neeru
tsiitosoolis statistiliselt oluline erinevus genotiilipide vahel o1 alaiihiku valgu hulgas (F(2;

19)=0,706; p=0,506) (joonis 10B).
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Joonis 10. Na*/K*-ATPaas fosforiileeritud o1 alaiihiku (A) ja kogu as alatihiku (B) valgu tase neeru
tsiitosoolis homosiigootsetel (-/-) ja heterostigootsetel (+/-) Wfsl-puudulikkusega ning metsiktiitipi

(+/+) hiirtel. Igas grupis oli 6-8 looma.

Na-pumba B alaiihiku tasemes neeru tsiitosoolis puudus genotiiiipide vahel statistiliselt oluline

erinevus (F(2; 13)=0,735); p=0,611) (joonis 11).
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Joonis 11. Na'/K*-ATPaas P: alaithiku valgu tase neeru tsiitosoolis homosiigootsetel (-/-) ja
heterosiigootsetel (+/-) Wfs1-puudulikkusega ning metsiktiiiipi (+/+) hiirtel. Igas grupis oli 4-6 looma.

2.4. Arutelu

Kiesolevas to6s uurisime Na*/K*-ATPaasi erinevate alaiihikute valgu taseme muutusi Wfs1-
puudulikkusega hiirte siidame ja neeru rakkude tsiitosoolis ja membraanides eesméargiga
kirjeldada, kas Na-pumba alaiihikute muutustest voivad olla tingitud Wolframi siindroomiga
patsientidel leitud hdired siidames ja neerudes. Varasemates katsetes on ndidatud WFS1 valgu
interaktsiooni naatriumpumba B: alaithikuga ning arvatakse, et tdendoliselt toimub see ER-is
(Zatyka et al., 2008). Lisaks on ndidatud WFS1 osalemist kaltsiumi taseme regulatsioonis 1dbi
selle, et WFS1 interakteerub sarko/endoplasmaatilise retiikulumi Ca®*-ATPaasiga (SERCA)
ning toimib kui tema negatiivne regulaator (Zatyka et al., 2015). Seega, voib WFSI1 iiheks
rolliks olla rakkudes erinevate pumpade alaiihikute kokkupanek ja stabiilsuse tagamine.
Wolframi siindroomiga patsientidel on kirjeldatud stidamepuudulikkust ja siidameriitmih&ireid
(Smith et al., 2004) ning vdiks oletada, et suur roll nende haiguste tekkes on héiretel ioonses
tasakaalus. Wfs1 on siidames korgelt ekspresseerunud (Hofmann et al., 2003), samas ei ole
teada Wfs1 funktsioon siidames. On nididatud, et diabeet pdhjustab siidamepuudulikkust, mis
voib olla seotud hiiretega sarkoplasmaatilise retiikulumi Ca?* regulatsioonis (Trost et al.,
2002). Sellest tulenevalt uurisime lisaks naatriumpumba alatihikutele ka siidames kdige enam
ekspresseeruva sarko/endoplasmaatilise retiikulumi Ca?*-ATPaasi SERCA2 isovormi valgu

taset ja tildist ATPaasset aktiivsust siidames.

Varasemalt teostatud katsed fiisioloogia instituudis ei tuvastanud Wfsl-puudulikkusega hiirte

siidames naatriumpumba o1 alaiihiku ekspressioonis erinevusi mRNA tasemel. Samas oli

tousnud PB: alatihiku mRNA ekspressioon Wfsl-puudulikkusega homosiigoostetel hiirtel

vorreldes metsiktiiiipi hiirtega (avaldamata andmed). Kéesolevas t60s teostasime uuringuid

valgu tasemel ja leidsime, et oi alaiihiku tase on tdusnud heterosiigootsetel Wfsl-

puudulikkusega hiirtel vorreldes metsiktiiiipi ja homosiigootsete Wfs1-puudulikkusega hiirtega
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siidame tstiitosoolis. B1 alaiihiku valgu koguses genotiilipide vahel erinevusi ei tdheldanud ei
stidames ega neerudes. Hiljutised uuringud toestasid, et Wfsl-puudulikkusega hiirtel on
oimusagaras tdusnud nii naatriumpumba aktiivsus kui ka B alaiihiku mRNA tase, samas valgu
tasemel muutusi ei tdheldatud (Sutt et al., 2015). Kuigi varasemalt on ndidatud, et WFS1
interakteerub Na*/K*-ATPaasi B: alaiihikuga ning mdjutab pumba stabiilsust (Zatyka et al.,
2008), ei ole Wfsl-puudulikkuse korral mérgata Na-pumba P: alaiihiku ekspressiooni
vihenemist ei ajus, siidames ega neerudes, mis niitab erinevate kompensatoorsete

mehhanismide olemasolu.

Heterosiigootsete Wfs1-puudulikkusega hiirte siidames on iildine ATPaasne aktiivsus vorreldes
metsiktiilipi loomadega tdusnud ning homosiigootsetel Wfsl-puudulikkusega hiirtel
vihenenud. Statistiliselt olulise erinevuse saime Wfsl-puudulikkusega heterosiigootide ja
homosiigootide ATPaasi aktiivsuses. Siidamegliikosiidid seonduvad Na-pumba o alaiihikuga ja
inhibeerivad Na*/K*-ATPaasi aktiivsust, mille tulemusena suureneb Ca?* tase rakus ja siidame
kontraktiilsus ja seetottu kasutatakse gliikosiide stidamepuudulikkuse raviks (Schwinger et al.,
2003; Rahimtoola, 2004). Kui Wfsl-puudulikkuse korral on naatriumpumba aktiivsus
vihenenud, siis selle tulemusena vdib olla tdusnud Ca?*-pumba SERCA aktiivsus ja suurenenud
Ca-ioonide juurdevool sarkoplasmaatilisse retitkulumi. Seetottu uurisime ka SERCA?2 alaiihiku
valgu taset siidame SR-s. Valgu tasemel me erinevusi ei tdheldanud, kuid kindlasti on plaanis
vaadata edaspidi kaltsiumpumba aktiivsust, kuna SERCA hulk ei pruugi peegeldada pumba
aktiivsust. Naatriumpumba aktiivsuse vdhenemine Wfsl-puudulikkusega homosiigootsetel

hiirtel voib olla seotud oy alaiihiku iildise hulga vihenemisega rakus.

Neerudes on naatriumpumbal oluline roll naatriumi reabsorbtsioonil tagamaks neerude
normaalne funktsioneerimine. WFS1 mutatsioonide korral on leitud héireid neerude normaalses
talitluses (Khanim et al., 2001), seega uurisime Wfsl-puudlikkusega hiirtel naatriumpumba
aktiivsust neerudes ja alaiihikute valgu taset neeru tsiitosoolis ja membraanis. Leidsime, et
neeru membraanides on heterosiigootsetel Wfs1-puudulikkusega hiirtel vorreldes metsiktiitipi
hiirtega margatavalt tdusnud fosforiileeritud o1 alaiihiku tase. Statistiliselt olulise erinevuse
leidsime aga heterostigootsete ja homosiigootsete Wfs1-puudulikkusega hiirte fosfortileeritud
a1 alaithiku valgu tasemes. Kogu a1 alaiihiku tase oli Wfsl-puudulikkusega hiirtel neeru
membraanides kiill monevorra madalam kui metsiktiiiipi hiirtel, kuid mitte oluliselt. Neeru
tsiitosoolis ei esinenud statistiliselt olulist erinevust tihegi uuritud alaiihiku valgu tasemes
erinevate genotiilipide vahel. Samuti ei tuvastanud me muutusi {ildises ATPaasses aktiivsuses
genotiitipide vahel. Kuna neerudes on WFS1 ekspressioon madalam kui siidames, siis voib olla,

et WFS1 puudulikkus ei kajastu ka erinevuses pumpade aktiivsuses.
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mRNA ekspressioonis oleme varasemalt ndidanud, et homostigootsetel Wfs1-puudulikkusega
hiirtel on vorreldes metsiktiilipi hiirtega o1 ja B1 alaithiku tase korgem vdorreldes metsiktiitipi
hiirtega (avaldamata andmed). Saadud tulemustest on ndha, et oz alaiihiku mRNA ekspressiooni
suurenemine homostigootsetel Wfs1-puudulikkusega hiirtel ei peegeldu valgu tasemes. mMRNA
tasemel ekspressiooni suurenemine vOib olla kompensatoorseks mehhanismiks séilitamaks

naatriumpumba aktiivsust.
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KOKKUVOTE

Mutatsioonid volframiini kodeerivas WFS1 geenis pdhjustavad autosomaalset retsessiivset
parilikku haigust Wolframi siindroomi. On niidatud, et WFS1 mdjutab Ca?* regulatsiooni ning
osaleb ER-stressi vastuses interakteerudes sarko/endoplasmaatilise retiikulumi Ca?*-
ATPaasiga, olles tema negatiivseks regulaatoriks (Fonseca et al., 2010; Zatyka et al., 2015).
Lisaks on kirjeldatud volframiini interaktsiooni Na*/K*-ATPaasi B: alaiihikuga (Zatyka et al.,
2008). Sellest tulenevalt uurisime kéesolevas t60s naatrium- ja Kaltsiumpumba erinevate
alatihikute valgu taset Wfsl-puudulikkusega homosiigootsetel ja heterosiigootsetel hiirtel
vorreldes metsiktiitipi loomadega. Uurisime naatriumpumba oi, fosforiileeritud a1, P1 ja
SERCAZ2 valgu taset hiirte siidame struktuurides ning naatriumpumba as, fosforiileeritud as ja
B1 valgu taset hiire neeru struktuurides. Lisaks uurisime siidames ka iildist ATPaasset aktiivsust
Wfsl-puudulikkusega homosiigootsetel ja heterosiigootsetel hiirtel vorreldes metsiktiitipi

loomadega.

Leidsime, et heterosiigootsetel Wfs1-puudulikkusega hiirtel oli siidame tsiitosoolis vorreldes
metsiktiilipi loomadega mérgatavalt tdusnud naatriumpumba oy alaiihiku valgu tase samas kui
homostigootsetel Wfs1-puudulikkusega hiirtel oli o1 alaiihiku tase oluliselt langenud. Teiste
alaiihikute valgu tasemes siidame erinevates struktuurides me olulisi muutusi ei tuvastanud.
Uldine ATPaasne aktiivsus siidames oli homosiigootsetel Wfs1-puudulikkusega hiirtel oluliselt
madalam kui heterosiigootsetel Wfsl-puudulikkusega hiirtel ning monevorra madalam

metsiktiilipi loomadest.

Neerude membraanis leidsime olulise languse naatriumpumba fosforiileeritud o alaiihiku
valgu tasemes homosiigootsetel Wfs1-puudulikkusega hiirtel vorreldes heterosiigootsete Wts1-
puudulikkusega loomadega ning monevorra madalam oli valgu tase ka vorreldes metsiktiiiipi
loomadega. Teistes naatriumpumba alaiihikutes me neeru erinevates struktuurides muutusi ei

tuvastanud, samuti ei esinenud genotiiiipide vahel erinevusi iildises ATPaasses aktiivsuses.

Edaspidi on plaanis uurida naatriumpumba alaiihikutest ka 1 valgu taset siidame ja neeru
erinevates struktuurides Wfsl-puudulikkusega hiirtel ja metsiktiitipi hiirtel eesmargiga
kirjeldada tdpsemalt naatriumpumba erinevate isovormide funktsioone. Samuti on lisaks
ildisele ATPaassele aktiivsusele plaanis uurida nii naatrium- kui ka kaltsiumpumba aktiivsust

Wfsl-puudulikkusega hiirte siidames ja neerudes.
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Study of cation pumps in the hearts and kidneys of Wfs1-deficient mice

Helis Guske

SUMMARY

Wolfram syndrome is a rare autosomal recessive neurodegenerative disorder caused by
mutations in the WFS1 gene. It is associated with diabetes mellitus, diabetes insipidus, optic
atrophy and deafness, hence the acronym, DIDMOAD (Khanim et al., 2001). It was first
described in 1938 by Wolfram and Wagener as juvenile onset diabetes mellitus and optic

atrophy (Wolfram ja Wagener, 1938)

WFS1 encodes an endoplasmic reticulum (ER)-resident transmembrane glycoprotein called
wolframin. It has been shown that wolframin is the molecular partner of sodium-potassium
ATPase B1 subunit and is necessary for the stability and assembly of sodium-pump subunits
(Zatyka et al., 2008; Gharanei et al., 2013). Wolframin is also the molecular partner of
sarco/endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase (SERCA). It is thereby involved in calcium
homeostasis by negatively regulating SERCA expression and ER Ca?* intake (Zatyka et al.,
2015).

The aim of this work was to study the protein levels of different sodium-potassium ATPase and
SERCA subunits in homozygous Wfs1-deficient mice and heterozygous Wfs1-deficient mice
in comparison to wild-type mice. We analysed the overall ATPase activity and the protein levels
of the Na*/K*-ATPase a1, phosphorylated a1, f1 and SERCA2 subunits in different structures
of the mouse heart. In different structures of mouse kidney we analysed the overall ATPase

activity and protein levels of a1, phosphorylated a1 and 1 subunits.

We found that the overall ATPase activity in the mouse heart was significantly higher in
heterozygous Wfs1-deficient mice when compared to homozygous Wfsl1-deficient mice and it
was also slightly higher than the activity of wild-type mice. The same pattern was observed in
the protein levels of sodium-potassium pump oz Subunit in the heart cytosol and in the B1 subunit
in the heart membranes. There were no differences in the protein levels of other subunits in the
different structures of the mouse heart.

The protein level of sodium-potassium pump phosphorylated a1 subunit was significantly
higher in heterozygous Wfsl-deficient mice kidney membranes when compared to
homozygous Wfs1-deficient mice and also higher than the protein level of wild-type mice. We
observed no differences in the protein levels of other sodium-pump subunits in the different

structures of the mouse kidney.
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