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Emotsionaalse kditumise iseloomustamine Wfs1-puudulikel rottidel

Wolframi siindroom on autosomaalne retsessiivne neurodegeneratiivne haigus, mida
iseloomustab magediabeet, tllp | suhkrudiabeet, optiline atroofia, kurtus ning
mitmesugused pslihhiaatrilised haired. Slindroomi pdhjustavad mutatsioonid wolframiini
valku kodeerivas WFS1 geenis, mille tdttu vaheneb v&i peatub antud valgu siintees.
Wolframiin on vajalik rakkude Ca** homdostaasi sailitamiseks ning ER stressi reguleerimiseks.
Selleks, et uurida Wfs1 valgu funktsiooni ning erinevaid psihhiaatrilisi patoloogiaid, on valja
aretatud Wfsl-puudulikud hiired. Kuna rott on inimesele evolutsiooniliselt lahedasem kui
hiir, on pdhjust arvata, et rotid oleksid paljudes meditsiinilistes uuringutes sobivamad
katseloomad. Antud t66 eesmargiks oli uurida Wfsl-puudulikkuse mdju rottide
drevuskaitumisele, motoorikale ja kditumuslikule meeleheitele. Uhegi katse puhul ei leitud
statistiliselt olulist erinevust metsik-tilpi ja Wfs1l-puudulike rottide kaitumise vahel. Kiill aga

taheldati Wfs1-puudulike rottide vahel soolisi erinevusi.

Marksonad: Wolframiin, Wfs1, Wfs1-puudulik rott, drevus
CERCS kood: B470 Fisioloogia

Characterization of Emotional Behavior in Wfs1-Deficient Rats

Wolfram syndrome is an autosomal recessive neurodegenerative disease characterized by
diabetes mellitus, diabetes insipidus, optic atrophy, deafness and various psychiatric
disorders. The syndrome is caused by mutations in the WFS1 gene, which is responsible for
encoding wolframine. Wolframine plays a necessary role in maintaining Ca** homeostasis
and regulating ER stress. In order to better understand the function of wolframine and
observe various psychiatric pathologies, several strains of Wfsl-deficient mice have been
developed. The fact that humans have a higher evolutionary proximity to rats than to mice
leads us to consider that rats might be preferable test subjects in medical research. The goal
of this paper was to evaluate the impact of Wfs1 deficiency on anxiety-related behaviour,
motor activity and behavioural despair in rats. None of the tests showed any statistical
differences between the behaviour of wild type and Wfsl-deficient rats. However,

remarkable differences were observed between male and female Wfsl-deficient rats.
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Kasutatud lihendid

ANOVA — Analysis of variance

CAl1- Cornu Ammonis 1

cAMP — Tsuikliline adenosiinmonofosfaat

DA — Dopamiin

DIDMOAD - Diabetes Insipidus, Diabetes Mellitus, Optic Atrophy and Deafness
ER — Endoplasmaatiline retiikulum

GABA — Gamma-aminovdihape

HPA telg — Hipotalamus-hiipofiilis-adrenaal-telg

SD — Sprague Dawdley

WFS1 — Wolframi geen voi valk inimesel

Wfs1 — Wolframi geen vdi valk inimesest erineval liigil
WS — Wolframi siindroom

ZFN - Zinc finger nuclease



Sissejuhatus

Wolframi siindroom on autosomaalne retsessiivne neurodegeneratiivne haigus, mida
pohjustab mutatsioon Wfs1 geenis. Mutatsiooni tulemusena hairub voi peatub wolframiini
(Wfs1) valgu tootmine. Wfs1 valk ekspresseerub eelkdige pankreases, kopsudes, siidames
ning ajus ja on vajalik rakkudes Ca** homdostaasi hoidmises ning ER stressi regulatsioonis.
Valgu puudumine vdib pdhjustada rakkude apoptoosi, mille tagajarjeks on muuhulgas

diabeet, optiline atroofia ja kurtus.

Wolframi slindroomi pddevatel patsientidel esineb ka suurema tdendosusega psihhiaatrilisi
hadireid, sealhulgas bipolaarset hairet ja depressiooni. Wfs1-puudulikel katseloomadel on
ndidatud suurenud arevus- ja valtimiskditumine koos vahenenud stressitaluvusega.
Molekulaarbioloogilistes uuringutes on selgunud, et Wfsl-puudulike hiirte kditumuslikud
muutused tulenevad hadirunud gamma-aminovdihappe, serotoniini- ja dopamiinergilise

stisteemi talitlusest, mitte hdirunud motoorikast.

On teada, et hiirega vorreldes on roti aju funktsioneerimine inimesele oluliselt sarnasem
ning et rott on inimesele evolutsiooniliselt ldhemal kui hiir. See annab pdhjust arvata, et
rotid oleksid paljudes meditsiinilistes uuringutes sobivamad katseloomad kui hiired. Hiljuti
loodud Wfs1-puudulike rottide emotsionaalse kaitumise kohta puuduvad aga veel andmed,
mis naitaksid, et neid saab kasutada drevuse ja depressiooni uurimiseks. Seedttu oli t66
eesmargiks uurida naiivsete Wfsl-puudulike rottide arevuskaitumist (null-puuri katse, hele-
tume puuri katse), kditumuslikku meeleheidet, mis on depressioonile iseloomulik omadus

(sundujumise katse) ja motoorset aktiivsust (liikkumisaktiivsuse katse ja rotarodi katse).

T teostati Tartu Ulikooli siirdemeditsiinikeskuses.



1. Kirjanduslik tilevaade
1.1 Wfs1 geen ja valk

Wfsl geen on endoplasmaatilise retiikulumi (ER) gliikoproteiini, wolframiini, kodeeriv
jarjestus, mis asub inimesel 4. kromosoomi p-6lal, 16.1. positsioonis (Collier jt., 1996). Geeni
kirjeldati esmakordselt 1998. aastal Ameerika ja Jaapani to6riihmade poolt, mil avastati selle
osalus Wolframi Stindroomi kujunemises (Inoue jt., 1998; Strom jt., 1998). 33,4 kb suurune
geen koosneb kaheksast eksonist, millest esimene on mittekodeeriv ning viimane, kaheksas,

sisaldab enamuse kogu wolframiini valku kodeerivast jarjestusest (Strom jt., 1998).

Wolframiin (joonis 1) on 890-aminohappeline valk, mis omab sekundaarstruktuuri ning on
umbes 100 kDa molekulmassiga (Strom jt., 1998). See koosneb hidrofiilsest ER luumenis
paiknevast C-terminusest, hiidrofoobsest tsiitoplasmas paiknevast domaanist N-terminusel
ning tsentraalsest domaanist, mis omakorda moodustub (heksast kuni kiimnest
transmembraansest segmendist. On leitud, et Wfsl valku modifitseeritakse post-
translatsiooniliselt N-gliikosulatsiooni kaudu. See protsess on vajalik valgu stabiliseerimiseks

(Hofmann jt., 2003).

Erinevad mutatsioonid vdivad pdhjustada wolframiini taseme vahenemist voi taielikku kadu,
olenevalt nende asukohast ja ulatusest. Mutatsioonid vdivad olla nii raaminihke, stop,
missense kui ka splaiss mutatsioonid (Hardy jt., 1999; Awata jt., 2000; Cryns jt., 2003).
Tanaseks on neid avastatud tle 140, millest enamus asuvad kaheksandas eksonis (Rendtorff

jt., 2011).
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Joonis 1. Skeem WFS1 valgust ning selle mutatsioonidest. Ara on toodud mutatsioonide suhtelised asukohad. Punasega on
madrgitud tdielikult vaigistavad mutatsioonid, sinisega osaliselt vaigistavad mutatsioonid. (complete loss of function). Hiljuti
avastatud mutatsioonid on rasvases kirjas (Matsunga jt., 2014).

Kuigi Wfs1 valgu funktsioon on tdnaseni tdpselt kirjeldamata, on uuringud nadidanud selle
osalust mitmetes protsessides, eelkdige ER stressi regulatsioonis. On leitud, et Wfs1 vdib
osaleda Ca2+ homoostaasi sdilitamises, reguleerides ioonkanalite t66d (Osman jt., 2003;

Yamada jt., 2006; Fonseca jt., 2010).

Eelnimetatud mehhanismiga seotult reguleerib Wfs1 naditeks cAMP ja insuliini tootmist ning
osaleb oligomeersete valkude sublhikute pakkimises (Fonseca jt., 2012). Samuti omab valk

olulist rolli naatrium-kaalium ATPaasi t60s ning tema subuhikute valmistamisel (Zatyka 2008).

Wfs1 ekspressiooni on kirjeldatud eelkdige ER-s ning pankrease (3 —rakkude sekretoorsetes
graanulites (Osman jt., 2003; Hatanaka jt., 2011). Wfs1 valku leidub kudedes lile terve
organismi, kuid seda on k&ige enam pankreases, kopsudes, slidames, ajus ja platsentas
(Inoue jt., 1998). Wfsl tase varieerub erinevates aju osades ning on esindatuim
hipokampuse CA1 neuronites, allokorteksi pindmises kihis, mandelkehas ja haistesagaras
(Takeda jt., 2001; Luuk jt., 2009). On naidatud, et stressifaktorite juuresolekul suureneb
Wfs1 mRNA hulk oluliselt mandelkehas ja CA1 regioonis, mis illustreerib Wfs1 osalust aju

tegevuses ning meeleoluhairete kujunemises (Koks jt., 2002).



1.2 Wolframi stindroom

Wolframi siindroom tiitip 1 (WS, MIM222300), tuntud ka kui DIDMOAD (diabetes insipidus e
magediabeet, diabetes mellitus e tllp | suhkrudiabeet, optiline atroofia ja kurtus), on
autosomaalne retsessiivne neurodegeneratiivne haigus (Domenech jt., 2006). Stindroomi
kirjeldati esmakordselt 1938. aastal Wolframi ja Wageneri poolt kui juveniilset diabeeti
(Wolfram ja Wagener, 1938). WS esinemissagedus on umbes 1:770 000 ning 1:150 tiip 1
diabeetikutel (Barrett jt., 1995). WS siindroomi tekkep&hjuseks peetakse narvirakkude ja
pankrease [ -rakkude ulatuslikku apoptoosi, mis kujuneb véalja WFS1 valgu puudumisele

iseloomulikust kroonilisest ER stressist (Riggs jt., 2005; Yamada jt., 2006).

WS esimesteks nahtudeks on optiline atroofia ja insuliini-puudulik diabetes mellitus, mis
kujunevad reeglina valja varases lapsepdlves ning diabetes insipidus, mis ilmneb teismeeas
vOi varajases tdiskasvanueas. Sensoneuraalne kurtus avaldub keskmiselt hilises teismeeas.
WS all kannatavate patsientide oodatavaks elueaks on 25-40 aastat ning surma levinuimaks
pOhjuseks on ajutlive atroofiast pdhjustatud hingamisteede rikked (Barrett jt., 1995; Strom

jt., 1998).

WS patsientidel on kirjeldatud ka komplikatsioone neerutraktis, ataksiat, perifeerset
neuropaatiat ja erinevate psuhhiaatriliste hairete nagu bipolaarse depressioni, psiihhoosi,
skisofreenia ja arevushairete esinemist, kusjuures psihhiaatriliste hairete tekke risk on 26
korda korgem kui isikutel, kes on mutatsiooni suhtes heterosiigootsed (Swift jt.,
1998). WFS1 mutatsiooni kandjatel (nii heterosligootidel kui homosligootidel) on taheldatud
korgemat suitsiidiriski, kuigi kodik uuringud antud vdaidet ei kinnita (Crawford jt., 2002;

Sequeira jt., 2003; Cheng jt., 2006).

1.3 Wfs1-puudulikud hiired

Selleks, et iseloomustada Wfsl valgu funktsiooni ning erinevaid psihhiaatrilisi haireid, on
loodud knock-out katseloomad, kellel on inaktiveeritud Wfs1l valku kodeeriv geen.
Praeguseks on Wfsl-puudulikke hiiri loodud kahe erineva teadusgrupi poolt (Ishihara jt.,

2005; Luuk jt., 2009).

Tartu Ulikooli fiisioloogiaosakonnas loodud Wfs1-puudulikel hiirtel on vaigistatud geenid

Wfs1 jarjestuse kaheksandas eksonis. Filisioloogilistest erinevustest tuleb esile nende



vaiksem kaal vorreldes metsik-tliipi hiirtega. Wfs1-puudulikel hiirtel on tdheldatud
pankrease B-rakkude apoptoosist tulenevat progressiivset insuliinipuudulikkust. Loomadel
on héirunud dopamiinergilise (DA) ning GABA-ergilise slisteemi talitlus. (Raud jt., 2009;
Matto jt., 2011; Visnapuu jt., 2013). DA-ergilise stisteemi hairunud funktsiooni on eelnevalt

seostatud meeleoluhdirete tekkimisega (Salamone jt., 2012).

Wfs1-puudulike ja metsik-tllpi hiirte vahel esinevad ka mdningad kaitumuslikud erinevused.
Wfsl-puudulikud loomad on stressiolukorras suurema valtimiskditumise ja kdrgema
kortikosterooni tasemega (Luuk jt., 2009). Inimeste puhul véivad valtimiskditumine ja
hiipotaalamuse-hiipofiilisi-neerupealise telje (HPA telg) llemaarane aktiveerumine viia

stressiga seotud meeleoluhdirete kujunemiseni (Billings ja Moos, 1984).

Motoorse ja sensoorse voimekuse poolest on Wfsl-puudulikud hiired sarnased metsik- tidpi

hiirtega (Luuk jt., 2009).

Wfs1 puudulikel hiirtel, kes aretati Jaapani teadlaste poolt Tohoku Meditsiinilises Ulikoolis,
on vaigistatud Wfs1 geeni teine ekson. Need Wfs1-puudulikud hiired on metsik-tiitipi hiirtele
analoogsed nii valimuse, kasvu kui viljakuse poolest. Erinevalt metsik-tlilipi loomadest on
neil vahenenud insuliini sekretsioon, kuid diabeeti paljudel juhtudel vdlja ei kujune. Kuigi
diabeedile omased tunnused ei ole nii valjendunud kui WS patsientidel, esineb ka hiirtel
progressiivne [3 -rakkude kadu ja hairnud glikoosi homdostaas (Ishihara jt., 2004).
Kaitumiskatsetest ilmneb, et jaapanlaste loodud Wfsl-puudulikele hiirtele on iseloomulik
aeglasem reageerimine keskkonnale, mis on melanhoolse depressiooni tunnus,
antisotsiaalsus ning vahenenud valtimiskdaitumine. Motoorses ega sensoorses vdimekuses

erinevusi metsik-tldpi hiirtega ei taheldatud. (Kato jt., 2008).



2. Uurimus

2.1 Too eesmargid

Kaesoleva t06 eesmarkideks oli uurida, kas Wfs1-puudulikkus méjutab rottide:

e drevusega seotud kaitumist
e depressiooniga (kditumusliku meeleheitega) seotud kaitumist

e motoorset aktiivsust

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Katseloomad

Wfsl-puudulike rottide loomiseks kasutati Sigma Zinc finger protein (ZFN) tehnoloogiat,
mille abil deleteeriti Wfs1 geeni viies ekson ning osa neljanda ja viienda eksoni vahelisest
intronist. Geneetilise taustana kasutati Sprague-Dawdley (SD) rotiliini. Rottide loomine
toimus Michigani Ulikoolis, Charles River Laboratooriumis, edasine paljundamine teostati
Tartu Ulikooli Bio- ja siirdemeditsiini instituudi katseloomakeskuses ning genotiipeerimine

teostati Tartu Ulikooli fiisioloogia ppetoolis.

Kaesolevas t66s kasutati katseloomadena 3.5-4.5 kuu vanuseid isaseid ja emaseid metsik-
thlpi ja Wfsl-puudulikke rotte. Loomi hoiti 12 h valgustsiiklis ad libitum juurdepdasuga
toidule ning veele, vilja arvatud katsete viltel. Kdik katsed teostati Tartu Ulikooli Bio- ja
siirdemeditsiini instituudi katseloomakeskuse kaitumiskatsete ruumides, kella 09:00 ja 17:00

vahel. Enne iga katse teostamist viidi loomad katseruumi tunniks ajaks kohanema.

Katsed jagunesid kahte kaitumisblokki: 1) kahe-katseline (lokomotoorse aktiivsus katse ja
kditumusliku meeleheite katse) ja 2) kolme-katseline (null-puuri katse, hele-tume puuri katse
ja rotarodi katse). Esimeses katseblokis kasutati 7 isast metsik-tliipi ja 7 isast Wfsl-
puudulikku ning 12 emast metsik-tllpi ja 12 emast Wfsl-puudulikku looma. Teises
katseblokis kasutati 8 isast metsik-tlipi ja 8 isast Wfs1-puudulikku ning 12 emast metsik-

tldpi ja 12 emast Wfs1-puudulikku looma.

Katseid teostati Eesti Vabariigi Pollumajandusministeeriumi poolt valja antud loa number 57

alusel.



2.2.2 Katsemeetodid
2.2.2.1 Null-puuri katse

Null-puuri katse on drevust hindav kaitumistest, mis pdhineb nariliste loomuparasel
vastumeelsusel uudsete avatud alade suhtes (Shepherd jt., 1994). Katseseade koosneb
mustast sddrikukujulisest platvormist (diameeter 105 cm, laius 10 cm), mis asub pdrandast
65 cm korgusel. Platvorm on jagatud neljaks vordseks osaks, millest kaks on Uimbritsetud 27
cm k&rguste metallist seintega (suletud ala). Ulejddnud kaks osa on piiritletud 1 cm k&rguse

darega (avatud ala) (joonis 2).

Joonis 2. Null-puuri katseis kasutatav platvorm ja selle méédud (Phenome kodulehekiilg, 2008)

Kuna varasemalt on naidatud, et lihiajaline isolatsioon puurikaaslasest suurendab looma
uudistamisaktiivsust (Raud jt., 2009), siis isoleeriti loom puurikaaslastest 15 minutiks ja
seejarel pandi null-puuri. Rott asetati suletud ala algusosasse ndoga avatud ala poole. Katse
kestus oli 5 minutit ja selle jooksul hinnati avatud alasse sisenemiste arvu (kordades) ja seal
viibimise aega (s). Samuti maarati nn riski hindamise kditumist: avatud alalt allavaatamiste
arvu (kordades) ja venitatud kehaasendite ja valjumiskatsete (kordades) summat. Parast igat
katset loomaga puhastati katseseade 70 % etanoolilahusega ja kuivatati paberkateratikutega.

Eksperiment viidi labi valgustatud ruumis (valgustatus 550 Ix).



2.2.2.2 Lokomotoorse aktiivsuse katse

Rottide motoorset aktiivsust mdddeti 30 minuti valtel helikindlates fotoelektriliste
sensoritega varustatud kastides (44.8 cm x 44.8 cm x 45 cm), mis olid Ghendatud arvutiga
(TSE, Technical & Scientific Equipment GmbH, Germany). Arvuti registreeris katseseadmes
labitud vahemaa (m) ning tagakdppadele tousude arvu (kordades). Naide roti poolt labitud
trajektoorist on esitatud joonisel 3. lIga looma jarel puhastati katseseade 70 %
isopropanoolilahusega (katseseadme ehituseks kasutatud materjali pind oleks
etanoolilahuse kasutamisel vOinud kahjustuda) ja kuivatati paberkateratikutega.

Eksperiment viidi labi heledalt valgustatud ruumis (valgustatus 450-550 Ix).
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Joonis 3. Ndide arvutiga registreeritud roti trajektoorist liikumisaktiivsuse katses (Autori foto, 2017).

2.2.2.3 Hele-tume puuri katse

Hele-tume puuri katse on &arevustest, mis baseerub nariliste vastumeelsusel eredalt
valgustatud alade suhtes (Bourin ja Hascoét, 2003). Katseseade m&6tmetega 46.5 cm x
46.5 cm x 30 cm oli jaotatud kaheks vordseks osaks: Uks osa (hele ala), oli valgustatud
lambiga (valgustatus 63.5 Ix), teine osa (tume ala) oli mustade seintega ning kaanega
kaetud. Hele ja tume ala olid teineteisest eraldatud vaheseinaga, milles oli ava (11 cm x 9
cm) ja mida sai sulgeda Ules-alla liigutatava uksega. Ukse kinni- ja lahtioleku reguleerimine

ja parameetrite registreerimine toimus arvuti abil (TSE, Technical & Scientific Equipment



GmbH, Germany). Suurendamaks uudistamisaktiivsust, isoleeriti esmalt loom
puurikaaslastest 15 minutiks ja seejarel pandi tumedasse alasse. 10 s mdddudes tdsteti
vaheseina uks Ules ja 10 minuti jooksul registreeriti heledasse alasse sisenemise latents (s),
heledas alas viibitud aeg (s), heledasse alasse minekute arv (kordades) ja heledas alas labitud
teepikkus (cm). Parast igat katset puhastati katseseade 70 % isopropanoolilahusega ja

kuivatati paberkateratikutega.

2.2.2.4 Sundujumise katse

Sundujumise katse viidi labi kirjeldamaks kaitumuslikku meeleheidet, mis on omane
depressioonile (Porsolt, 1979; Cryan jt.,, 2002). Esmalt teostati treening, pannes loom 15
minutiks 24 °C ja 31 cm kdrguseni veega taidetud plastmassist silindrisse (30 cm x 44 cm)
ujuma. 24 h hiljem tehti analoogsetel katsetingimustel katse, kus mdddeti 5 minuti jooksul
looma immobiilsuse aega (s) ning loendati sukeldumiste arvu (kordades). Immobiilsuseks
loeti hulpimist, mispuhul loom ei liigutanud rohkem kui seda oli vaja pea vee kohal
hoidmiseks. Loomade kaditumine salvestati videosalvestustena, mida hiljem analliUsiti. Parast

igat katset vahetati silindris vett.

2.2.2.5 Rotarodi katse

Rotarodi katse on koordinatsiooni ja peenmotoorikat hindav katse (Caston jt. 1995). Katsetes
kasutatud seade on esitatud joonisel 4. Katseseade koosnes poorlevast vollist (Iabimddt 5.5
cm), mille pddrlemiskiiruse regulatsioon ja katseparameetrite registreerimine toimus arvuti
abil (TSE, Technical & Scientific Equipment GmbH, Germany). Esmalt tehti loomale treening,
pannes ta poorlevale vollile (9 pooret minutis), millel pidi liikuma Ghe minuti (cut-off time 5
minutit). Kui see ebadnnestus, korrati treeningut 15 minutit hiljem (iihe looma kohta tehti
maksimaalselt 3 treeningut 15-minutiliste intervallidega). 1-minutilise vollil plsimise korral
tehti umbes 30 minuti parast loomaga esimene katse volli poorlemiskiirusel 9 podret/min ja
registreeriti latents esimese kukkumiseni véllilt ja kukkumiste arv 5 minuti jooksul. 30 minuti
parast tehti teine katse, mispuhul rotarodi voélli pédrlemiskiirus oli Ghtlaselt suurenev (5
minuti jooksul oli kiirenemine 9 poodrdelt/min 40 p66rdeni/min) ning registreeriti latents

esimese kukkumiseni vollilt ja volli poorlemiskiirus esimese kukkumise momendil.



Joonis 4. Rotarodi katsei ldbiviimiseks kasutatud seade (Animalactivity kodulehekiilg, 2017)

2.2.3 Andmetootlus

Andmetootluseks kasutati programmi Statistica V10 (Statsoft Inc., Oklahoma, USA).
Lokomotoorse aktiivsuse katsetes kasutati kolme-faktorilist (genotllp, sugu, péaev)
dispersioonanallitisi, Ulejddanud katsete puhul kahe-faktorilist (genotiilp, sugu)
dispersioonanaliiisi. Kdigi analiiliside puhul rakendati post hoc testina Unequal N Tukey’s
HSD testi. Tulemused on esitatud keskmistena koos standardveaga (+ S.E.M). Olulisusnivooks

voeti 0.05. Joonised koostati programmiga Graphpad Prism 6.



2.3 Tulemused
2.3.1 Null-puuri katse

Kahe-faktoriline (genotiilip, sugu) dispersioonanaliiisi viitas avatud alasse sisenemiste puhul
olulisele soo efektile (F(1,36)=5.52; p<0.05) ning tendentsi soo ja genotilbi interaktsioonile
(sugu x genotllp (F(1,36)=3.17; p=0.08). Jargnev post hoc anallils naitas, et isased Wfs1-
puudulikud rotid sisenesid avatud alale statistiliselt vdhem kordi kui emased Wfs1-
puudulikud rotid (joonis 5). Isaste gruppide vordlusest ilmnes, et see parameeter on vaiksem

Wifs1-puudulikel rottidel, kuid see erinevus ei liletanud olulisuse nivood.
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Joonis 5. Null-puuri katse tulemused metsik-tiiipi (+/+) ja Wfs1-puudulikel (-/-) rottidel. *p<0.05

Avatud alal viibimise aja puhul oli statistiliselt oluline soo efekt (F(1,36)=6.97; p<0.01). Post
hoc analiilisist selgus, et isased Wfsl-puudulikud rotid viibisid avatud alal statistiliselt
[ihemat aega kui emased Wfs1l-puudulikud rotid. Isaste rottide omavaheline vordlus nditas,
et Wfsl-puudulikud rotid olid avatud alal liihemat aega, kuid see erinevus ei lletanud

olulisuse nivood.



Avatud alalt alla vaatamiste puhul osutus statistiliselt oluliseks genotiilibi efekt
(F(1,36)=4.69; p<0.05). Jargnev andmete statistiline anallilis naitas, et isased Wfsl-
puudulikud rotid tegid vahem avatud alalt allavaatamisi vorreldes isaste metsik-tllpi

rottidega, ent see polnud statistiliselt oluline.

Venitatud kehaasendite ja avatud osale valjumis katsete summa puhul ei leitud olulisi

genotlilibi ega soo efekte.

2.3.2 Lokomotoorse aktiivsuse katse

Kuna katse kestis kolm pdeva, sai sellega hinnata nii lokomotoorset aktiivsust kui ka
kohanemisvdimet stressiga. Labitud teepikkuse puhul leiti statistiliselt oluline genotibi
efekt (F(1,34)=11.26; p<0.01) ja aja efekt (F(1,34)=6.18; p<0.01). Jargnevalt tehtud post-hoc
anallis ei naidanud ei genotllbi ega sugudevahelisi statistiliselt olulisi erinevusi esimese

pdeva labitud teepikkuses (joonis 6).
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Joonis 6. Lokomotoorse aktiivsuse katse tulemused metsik-tiitipi (+/+) ja Wfs1-puudulikel (-/-) rottidel. *p<0.05

Statistiliselt oluline erinevus esines emaste metsik-tllpi hiirte esimese ja kolmanda
katsepaeva labitud teepikkuses, mis vahenes markimisvaarselt viimaseks katsepdevaks.
Sama trend oli tdheldatav ka teiste gruppide puhul, valja arvatud isaste Wfsl-puudulike

rottide puhul, kellel kolmandaks paevaks antud parameeter ei vahenenud.

Tagakdppadele tdusude puhul esines aja efekt (F(2,68)=17.21; p<0.01) ning aja ja soo
interaktsiooni efekt (F(2,68)=7.66; p<0.01). Post-hoc anallilis ei ndidanud genotiibi- ega
sugudevahelisi statistiliselt olulisi erinevusi esimese pdeva tagakappadele tdusude arvus.

Emaste metsik-tilpi ja Wfsl-puudulike rottide puhul ilmnes, et vérreldes esimese



katsepaevaga tegid molemad statistiliselt vahem tagakdppadele tduse teisel ja kolmandal
paeval (joonis 6). Isaste rottide puhul oli antud parameetri vahenemist ndaha kolmandaks
paevaks, kuid vaid metsik-titpi loomadel. Isastel Wfsl-puudulikel rottidel jai kolmanda

katsepdeva tagakdappadele tdusude arv samale tasemele kui esimesel pdeval.

2.3.3 Hele-tume puuri katse

Heledas alas viibitud aja puhul oli statistiliselt oluline soo efekt (F(1,36)=11.98; p<0.01).
Jargnevast post-hoc anallilsist selgus, et isased Wfs1-puudulikud rotid viibisid heledas alas
statistiliselt vdahem aega kui emased Wfs1-puudulikud rotid (joonis 7). Tendents vdiksemale
heledas alas viibimisele esines isastel Wfs1-puudulikel rottidel vérreldes ka isaste metsik-

thlpi rottidega.
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Joonis 7. Hele-tume puuri katse tulemused metsik-tiiiipi (+/+) ja Wfs1-puudulikel (-/-) rottidel. *p<0.05

Heledasse alasse minekute puhul leiti statistiliselt oluline soo efekt (F(1,36)=4.01). Tulemuste

edasisel analtiUsil ei ilmnenud statistiliselt olulisi erinevusi gruppide vahel, kuid oli tendents,



et isased Wfsl-puudulikud rotid sooritasid vahem heledasse alasse lileminekuid vérreldes

isaste metsik-tllpi rottidega (joonis 7).

Heledas alas labitud teepikkuse puhul oli statistiliselt oluline soo efekt (F(1,36)=14.01;
p<0.01). Jargnevast post-hoc anallisist selgus, et isaste Wfsl-puudulike rottide labitud
teepikkus heledas alas oli statistiliselt oluliselt vaiksem kui sama genotiilibi emastel rottidel
(joonis 7). Tendents vaiksemale labitud teepikkusele heledas alas esines isastel Wfsl-

puudulikel rottidel ka vorreldes isaste metsik-tllpi rottidega.

2.3.4 Sundujumise katse

Sukeldumiste puhul leiti statistiliselt oluline soo efekt (F(1,36)=21.69). Post-hoc analiis
nditas, et isased metsik-tlitpi rotid sukeldusid statistiliselt sagedamini kui emased metsik-
thlpi rotid. Isaste gruppide vordlus naitas, et metsik-tilpi rottidel oli suurem kalduvus

sukelduda kui Wfs1-puudulikel loomadel, kuid tegu oli vaid tendentsiga (joonis 8).
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Joonis 8. Sundujumise katse tulemused metsik-tiiiipi (+/+) ja Wfs1-puudulikel (-/-) rottidel. *p<0.05

Immobiilsuse aja puhul ei leitud olulisi genotlilibi ega soo efekte. Genotiilbist s6ltumata
nditasid emased rotid (les veidi pikemaid immobiilsuse aegu kui isased rotid, kuid ka see

erinevus ei Uletanud olulisuse nivood.

2.3.5 Rotarodi katse

Labi viidi kaks rotarodi katset. Esimeses katses oli volli poorlemiskiirus 9 poéret/min ja teises

katses oli volli poorlemine kiirenev (9-40 pooret/min). Statistiline anallitus ei tuvastanud



mitte Ghegi parameetri (latents esimese kukkumiseni, kukkumiste arv, volli poorlemiskiirus

esimese kukkumiseni) puhul statistiliselt olulist genotiitibi vdi soo efekti (Joonis 9).
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Joonis 9. Rotarodi katse tulemused metsik-tiitipi (+/+) ja Wfs1-puudulikel (-/-) rottidel. *p<0.05



2.4 Arutelu

Varasemad anatoomilised uuringud on naidanud, et Wfsl valk lokaliseerub &arevusega
seotud ajuosades (Luuk jt., 2008). Hiirtega labi viidud uuringud on demonstreerinud, et
Wfs1-puudulikkus on seotud areva fenotlilibi tekkimisega (Luuk jt., 2009), samuti on nende
tundlikkus drevust vahendava toimega ravimite suhtes suurem kui metsik-ttitipi hiirtel (Luuk
jt., 2009; Raud jt., 2015). Wfs1-puudulike hiirte drevam fenotiilp voib tuleneda negatiivsete
emotsioonide  regulatsiooniga  seostatud neurotransmitter-sisteemide  muutunud
aktiivsusest (Raud jt., 2015; Reimets jt., 2016). Hiljutises uurimistods leiti, et erinevalt
metsik-tilpi hiirtest pShjustab psihholoogiline stress Wfs1-puudulikel hiirtel teatud ER
stressi markerite olulist tousu temporaalsagaras: aju osas, mis on seotud arevuse
reguleerimisega (Altpere jt., publitseerimisel). Need hiirtega saadud tulemused lubasid
oletada, et drev fenotllip vdib esineda ka Wfsl-puudulikel rottidel. Kdesolev uurimus seda

aga ei ndidanud. Jargnevalt on anallilsitud igat katset individuaalselt.

Null-puuri ja hele-tume puuri katsed

On naidatud, et pluss-puuri ja hele-tume puuri katsed peegeldavad loomade emotsionaalse
kditumise erinevaid aspekte (Ramos jt., 2008), mistottu hinnati antud t66s drevusega seotud

kditumist kasutades hele-tume puuri katset ja pluss-puuri katse analoogi, null-puuri katset.

Null-puuri katsed ei ndidanud genotlipidevahelisi olulisi erinevusi arevusega seotud
kditumises. See tulemus erineb oluliselt Wfs1-puudulike hiirtega saadud tulemustest, kus
analoogsetes katsetes leiti arevuse oluline suurenemine Wfsl-puudulikel hiirtel (Raud jt.,
2009, Sitt jt., 2015). Erinevuse Uheks vdimalikuks seletuseks on liikidevaheline eripara.
Naiteks on Wfsl-puudulike hiirte puhul drevuskatseid voimalik teha 20 Ix juures, mis vastab
Usna hdamarale valgustatusele. Selline valgustatus on hiirte puhul optimaalne ning véimaldab
eristada kartlikumaid ja julgemaid loomi (Sitt jt., 2015). Oluliselt kdrgema valgustatuse
korral hiired katseseadme avatud alale tulla ei julgenud. Kidesoleva t60 pilootkatsetes
prooviti drevuskatseid sooritada samuti 20 Ix tingimustes, kuid rottide puhul jaotumist
arevateks ja vdhem arevamateks ei toimunud - kdik rotid, sdltumata genotiiibist, viibisid

pikalt avatud alal ning ei ndidanud arevusele omaseid tunnusjooni. SeetSttu kasutati



kdesolevas t606s labiviidud katsetes oluliselt eredamat valgust, mis mingil maaral kergendas

drevate ja vahem arevate loomade diferentseerimist.

Kill aga naitasid katsed statistiliselt olulisi sugudevahelisi erinevusi drevusega seotud
kaitumises Wfsl1l-puudulikel rottidel: emaste Wfsl-puudulike rottidega vorreldes oli isastel
Wfs1-puudulikel rottidel statistiliselt suurenenud arevusega seotud kaitumine, millele viitas
viahenenud avatud alale sisenemiste arv ning avatud alal viibitud aeg. Samuti esines tendents
vahenenud riskihindamiskaitumisele. Sarnased sugudevahelised erinevused esinesid ka
metsik-tltpi rottide puhul, kuid need polnud statistiliselt olulised. Saadud katsetulemused
langevad kokku Ferguson ja Gray (2005) to6s leituga. Ka nemad kasutasid oma
eksperimentides SD rotte ja kirjeldasid emaste metsik-tlilipi rottide vaiksemale drevusele
viitavat kaitumist vorreldes isastega. Samas nahti Braun jt. (2011) t66s metsik-tllipi SD
rottidel vastupidiseid sugudevahelisi tendentse - isastel rottidel esines null-puuris arevusega
seotud kditumist vahem kui emastel loomadel. Meie tulemuste erinevust Braun jt omadest
vOib taaskord pdhjendada erinevustega katsetingimustes. Nimelt viidi Braun jt. uuring labi
tunduvalt madalama valgustatuse juures ehk norgemas stressogeenses keskkonnas kui
antud uuringus. Samuti ei teostatud Brauni jt. wuuringus lihiajalist isolatsiooni

puurikaaslastest.

Sarnaselt null-puuri katsele ei tuvastatud ka hele-tume puuri katses genotilipide vahel olulisi
erinevusi drevusega seotud kaitumises. See tulemus erineb jallegi hiirte hele-tume puuri
katse tulemustest (Luuk jt., 2009), kus Wfs1-puudulikud hiired viibisid oluliselt vahem aega
heledas alas ja sisenesid metsik-tilpi loomadega vorreldes heledasse alasse
markimisvaarselt harvem. Luugi jt. t66 demonstreeris ka katsele eelneva manipulatsiooni
madravust katse tulemustele, kuna erinevus metsik-tilpi ja Wfsl-puudulike hiirte
kditumises ilmnes ainult juhul kui loomad olid eelnevalt puurikaaslastest liihiajaliselt
isoleeritud. Erinevusi otse kodupuurist votmise puhul ei esinenud. Isolatsioon mdjus metsik-
thlpi loomadele uudistamisaktiivsust suurendavalt, kuid &revusele kalduvale loomale
vastupidiselt. Ka kdesolevas katses viibisid rotid enne hele-tume puuri katset isolatsioonis
(isolatsiooniaja kestus oli 15 minutit nagu Luuk jt. katses), kuid see manipulatsioon ei
indutseerinud statistiliselt olulisi genotiubivahelisi erinevusi. On vdimalik, et katsele eelnev
isolatsiooniaeg oleks pidanud olema pikem vGi oleks tulnud isolatsiooni asemel kasutada
monda tugevamat stressorit. Genotlubisisesel vordlusel leiti, et isastel Wfsl-puudulikel

rottidel on statistiliselt suurem &revusega seotud kaitumine vorreldes Wfsl-puudulike



emaste rottidega. Sellele viitas oluliselt lihem heledas alas viibimise aeg ja heledas alas
labitud teepikkus. Samad trendid esinesid metsik-tilpi rottide puhul: isaste
uudistamisaktiivsus aversiivses heledas alas oli madalam kui emaste rottide oma. Seega olid

genotlitbisisesed trendid samasugused kui null-puuri katses.

Lokomotoorse aktiivsuse katse

Lokomotoorse aktiivsuse  katse esimese pdeva tulemustest ei ilmnenud motoorses
aktiivsuses genotilpide ja sugude vahel olulisi erinevusi. Kolmanda katsepdeva tulemuste
pohjal vOis arvata, et metsik-tllpi rotid ja emased Wfsl rotid olid stressogeense
keskkonnaga adapteerunud, kuna vorreldes esimese padevaga oli neil vahenenud liikumis- ja
uudistamisaktiivsus (labitud teepikkus ja tagakdppadele tdusude arv olid vahenenud). Isastel
Wfs1-puudulikel rottidel kohanemist stressiga aga kolmandaks pdevaks toimunud ei olnud.
Varasemad uuringud on naidanud, et Wfsl-puudulikud hiired kohanevad stressogeense
situatsiooniga halvemini ja see on seotud aju dopamiinergilise ja serotoniinergilise slisteemi
(ihed kesksemad neurotransmittersiisteemid negatiivsete emotsioonide regulatsioonis)
hdirunud talitlusega (Visnapuu jt., 2013). Wfsl-puudulike isaste rottide hairunud

adaptatsioon stressiga voib seega tuleneda funktsioonihdiretest nimetatud slisteemides.

Sundujumise katse

Sundujumise katses ei tuvastatud genotilipide vahel olulisi erinevusi depressiooniga seotud
kditumises. Sellele viitas sarnane immobiilsuse aeg, mis peegeldab passiivset stressiga
toimetulekukaitumist (Porsolt, 1979). Ka see tulemus on vastavuses varasemate tulemusega,
kus metsik-tiipi ja Wfsl-puudulike hiirte immobiilsuse aeg markimisvaarselt ei erinenud
(Luuk jt., 2009). Genotiilibisisesel vordlusel leiti, et isased metsik-tiitipi rotid sukeldusid
statistiliselt oluliselt sagedamini kui emased metsik-tiilipi rotid. Samas esines tendents, et
isased Wfsl-puudulikud rotid sukeldusid vahem kui isased metsik-tlilipi rotid. Vaiksemat
sukeldumiste arvu voib tdlgendada vahenenud toimetulekukditumisena (Craft jt.,, 2010),
mistottu isaste Wfsl-puudulike rottide vaiksem sukeldumiste arv toetab mingil maaral

lilkumisaktiivsuse katse jareldust, et neil loomadel on stressiga toimetulek hairunud.



Rotarodi katse

Kiirendusega ja kiirenduseta rotarodi katsed naitasid, et Wfsl-puudulikel rottidel pole
metsik-tltpi rottidega vorreldes koordinatsioon ega peenmotoorika hairunud. Sellele viitas
oluliste erinevuste puudumine kukkumiste arvus, latentsis esimese kukkumiseni ja volli
poorlemiskiiruses esimese kukkumiseni. Meie tulemus langeb kokku varem avaldatud Wfs1-
puudulike hiirte tulemusega, mis naitas Wfsl-puudulike ja metsik-tllpi hiirte sarnast

sooritust kiirenduseta rotarodi katses (Luuk jt., 2009).

Lilkkumisaktiivsuse ja rotarodi katsest vdib jareldada, et Wfs1-puudulikkus ei hairi motoorikat
ega koordinatsiooni ja sellega saab valistada, et adrevuskatsete tulemused on tingitud

hdirunud motoorikast.



Kokkuvote

T606s uuriti Wfsl-puudulike rottide kditumist vorreldes normaalsete, metsik-tlitipi rottidega

kasutades jargmisi katseid:

e Null-puuri katse

e Hele-tume puuri katse
e Liikumisaktiivsuse katse
e Rotarodi katse

e Sundujumise katse

Uhegi katse puhul ei leitud statistiliselt olulisi erinevusi metsik-tiitipi ja Wfs1l-puudulike

rottide kaitumise vahel.

Lilkkumisaktiivsuse, rotarodi ja sundujumise katses oli see tulemus oodatav, sest ka
eelnevates uurimustes, milles kasutati Wfs1-puudulikke hiiri, ei leitud nimetatud katsetes

kditumuslikke erinevusi vorreldes metsik-tldpi hiirtega.

Monevdrra ootamatud olid tulemused arevuskatsete (null-puuri ja hele-tume puuri katsete)
osas. Seal oli eelnevatest uurimustest hiirtega teada Wfs1-puudulike hiirte oluliselt suurem
arevusega seotud kaitumine. Roti genotllpidevaheliste erinevuste puudumist

arevuskatsetes pohjendati liiga nOrga stressori kasutamisega antud katsetes.

Kaitumiskatsetes esines statistiliselt olulisi erinevusi Wfsl-puudulike rottide emas- ja
isasloomade vahel, seejuures isasloomad ilmutasid suuremat arevuskaitumist. See tulemus

on kooskodlas varasemate hiirkatsete tulemustega.
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RESUME

Wolfram syndrome (also known as DIDMOAD) is a recessive neurodegenerative disease
caused by a mutation in the Wfsl gene (Strom et al.,, 1998). It is characterised by an
impaired production of wolframine, a protein responsible for ER stress regulation. The
concurrent disturbances in Ca2+ homeostasis and folding of proteins cause apoptosis, which
can lead to complications such as diabetes mellitus, diabetes insipidus, optic atrophy,
deafness and various psychiatric disorders (Osman et al., 2003). In order to better
understand the disorder and to potentially develop a new model organism for mental illness
research, Wfsl-deficient mice have been developed. The anxious phenotype of the Wfsl-
deficient mouse may be due to the altered activity of neurotransmitter systems associated
with the regulation of negative emotions (Raud et al., 2015; Reimets et al., 2016). The fact
that humans have a higher evolutionary proximity to rats than to mice leads us to consider

that rats might be preferable test subjects in medical research (Gibbs et al., 2004).

The goal of this paper was to evaluate the impact of Wfsl deficiency on anxiety-related
behaviour, motor activity and behavioural despair in rats. For this purpose, both knock out
and wild-type rats were studied during the Rotarod, Locomotor activity, Light-dark box

exploration, Forced swimming and elevated Zero maze tests.

The results for the Rotarod, Locomotor activity and Forced swimming tests showed no
statistical differences between the behaviour of wild type and Wfsl-deficient rats, which
was to be expected, based on past research on Wfsl-deficient mice (Luuk et al., 2009).
Somewhat surprisingly, there were no statistically significant differences between the two
rat genotypes in the Light-dark box and Zero maze tests. This may have been because of the
lack of a potent irritant, such as bright light or prolonged isolation. However, remarkable
differences were observed between male and female Wfsl-deficient rats with males

displaying higher levels of anxiety than females.

This work characterized the phenotype of Wfsl-deficient rats with a handful of anxiety,
depression and locomotor activity tests. Further studies are now required to test the effects

of other stressors.
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