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SISSEJUHATUS

Wolframi siindroom on neurodegeneratiivne haigus, mis on pohjustatud mutatsioonidest
WFS1 geenis ning selle siimptomiteks on suhkru- ning magediabeet, optiline atroofia, kurtus
ja poliineuropaatia (Strom et al., 1998). On niidatud, et WFS1 valk on seotud ER-stressi
(endoplasmaatilise retiikulumi stressi) vastuse tekkimisega (Fonseca et al., 2010).
ER-stressiks nimetatakse voltumata valkude kuhjumist ER-le, mille tulemusena kéivitub UPR
(voltumata valgu vastus) (Xu et al., 2005). ER-stressi vastuse korral aktiveeruvad esmalt ER-i
chaperonid GRP78 ja GRP94, mis tagavad voltunud ja voltumata valkude korrastamise,
secjérel valgusiintees inhibeeritakse ning toimub ER-seoselise degradatsiooniraja induktsioon.
Kui rakk ei suuda ER-stressiga toime tulla, suunatakse rakk apoptoosi (Schroder ja Kaufman,
2005; Kakiuchi et al., 2007).

ATF6 on ER-stressi vastust aktiveeriv transkriptsioonifaktor (Ye et al., 2000), mis on otseselt
seotud WFS1-ga ning reguleerib ERSE aktivatsiooni ja ER-stressi vastuse tekkeks vajalike
geenide ekspressiooni (Fonseca et al., 2010).

Sellest tulenevalt oli kdesoleva Tartu Ulikooli Bio- ja siirdemeditsiini instituudi fiisioloogia
osakonnas valminud t66 eesmargiks uurida ER-stressiga seotud geenide (Grp78, Grp94,
Atf6a) ekspressiooni Wfsl-puudulikkusega hiirte ja metsiktiilipi hiirte erinevates ajuosades

stressitingimustes.

Mirksonad: ER-stress, Wfsl-puudulikkusega hiir, tdstetud pluss-puur, Grp, drevus.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1.  Wfsl geen javalk

WFS1 asub inimesel 4. kromosoomi 16.1 piirkonnas ja koosneb kaheksast eksonist. WFS1
kodeerib 890 aminohappe pikkust valku wolframiin, molekulmassiga 100 kDa. Wolframiin
on hiidrofoobne tetrameerne valk, millel on iiheksa transmembraanset doméadni ning suured
hiidrofiilsed piirkonnad mdlemas terminuses (Hofmann, 2003). Wolframiin on ER-i
membraanis paiknev gliikoproteiin (Takeda et al., 2001). Endogeenset wolframiini
ekspresseeritakse tugevalt ajus, siidames, kopsus ning kohundarme p-rakkudes (Ishihara et al.,
2004; Philbrook et al., 2005). Ajus ekspresseeritakse Wfsl koige rohkem dorsaalses ja
ventraalses striaatumis, amiigdalas, ajukoores, hippokampuses ning allokorteksis (Takeda et
al., 2001; Ishihara et al., 2004; Kato et al., 2008; Luuk et al., 2008). Nii WFS1 mutatsiooniga
inimestel kui Wfsl-puudulikkusega hiirtel esineb B-rakkude hdvimine, mis v3ib olla vastus
ebatéipselt reguleeritud ER-stressile (Karasik et al., 1989; Riggs et al., 2005). Seega on WFS1

oluline B-rakkude ER-i homdostaasis (Fonseca et al., 2012).

1.2. Wolframi siindroom

Wolframi siindroom on autosomaalne retsessiivne haigus, mis on pdhjustatud mutatsioonidest
WFS1 geenis (Inoue et al., 1998; Strom et al., 1998). Wolfram siindroomi (OMIM 222300)
Kirjeldati esmakordselt 1938. aastal, kui iithe perekonna kaheksast liikkmest neljal esines
juveniilne diabeet ning optiline atroofia (Wolfram ja Wagener, 1938). Sellest alates on
taheldatud rohkem kui 200 sarnast juhtumit, simptomiteks veel diabetes inspidius ning muud
endokriinsed ja neuroloogilised hiired (ataksia, niistagmus, periferaalne neuropaatia ja
vaimne alaarenemine) (Barrett et al., 1995; Rigoli et al., 2011). Harilikult avaldub diabetes
mellitus inimesel elu esimesel kiimnendil, optiline atroofia aga teisel (Barrett ja Bundey,
1997). Tavaliselt surevad Wolframi siindroomiga patsiendid 25 — 40 aastaselt hingamisteede
rikete tagajirjel, mis on pohjustanud ajutiive atroofiast (Barrett et al., 1995). Siimptomite
varieeruvus ja rohkus kinnitab kuuluvust progressiivsete neurodegeneratiivsete haiguste
hulka, mis mojutavad nii perifeerset kui kesknérvisiisteemi (Barrett ja Bundey, 1997). Umbes
60%-1 Wolframi siindroomi patsientidel esineb erinevaid psiihhiaatrilisi héireid, niiteks
depressioon voi psithhoos (Swift et al., 1990). Isegi Wfsl-mutatsiooniga heterosiigootidel on
26 korda suurem tdendosus sattuda psiihhiaatrilisse ravisse vorreldes mittekandjatega (Swift

etal., 1998).



1.3.  Wifsl-puudulikkusega hiir

Praeguseks on loodud kaks erinevat Wfs1-puudulikkusega hiirt (Ishihara et al., 2004; Luuk et
al., 2009). Tartu Ulikooli fiisioloogia osakonnas on loodud Wfsl-puudulikkusega hiired,
kellel on eemaldatud 8. ekson (Luuk et al., 2009). Wfsl-puudulikud hiired on viiksema
kehakaaluga kui metsiktiitipi hiired (Luuk et al., 2009) ning neil on vdorreldes metsiktiiiipi
hiirtega madalam plasmainsuliini tase (Terasmaa et al., 2011). Katsetega on nididatud, et
Wfs1-puudulikkusega hiirte lokomotoorne aktiivsus on metsiktiiiipi hiirtest madalam (Luuk et
al., 2009), samas on Wfsl-puudulikkusega hiired drevamad kui metsiktiiiipi hiired (Raud et
al., 2009). On voimalik, et WFS1 valk omab rolli néariliste kohanemises uudses ja
stressirikkas keskkonnas (Luuk et al., 2009).

Lisaks on loodud veel teine Wfsl-puudulikkusega hiirte liin, mille homosiigootsed Wfs1-
puudulikud hiired on nii vélimuselt, kasvult kui ka viljakuselt normaalsed, kuid neil on
vdhenenud insuliini sekretsioon (Ishihara et al., 2004). Lisaks esineb Wfs1-puudulikel hiirtel
progressiivne p-rakkude kadu ning on tidheldatud ka suurenenud apoptoosi pankreases
(Ishihara et al., 2004). Kiitumiskatsed on nididanud, et Wfsl-puudulikel hiirtel on
emotsionaalse kéitumise arengupeetus, vdhenenud sotsiaalne interaktsioon ning muutuv

kaitumine vastavalt keskkonnale (Kato et al., 2008).

14. ER stress

ER-is toimuvad valkude post-translatsioonilised modifikatsioonid, siinteesitud valkude
voltumine ja Oigesti kokkupakkimine (Rigoli et al., 2011). Hiired ER-i funktsioonis
pohjustavad voltumata valkude kuhjumist, mille tulemusena vallandatakse voltumata valgu
vastus (UPR). Seda ndhtust nimetatakse ER-stressiks (Ron ja Walter, 2007; Rutkowski ja
Kaufman, 2007). UPR-i esialgne eesmirk on kohaneda muutuva keskkonnaga ja taastada
normaalne ER-i funktsioon. Valkude voltumise protsessi ER-is stabiliseerivad Ca?*-s5ltuvad
molekulaarsed chaperonid GRP78, GRP94 ja kalretikuliin (Orrenius et al., 2003; Ma ja
Hendershot, 2004; Schroder ja Kaufman, 2005). Kohanemiseks vajalikud mehhanismid
kaasavad transkriptsioonilisi programme, mis indutseerivad ER-i valkude voltumisvoimet
taastavate geenide ekspressiooni. mRNA translatsioon on esialgu inhibeeritud, takistamaks
uute valkude kuhjumist ER-le seniks, kuni UPR-valgud on olemas. Kui kohanemine ei
onnestu, aktiveeritakse NF-«B, mis on raku kaitseks mediaatoreid kodeerivate geenide
ekspressiooni transkriptsioonifaktoriks. Pikaajaline ja tugev ER stress kéivitab raku

programmeeritud surma — apoptoosi (Xu et al., 2005).
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1.5. ER-stressi rajad

Normaalse ER-i talitluse eest vastutab voltumata valkude vastus (UPR), mida vahendavad
transmembraansed ER-i signaalvalgud PERK, IRE1 ja ATF6 (Schroder ja Kaufman, 2005;
Xu et al., 2005; van Schadewijk et al., 2012), mis tavatingimustes on inaktiivsed seotuna
GRP78-ga (van Schadewijk et al., 2012), kuid ER-stressi korral aktiveeruvad GRP78-It
vabanedes (Xu et al., 2005; Ron ja Walter, 2007; van Schadewijk et al., 2012).

1.5.1. GRP78 ja GRP9%4

GRP78 on 78 kDa suurune gliikoos reguleeritud valkude (GRP) perekonda kuuluv, Ca®*siduv
valk (Shiu et al., 1977; Liu et al., 1997), mille nork ATPaasne aktiivsus aitab siduda
voltumata valke, hoides nii dra nende agregatsiooni ER-il (McLaughlin ja Vandenbroeck,
2011) ja tagades ER-i homoostaasi (Suzuki et al., 2007). Lisaks hoiab GRP78 ER-stressi
sensoreid inaktiivses olekus (van Schadewijk et al., 2012) ning kaitseb programmeeritud
rakusurma eest (Kaufman, 1999).

Teine GRP perekonda kuuluv 94 kDa suurune chaperon GRP94 on ER-is kdige rohkem
esinev gliikoproteiin (Lee, 2001). GRP94 osaleb valkude pakkimisel ja degradatsioonil
(Kozutsumi et al., 1988; Yoshida, 1998; Christianson et al., 2008), sidudes substraate pérast
nende vabanemist GRP78-It (Melnick et al., 1994). On spetsiifilisem kui GRP78
(McLaughlin ja Vandenbroeck, 2011) ning polimorfismid GRP94 geenis on seotud
bipolaarse hdirega (Kakiuchi et al., 2007).

1.5.2. ATF6

ATF6 on 670 aminohappest koosnev UPR-spetsiifiline transkriptsioonifaktor, mis kuulub
leutsiini tdmblukk valkude hulka (Hai et al., 1989; Zhu et al., 1997; Haze et al., 1999).
Imetajate rakud ekspresseerivad kaht ATF6 isovormi: ATF6a ja ATF6B (Yamamoto et al.,
2007). Nii ATF6a kui ATF6p on voimelised reguleerima kindlaid ER-stressi vastuse tekkeks
vajalike geenide ekspressiooni (Haze et al., 1999; Haze et al., 2001). Samas on geeni
véljaliilitamisel hiirte embriio fibroblastide uurimisel leitud, et ainult ATF6a on ER-stressi
tingimustes vajalik erinevate ER-is paiknevate chaperonide induktsiooniks (Wu et al., 2007;
Yamamoto et al., 2007).



ER-stressi korral vabaneb ATF6 GRP78-It ning liigub Golgi kompleksi, kus proteaaside
toimel vabaneb transkriptsioonifaktor tsiitosooli ning liigub edasi tuuma, indutseerides ER-i
chaperon valgu GRP78 ja XBP-1 transkriptsiooni (Ye et al., 2000; van Schadewijk et al.,
2012). Lisaks ER-stressi vastuse tekke regulatsioonile on néidatud, et ATF6 voib olla seotud

odontoblastide diferentseerumisega (Kim et al., 2014).

1.5.3. XBP-1

IRE1/XBP-1 signaalrada on vajalik efektiivseks valgu voltumiseks, kiipsemiseks ja
degradatsiooniks ER-is ning niitab, et UPR-i sihtmérkgeenide alamhulgad on sGltuvad XBP-
1-st (Lee et al., 2003). Valesti voltunud valkude dratundmisel osaleb ER-i transmembraanne
kinaasne valk IRE1, mis vabanemisel GRP78-It oligomeriseerub ER-i membraanis (Xu et al.,
2005) ja aktiveerub autofosforiileerumise teel. Kasutades oma endoribonukleaasset aktiivsust,
valmistab IRE1 XBP-1 mRNA-st introni (Shamu ja Walter, 1996; Sidrauski et al., 1996;
Tirasophon et al., 1998; Tirasophon, 2000; Ruegsegger et al., 2001; Shen et al., 2001;
Yoshida et al., 2001; Calfon et al., 2002; Lee et al., 2002). Labiviidav splaissimine muudab
267-aminohappelise valgu XBP-1u splaissitud 371-aminohappeliseks valguks XBP-1s, mis
translokeerub tuuma, kus indutseerib chaperon-geenide transkriptsiooni (Shen et al., 2001,
Yoshida et al., 2001; Calfon et al., 2002; Lee et al., 2002). Ainult splaissitud vorm XBP-1s on
aktiivne transkriptsioonifaktor ja XBP-1u ei oma mingisugust transaktiivset omadust
(Yoshida et al., 2001; Iwakoshi et al., 2003).

1.6. WEFSL1 seos ER-stressiga

WFS1 on UPR komponent, mis reguleerib ER-stressi vastust (Fonseca et al., 2005). Raku
normaalses olekus on ATF6a WFS1 toimel seotud HRD1-ga, hoides dra ER-stressi vastuse
tekke. ER-stressi korral vabaneb ATF60. HRDI-It, liigub ER-i membraanist tuuma ja
suurendab stressi leevendamiseks vajalike sihtméarkgeenide ekspressiooni. ER-stressi
kaivitumine indutseerib Wfsl ekspressiooni, mis negatiivse tagasiside kaudu surub alla
ATF6a sihtmérkgeenide (sh Grp78 ja Xbp-1) ekspressiooni ning ERSE aktivatsiooni. Lisaks
stabiliseerib WFS1 E3 ubikvitiinligaas HRDI1 ning toob ATF6a proteasoomi, kus see
degradeeritakse. Selle tulemusel surutakse maha ER-stressi signaliseerimine, kaitstes sedasi

rakke apoptoosi eest (Fonseca et al., 2010) (Joonis 1).
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Joonis 1. WFS1 kontrollib valgu ATF6a taset ning aktivatsiooni (A). Tavaolekus aitab WFS1 ATF6a-I

interakteeruda HRD1-ga, mis mirgistab ATF6a proteasoomseks degradatsiooniks ubikvitiiniga. ER-stressi
korral ATF6a vabaneb, 1dbib proteoliiiisi ning liigub tuuma, kus indutseerib ER-stressi vastuse tekkeks vajalikke
geenide ekspressiooni. Hiljem indutseerib ER-stress Wfs1 ekspressiooni, mis pdhjustab ATF6a degradatsiooni.

Wfsl-puudulikkus pohjustab ATF6a hiiperaktivatsiooni, mis viib apoptoosini (B) (Fonseca et al., 2010).

On nididatud, et bipolaarse hiire, epilepsia ja migreeni raviks kasutatava valproaadi
terapeutilised omadused vodivad olla vahendatud ER-stressi moduleerimise kaudu,
suurendades vaba WFS1 hulka (Kakiuchi et al., 2009). Nimelt, aktiveerib valproaat Wfsl
transkriptsiooni ja indutseerib Wfsl mRNA ekspressiooni nédrvirakus, kusjuures teiste ER-
stressi markerite ekspressioonile (GRP94, GRP78, tiielik ja splaissitud XBP-1 ja ATF) moju
ei avalda (Kakiuchi et al., 2009). Tavatingimustes moodustab WFS1 GRP94-ga kompleksi,

kuid valproaat suurendab nendevahelist dissotsiatsiooni.



Pankreases osaleb WFS1 insuliini sekretsiooni reguleerimises. Tavalises seisundis
stimuleerivad gliikoos ja GLP-1 WFS1 translokatsiooni ER-st plasmamembraanile, kus WFS1
moodustab kompleksi AC8 (adeniilaat tsiiklaas 8) ja kalmoduliinigaga, stimuleerides cAMP
stinteesi ning insuliini sekretsiooni. ER-stressi korral on WFS1 ER-is kinni, hoides dra ACS ja
kalmoduliini vahelise kompleksi moodustumise, inhibeerides cAMP siinteesi ning insuliini

sekretsiooni (Fonseca et al., 2012).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. To6 eesmirgid

Kéesoleva t60 eesmirgiks oli uurida ER-stressiga seotud geenide (Grp78, Grp94, Atf6a)
ekspressiooni erinevates ajuosades Wfsl-puudulikkusega hiirtel ja metsiktiiiipi hiirtel

stressitingimustes.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Katseloomad

Katseloomadeks olid emased Tartu Ulikooli Bio- ja siirdemeditsiini instituudis fiisioloogia
osakonnas valmistatud Wfsl-puudulikkusega homosiigootsed (Luuk et al., 2009) ning
kontrolliks metsiktiiiipi hiired. Katseloomad, kelle geneetiline taust oli (129/SVEVS6/tac X
C57b1/6]) x (129/SVEVS6/tac x C57bl/6]), paljundati ja genotiipiseeriti Tartu Ulikooli
arstiteaduskonna fiisioloogia osakonnas. Loomi vanusega 3 — 4 kuud hoiti puurides 8-10
kaupa 12-h/12-h valge/pime tsiiklis 22°C juures (valge tsiikkel algas kell 7 hommikul). Hiirtel
oli vaba ligipdds toidule ja veele ning loomkatsed toimusid kella 10:00 ja 17:00 vahel. Koik
katsed teostati Eesti Vabariigi pdllumajandusministeeriumi poolt vilja antud loa alusel

(number 88, vilja antud 25.august 2011).

2.2.2. Aju prepareerimine

Katseloomad surmati tservikaalse dislokatsiooni teel. Kolju jahutati vedelas lammastikus ning
eemaldati aju. Aju prepareeriti jail, mille kdigus eraldati oimusagar, ventraalne striaatum,
hippokampus ja frontaalkoor. Eraldatud struktuurid kiilmutati vedelas ldmmastikus ning

sdilitati temperatuuril -80 °C.

2.2.3. Kvantitatiivne reaalaja PCR

RNA eraldamiseks kasutati Trizol reagenti (Invitrogen) ning cDNA siinteesimiseks
Superscript 11l poordtranskriptaasi (Invitrogen) ja oligo dT18 oligonukleotiide vastavalt

etteantud protokollidele. Kvantitatiivse reaalaja PCR-i teostamiseks kasutati ABI PRISM
11



7900HT Fast Real-Time PCR Siisteemi (PE Applied Biosystems, USA) ja ABI PRISM 7900
SDS 2.2.2 tarkvara. Praimerid siinteesiti programmiga Primer Express™ (PE Applied
Biosystems, Foster City, California, USA) ekson-ekson {iihenduskohtadesse viltimaks
genoomse DNA ekspressiooni. Praimerite jarjestused ja Tagman sondid on toodud tabelis 1.
Sisemise kontrollina kasutati koduhoidja geeni Hprtl, mis on niidatud kui kdige
efektiivsemalt ja stabiilsemalt ekspresseeruv geen (Raud et al., 2009). Kasutati kahte erinevat
tehnoloogiat: Tagman siisteemi (PE Applied Biosystems) ja 5 X HOT FIREPol® EvaGreen®
supermixi (Solis BioDyne) fluorestseeruva maérgisega puhvrit vastavalt etteantud
protokollidele. EvaGreen® meetodi puhul kontrolliti praimerite spetsiifilisust ja iga
reaktsiooni korral kasutati dissotsiatsioonikoverat. Koik reaktsioonid teostati neljas korduses,
et vihendada vdimalikke vigu. Reaktsioonide 10ppmahuks oli 10 ul, kasutades 50-100 ng
cDNA-d. Paralleelselt viidi 1dbi koigi nelja grupi ekspressioonid. Ekspressiooni
analiiisimiseks kasutati 2-deltaCt meetodit (Livak ja Schmittgen, 2001) ning statistika teostati

tihesuunalise ANOV Aga kasutades statistikaprogrammi Statistica 10 (StatSoft, USA).

Tabel 1. Kvantitatiivse-reaalaja PCR-i Tagman assayd, praimerid ja proovid.

Geen Assay ID voi jirjestus Geeni ID

Atf6a Mm01295317 ml NM_ 001081304
Grp94 Mm00441927 m1l NM 011631
Grp78 for 5’-CATAAACCCCGATGAGGCTGTA-3’ NM_022310
Grp78_rev 5’-CACCTGTATCCTGATCACCAGAGA-3’

Grp78 probe 5’- FAM-TGGTGCCGCTGTCCAGGCTG-MGB-3’

Hprtl for 5’-GCAGTACAGCCCCAAAATGG-3? NM_013556
Hprtl rev 5’- AACAAAGTCTGGCCTGTATCCAA-3’

Hprtl_probe 5’-VIC-AAGCTTGCTGGTGAAAAGGACCTCTCG

(VIC_TAMRA) | TAMRA-3’

2.2.4. Valgu eraldamine

Eemaldatud oimusagara proovid homogeniseeriti sonikeerimise teel RIPA puhvris (50 mM
Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NacCl, 0.1 % SDS, 0.5% Sodium deoxycholate, 1% Triton X-100),
kuhu lisati 1mM proteaasi inhibiitor kokteili (Sigma). Proovid tsentrifuugiti seejarel 10
minutit 10000 g juures ning sdilitati -80°C juures. Valgu kontsentratsiooni mootmiseks

kasutati BCA Kkitti (Pierce, Rockford, IL, USA).
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2.2.5. Immuunoblot

Valguproovid (40 ng) lahutati 10%-lise SDS-PAGE meetodil ja kanti seejérel iile PVDF
membraanile (Renart et al., 1979; Towbin et al., 1979), mida blokeeriti 5% 13ssipulbri
lahusega. Seejdrel inkubeeriti membraanid spetsiifilise primaarse antikehaga: GRP94 (1:5000;
Cell Signaling) voi B-aktiin (1:10000, Cell Signaling) tile66 loksutil +4°C juures. Membraani
pesti 3x10 minutit PBST-s ning seejdrel inkubeeriti 1 h toatemperatuurii HRP-ga
konjugeeritud janese IgG sekundaarse antikeha lahusega (lahjendusega 1:10000). Tulemuste
detekteerimiseks kasutati ECL reagenti (Pierce, Rockford, IL, USA). Tulemusi analiiiisiti

MultiGauge (FujuFilm) programmiga ja huvipakkuva valgu hulka vorreldi aktiini hulgaga.
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2.3.  Tulemused

2.3.1. Grp94 ekspressioon ja immuunblot

Grp94 ekspressioonitaset vorreldi pluss-puuris kdinud homostigootsetel Wfs1-puudulikkusega
ja metsiktiitipi hiirtel vorreldes kodupuurist voetud sama genotiiiibiga loomadega nii
ventraalses striaatumis, frontaalkoores, hippokampuses kui ka oimusagaras.

Ventraalses striaatumis vois Wfsl-puudulikkusega homosiigootsetel pluss-puuri hiirtel
taheldada statistiliselt olulist Grp94 mRNA ekspressiooni tdusu vorreldes kontrollgrupi Wfs1-
puudulikkusega homostigootsete hiirtega (F(1;20)=3,167; p=0,028). Grp94 ekpressiooni tase
Wfsl-puudulikkusega homostigootsetel pluss-puuris kdinud loomadel oli korgem vdrreldes
kontrollgrupi metsiktiitipi (F(1;20)=3,167; p=0,403) ja pluss-puuris kdinud metsiktiiiipi
hiirtega (F(1;20)=3,167; p=0,480). Homosiigootsete Wfsl-puudulikkusega hiirte Grp94
ekspressioonitasemes oli ndha langust vorreldes kontrollgrupi metsiktiiiipi  hiirte
(F(1;20)=3,167; p=0,465) ja metsiktiitipi pluss-puuris kdinud hiirtega (F(1;20)=3,167;
p=0,390), kuid tulemused ei olnud statistiliselt olulised. Pluss-puuris kdinud metsiktiiiipi
hiirtel oli Grp94 ekspressioon sarnane kontrollgrupi metsiktiiiipi hiirte omaga (F(1;20)=3,167,
p=0,999) (Joonis 3. A).

Frotaalkoores ei esinenud uuritud genotiitipide vahel Grp94 ekspressioonis statistiliselt olulisi
erinevusi. Kiill aga vois tdheldada sarnast ekspressioonitaset pluss-puuris kdinud Wfsl-
puudulikkusega homosiigootsetel hiirtel vorreldes kontrollgrupi metsiktiiiipi  hiirtega
(F(1;23)=0,1075; p=0,983), pluss-puuris kdinud metsiktiitipi hiirtega (F(1;23)=0,1075;
p=0,997) ja homosiigootsete Wfsl-puudulikkusega kontrollgrupi hiirtega (F(1;23)=0,1075;
p=0,949). Samuti ei esinenud olulist erinevust homosiigootsete Wfs1-puudulikkusega ja
kontrollgrupi  metsiktiitipi  hiirte vahel (F(1;23)=0,1075; p=0,999) ega ka Wfsl-
puudulikkusega homosiigootsete ja pluss-puuris kdinud metsiktiiiipi hiirte (F(1;23)=0,1075;
p=0,987) ning pluss-puuris kdinud metsiktiilipi hiirte ning kontrollgrupi metsiktiitipi hiirte
vahel (F(1;23)=0,1075; p=0,998) (Joonis 3. B).

Hippokampuses vois tdheldada Grp94 ekpressiooni taseme langust pluss-puuris kdinud Wfs1-
puudulikkusega homosiigootsetel hiirtel vorreldes kontrollgrupi metsiktiitipi  hiirtega
(F(1;24)=1,3692; p=0,309), pluss-puuri metsiktiiiipi hiirtega (F(1;24)=1,3692; p=0,356) ja
Wfsl-puudulike homosiigootsete hiirtega (1;24)=1,3692; p=0,783). Kiillaltki sarnast
geeniekspressiooni taset vOis margata WTfsl-puudulikkusega homosiigootsetel hiirtel

vorreldes kontrollgrupi metsiktiitipi (F(1;24)=1,3692; p=0,862) ja pluss-puuri metsiktiitipi
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hiirtega (F(1;24)=1,3692; p=0,927) ning pluss-puuris kidinud metsiktiiiipi hiirtel vorreldes
kontrollgrupi metsiktiiiipi hiirte omaga (F(1;24)=1,3692; p=0,996) (Joonis 3. C).

Oimusagaras vois tdheldada Grp94 ekpressiooni taseme langust pluss-puuris kdinud Wfs1-
puudulikkusega homosiigootsetel hiirtel vorreldes kontrollgrupi metsiktiitipi  hiirtega
(F(1;24)=0,389; p=0,794) ning pluss-puuris kdinud metsiktiitipi hiirtel vorreldes kontrollgrupi
metsiktiitipi hiirtega (F(1;24)=0,389; p=0,769), kuid tulemused polnud statistiliselt olulised.
Sarnast Grp94 mRNA ekspressioonitaset vois tdheldada pluss-puuris kainud Wfsl-
puudulikkusega homosiigootsetel hiirtel vorreldes pluss-puuris kdinud metsiktiiiipi hiirtega
(F(1;24)=0,389; p=0,999) ja Wrfsl-puudulikkusega homosiigootidega (F(1;24)=0,389;
p=0,997) ning Wfsl-puudulikkusega homosiigootidel vorreldes kontrollgrupi metsiktiiiipi
hiirtega (F(1;24)=0,389; p=0,925) ning pluss-puuri metsiktiitiipi hiirtega (F(1;24)=0,389;
p=0,995) (Joonis 3. D).
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Joonis 3. Tostetud pluss-puuri mdju metsiktiitipi (wt) ja Wfs1-puudulikkusega homosiigootsetel hiirtel (Wfs1-/-)
Grp94 ekspressioonile ventraalne striaatum (A), frontaalkoor (B), hippokampus (C), oimusagar (D). lgas grupis
6-8 looma. Mustad tulbad — kontrollgrupp, valged tulbad — tdstetud pluss-puuri hiired; *p<0.05 , vorreldes sama

genotiilibi kontrollgrupi hiirtega
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GRP94 valgu avaldumine Wfs1-puudulikkusega homosiigootide oimusagaras oli kdrgem kui
kontrollgrupi metsiktiitipi hiirtel (F(1;13)=0,54139; p=0,475101), kuid tulemus ei olnud

statistiliselt oluline (Joonis 4).
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Joonis 4. GRP94 valgu tase oimusagaras Wfs1-puudulikkusega homosiigootsel (-/-) ja metsiktiitipi (+/+) hiirtel.

2.3.2. Grp78 ekspressioon

Grp78 ekspressioonitaset vorreldi pluss-puuris kdinud homosiigootsetel Wfs1-puudulikkusega
ja metsiktiitipi hiirtel vorreldes kodupuurist voetud sama genotiiiibiga loomadega ventraalses
striaatumis, frontaalkoores ja hippokampuses.

Ventraalses striaatumis oli Grp78 mRNA ekspressioon statistiliselt oluliselt tdusnud pluss-
puuris kdinud Wfsl-puudulikkusega homosiigootsetel hiirtel vorreldes kontrollgrupi Wfs1-
puudulikkusega homosiigootidega (F(1; 24)=8,878; p=0,016), pluss-puuris kidinud
metsiktiitipi hiirtel vorreldes kontrollgrupi homosiigootsete Wfsl-puudulikkusega hiirtega
(F(1; 24)=8,878; p=0,0007) ning pluss-puuris kédinud metsiktiitipi hiirtel vorreldes
kontrollgrupi metsiktiitipi hiirtega (F(1; 24)=8,878; p=0,009). Lisaks tdheldati kdrgemat
Grp78 ekpressiooni taset pluss-puuris kdinud Wfsl-puudulikkusega homosiigootsetel hiirtel
vorreldes kontrollgrupi metsiktiiiipi hiirtega (F(1; 24)=8,878; p=0,151), pluss-puuris kdinud
metsiktiitipi hiirtel vorreldes pluss-puuris kdinud homosiigootsete Wfs1-puudulikkusega
hiirtega (F(1; 24)=8,878; p=0,658) ja kontrollgrupi metsiktiiiipi hiirtel vorreldes kontrollgrupi
homosiigootsete Wfsl-puudulikkusega hiirtega (F(1;24)=8,878; p=0,721), kuid need
tulemused ei olnud statistiliselt olulised (Joonis 5. A).

Frontaalkoores olid Grp78 ekpressioonitasemed sarnased pluss-puuris kdinud Wfsl-
puudulikkusega homosiigootsetel hiirtel vdorreldes kontrollgrupi  metsiktiitipi  (F(1;
19)=0,3551; p=0,999) ja kontrollgrupi Wfsl-puudulikkusega homosiigootidega (F(1;
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19)=0,3551; p=0,917) ning kontrollgrupi homosiigootsetel Wfsl-puudulikkusega hiirtel
vorreldes nii kontrollgrupi metsiktiitipi hiirtega (F(1; 19)=0,3551; p=0,937) kui ka pluss-
puuris kédinud metsiktiitipi hiirtega (F(1; 19)=0,3551; p=0,995). Viga viikest Grp78
ekspressioonitaseme tdusu oli margata pluss-puuris kdinud homosiigootsete Wfsl-
puudulikkusega hiirtel vorreldes pluss-puuris kdinud metsiktiitipi hiirtega (F(1; 19)=0,3551;
p=0,830) ja kontrollgrupi metsiktiiipi hiirtel vorreldes pluss-puuris kdinud metsiktiitipi
hiirtega (F(1; 19)=0,3551; p=0,858), kuid need tulemused polnud statistiliselt olulised (Joonis
5. B).
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Joonis 5. Tostetud pluss-puuri mdju metsiktiitipi (wt) ja Wfs1-puudulikkusega homosiigootsetel hiirtel (Wfs1-/-)
Grp78 ekspressioonile ventraalne striaatum (A), frontaalkoor (B), hippokampus (C). Mustad tulbad —

kontrollgrupp, valged tulbad — tdstetud pluss-puuri hiired; *p<0.05, vorreldes sama genotiiiibi kontrollgrupi
hiirtega
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Hippokampuses nditasime statistiliselt olulist Grp78 mMRNA ekspressiooni langust
kontrollgrupi Wfsl-puudulikkusega homosiigootsetel hiirtel vorreldes pluss-puuris kdinud
metsiktiiiipi hiirtega (F(1;20)=3,1644; p=0,048). Grp78 ekpressioonitaseme mirgatavat tdusu
vois tdheldada pluss-puuris kdinud homostigootsetel Wfsl-puudulikkusega hiirtel vorreldes
kontrollgrupi Wfsl-puudulikkusega homostigootsete hiirtega F(1;20)=3,1644; p=0,239) ja
pluss-puuris kdinud metsiktiitipi  hiirtel vorreldes kontrollgrupi metsiktiitipi  hiirtega
(F(1;20)=3,1644; p=0,184) ning viiksemat tdusu pluss-puuris kdinud Wfs1-puudulikkusega
homosiigootsetel hiirtel vorreldes kontrollgrupi metsiktiitipi  hiirtega (F(1;20)=3,1644;
p=0,605). Madalam Grp78 ekspressioon esines pluss-puuris kdinud Wfs1-puudulikkusega
homostigootsetel hiirtel vorreldes pluss-puuris kdinud metsiktiitipi hiirtega (F(1;20)=3,1644;
p=0,824) ja kontrollgrupi homosiigootsete Wfsl-puudulikkusega hiirtel vorreldes
kontrollgrupi metsiktiiiipi hiirtega (F(1;20)=3,1644; p=0,894), kuid tulemused polnud

statistiliselt olulised (Joonis 5. C)

2.3.3. Atf6a ekspressioon

Atf6a. ekspressioonitaset vorreldi pluss-puuris kdinud homosiigootsetel Wfs1-puudulikkusega
ja metsiktiitipi hiirtel vorreldes kodupuurist voetud sama genotiilibiga loomadega nii

frontaalkoores kui hippokampuses.
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Joonis 6. Tastetud pluss-puuri mdju metsiktiitipi (wt) ja Wfs1-puudulikkusega homosiigootsetel hiirtel (Wfs1-/-)
Atf6o. ekspressioonile frontaalkoor (A), hippokampus (B). Mustad tulbad — kontrollgrupp, valged tulbad —
tostetud pluss-puuri hiired; *p<0.05, vorreldes sama genotiiiibi kontrollgrupi hiirtega, p<0.01, vorreldes

metsiktiitipi kontrollgrupi hiirtega

Frontaalkoores oli oluliselt korgem Atf6o ekspressiooni tase kontrollgrupi Wfsl-

puudulikkusega homosiigootsetel hiirtel varreldes pluss-puuris kdinud metsiktiiipi hiirtega
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(F(1;22)=2,7245; p=0,047). Lisaks tdheldati korgemat ekspressioonitaset pluss-puuris kdinud
Wfsl-puudulikkusega homosiigootsetel hiirtel vorreldes pluss-puuris kdinud metsiktiitipi
hiirtega (F(1;22)=2,7245; p=0,729), kontrollgrupi homosiigootsetel Wfs1-puudulikkusega
hiirtel vorreldes kontrollgrupi metsiktiitipi hiirtega (F(1;22)=2,7245; p=0,625), kontrollgrupi
metsiktiitipi hiirtel vorreldes pluss-puuris kdinud metsiktiitipi hiirtega (F(1;22)=2,7245;
p=0,429) ja kontrollgrupi Wfsl-puudulikkusega homosiigootidel vdrreldes pluss-puuris
kdinud homosiigootsete Wfs1-puudulikkusega hiirtega (F(1;22)=2,7245; p=0,297), kuid
tulemused polnud statistiliselt olulised. Atf6a ekpressioon pluss-puuris kdinud Wfsl-
puudulikkusega homosiigootsetel hiirtel oli sarnane kontrollgrupi metsiktiiiipi hiirtega
(F(1;22)=2,7245; p=0,946) (Joonis 6. A).

Hippokampuses oli  Atféo ekpressioon pluss-puuris  kdinud ~ Wfsl-puudulikkusega
homosiigootsetel hiirtel viga oluliselt madalam vdrreldes kontrollgrupi metsiktiiiipi hiirtega
(F(1;22)=5,5299; p=0,007), pluss-puuris kdinud metsiktiiiipi hiirtega (F(1;22)=5,5299;
p=0,023) ja kontrollgrupi Wfsl-puudulikkusega homosiigootsete hiirtega (F(1;22)=5,5299;
p=0,043). Atf6a ekpressioon oli natuke madalam kontrollgrupi homosiigootsetel Wfs1-
puudulikkusega hiirtel vorreldes kontrollgrupi  metsiktiitipi  hiirtega  (F(1;22)=5,5299;
p=0,808) ning pluss-puuris kdinud metsiktiiipi hiirtel vorreldes kontrollgrupi metsiktiitipi
hiirtega (F(1;22)=5,5299; p=0,811), kuid tulemused polnud statistilisel olulised. Kontrollgrupi
Wfs-puudulikkusega homosiigootsete hiirte Atf6a ekpressioonitase oli sarnane pluss-puuris
kainud metsiktiitipi hiirte omale (F(1;22)=5,5299; p=0,999) (Joonis 6. B).
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3. ARUTELU

Kiesoleva t66 eesmérgiks oli kirjeldada ER-stressiga seotud geenide ekspressiooni erinevates
ajuosades Wfsl-puudulikkusega hiirtel ja metsiktiitip hiirtel stressitingimustes. Varasemalt
Kirjeldatud toodes on tdestatud WFS1 osalemist ER-stressi signaliseerimisel (Fonseca et al.,
2010) ja on néidatud, et valproaadi manustamisel suureneb Wfs1 ekspressioon ning GRP94 ja
WEFS1 vaheline dissotsiatsioon (Kakiuchi et al., 2009). Samuti on nididatud GRP78 ja GRP94
ekspressioonitaseme tous Wfsl-puudulikkusega hiirte pankrease p-rakkudes (Yamada et al.,
2006).

Antud t66s uurisime Grp94, Grp78 ja Atf6a ekspressiooni pluss-puuris kédinud
homosiigootsetel Wfs1-puudulikkusega ja metsiktiiiipi hiirtel vorreldes kodupuurist voetud
sama genotiiiibiga loomadega. Leidsime, et ajuosades, kus on kdrge Wfs1l ekspressiooni tase,
on muutunud ER-stressiga seotud geenide ekspressioon tostetud pluss-puuris kdinud
loomadel. Varasemad katsed Tartu Ulikooli fiisioloogia osakonnas on niidanud, et Wfs1-
homosiigootsed hiired on tdstetud pluss-puuri katses oluliselt drevamad vorreldes metsiktiitip
hiirtega. Nimelt, sisenevad nad vidhem avatud Glgadele, eelistades suletud olgadel viibimist.
Samas, diasepaam suurendab Wfs1-homosiigootsetel hiirtel avatud 6lgadele sisenemisi (Raud
et al., 2009).

Eelnevalt on ndidatud, et WFS1 on ER membraanis otseselt seotud GRP94-ga, reguleerides
ER-stressi vastust (Fonseca et al., 2010). Antud t66 tulemused néitasid, et pluss-puuris kdinud
Wfsl-puudulikkusega homosiigootsetel hiirtel on ventraalses striaatumis oluliselt korgem
Grp94 ekspressioonitase vorreldes sama genotiiiibi naiivsete loomadega, samas kui
metsiktiitipi  hiitel ei olnud erinevust gruppide vahel. Teistes uuritud ajustruktuurides
(hippokampus, oimusagar, frontaalkoor) Grp94 ekspressiooni olulist muutust genotiilipide
vahel ei tdheldatud. Valgu tasemel (GRP94) ei olnud erinevust oimusagaras metsiktiilipi ja
Wfsl-puudullikkusega homostigootsetel hiirtel.

GRP78 osaleb ER-stressi signaliseerimisel, hoides signaalvalke inaktiivsetena (van
Schadewijk et al., 2012). Meie saadud tulemused néitasid ventraalses striaatumis mdlema
genotiitibi korral pluss-puuri efekti Grp78 ekspressioonile. Nimelt oli Grp78 mRNA
ekspressioon oluliselt tdusnud modlemal pluss-puuris kédinud genotiiiibil  vorreldes
kontrollgrupi hiirtega. Hippokampuses oli Grp78 ekspressioon pluss-puuris kdinud
metsiktiitipi  hiirel oluliselt korgem vdrreldes kontrollgrupi  Wfsl-puudulikkusega
homosiigootsete hiirtega, ning jillegi vois tdheldada pluss-puuri efekti ekspressioonile.
Varasemalt on niidatud, et WFS1 valk ekspresseerub tugevamalt stressiga seotud

ajupiirkondades nagu ventraalne striaatum ja hippokampus (Luuk et al., 2008). Voib oletada,
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et just seetottu toimusidki pluss-puuris kdinud loomade vastavates ajupiirkondades olulised
muutused GRP valkude ekspressioonis.

ATF6a on iiks kolmest olulisest ER-stressi vastuses osalevast sensorist, mis interakteerub
WFS1-ga (Fonseca et al., 2010). Vordlesime Atf6a mRNA ekspressiooni tasemete erinevusi
tostetud pluss-puuris kdinud Wfsl-puudulikkusega loomadel ja metsiktiitipi hiirtel
frontaalkoores ning hippokampuses. Naitasime, et hippokampuses oli Atf6a ekspressiooni tase
pluss-puuris kédinud Wfsl-puudulikkusega homosiigootidel oluliselt madalam vorreldes nii
kontollriihma metsiktiitipi kui Wfsl-homosiigootsete hiirtega. Kuna ATF6 indutseerib
tuumas ER-stressi leevendamiseks vajalike sihtméarkgeenide ekspressiooni (Fonseca et al.,
2010) ning selle ekspressioonitase pluss-puuris kdinud Wfs1-puudulikkusega homosiigootidel
oli hippokampuses tunduvalt madalam kui teistel genotiiipidel, voib jéreldada, et drevamate

loomade rakud ei saa ER-stressiga hakkama ning viiakse tdendoliselt apoptoosi.
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KOKKUVOTE

Wolframi siindroomi pohjustavad mutatsioonid WFS1 geenis ning on néidatud, et WFS1 valk
osaleb ER-stressi vastuse tekkel reguleerides valkude GRP78, GRP94 ja ATF6a
ekspressiooni (Fonseca et al., 2010). Kédesolevas to0s uurisime ER-i chaperonide GRP78 ja
GRP94 ning UPR-spetsiifilise ATF6a ekspressiooni erinevates ajuosades tdstetud pluss-
puuris kdinud Wfsl-puudulikkusega homosiigootsetel ja kontrollgrupi hiirtel vorreldes
metsiktiitipi hiirtega. Varasemad katsed niitavad, et Wfs1-homosiigootsed hiired on oluliselt
drevamad tostetud pluss-puuri katses vorreldes metsiktiitip hiirtega. Kédesolevas tods leidsime,
et ventraalses striaatumis oli nii Grp94 kui Grp78 ekspressioon pluss-puuris kéinud hiirtel
korgem vorreldes kontrollgrupi hiirtega. Lisaks oli Grp78 ekspressiooon oluliselt kdrgem ka
pluss-puuris kdinud metsiktiitipi hiirte hippokampuses vorreldes kontrollgrupi Wfsl-
puudulikkusega homostigootsete hiirtega.

Statistiliselt olulist langust vdis tdheldada veel Atf6a ekspressiooni pluss-puuris kdinud Wsl-
puudulikkusega homosiigootide hippokampuses vorreldes kontrollgrupi metsiktiitipi ja Wfs1-
puudulikkusega hiirtega.

Kéesolevas to0s tuvastasime suuremaid muutusi nii Grp78, Grp94 kui Atféa ekspressioonil
pluss-puuris kdinud Wfs1-puudulikkusega homosiigootide ja metsiktiilipi hiirte ning samade
genotiilipide naiivsete vormide vahel ning leidsime, et Wfs1-puudulikkus mojutab suurenenud

arevusega loomadel ER-stressiga seotud geenide ekspressiooni erinevates ajuosades.

22



Changes of endoplasmatic reticulum stress genes in Wfs1-deficient mice
with increased anxiety

Silvia Janes

RESUME

Wolfram syndrome is a neurodegenerative disease caused by the mutations in the WFS1 gene.
The symptoms include juvenile diabetes mellitus and diabetes inspidius, optic atrophy,
deafness and peripheral neuropathy (Strom et al., 1998).

Endoplasmatic reticulum (ER) is responsible for the post-translational modification, folding
and assembling of newly synthesized proteins (Rigoli et al., 2011). The disturbances in ER
functions cause unfolded protein response (UPR) (Ron ja Walter, 2007; Rutkowski ja
Kaufman, 2007). In case of ER stress, there firstly is induction of chaperones GRP78 and
GRP94 which promotes the folded and unfolded proteins. It is followed by inhibition of
protein synthesis and induction of an ER-associated degradation pathway. If the cell cannot
cope with ER stress the apoptosis is induced (Schroder ja Kaufman, 2005; Kakiuchi et al.,
2007). WFSL1 interacts with ATF6 and negatively regulates the expression of ATF6 target
genes and ERSE activation.

The goal of the present work was to determine the levels of mMRNA expression of some ER-
stress related genes in different parts of homozygous Wfsl1-deficient and wildtype mice after
exposure to the elevated plus-maze (EPM). We analyzed mRNA expression levels of Grp78,
Grp94 and Atféa.

We found that Grp94 and Grp78 expressional levels in ventral striatum were significantly
higher in Wfs1-deficient mice after exposure to the EPM compared to the naive animals of the
same genotype. Furthermore, the Grp78 expression level in hippocampus was also higher in
Wfsl-deficient mice after EPM exposure compared to the naive animals. The Atf6a
expression level was significantly lower in hippocampus in the case of Wfsl-deficient mice
after EPM exposure compared to the naive wildtype and homozygotes.

In the present work we identified important changes in the gene expression levels of Grp78,
Grp94 and Atf6a in Wfsl-deficient homozygous mice after exposure to the EPM. We found
that Wfsl-deficiency affects ER stress-related gene expression in different parts of mouse

brain with increased anxiety.
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