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INFOLEHT

GLP-1 ja GIP-i retseptori koagonisti DA-CH5 md&ju Wolframi stndroomi (WS)
rotimudeli diabeedi simptomite leevendamisele ja pankrease Langerhansi saarekeste

rakulisele ehitusele

Wolframi sindroom (WS) on haruldane geneetiline haigus, mille simptomiteks on
suhkurdiabeet, ndgemise ja kuulmise kadu ning neurodegeneratsioon. WS-i jaoks puudub ravi
ning pidevalt otsitakse uusi ravimeid, et sumptomeid leevendada ja patsientide eluiga
pikendada. DA-CH5 on organismi gliikoosiregulatsioonis osalevate retseptorite GLP-1 ja GIP-
i koagonist, millel on nii diabeedi suimptomeid leevendav kui ka neuroprotektiivne efekt.
Kéesoleva t00 tulemusena selgus, et DA-CH5 suudab WS-i rotimudelis parandada
kasteloomade glikoositolerantsust. Pankrease Langerhansi saarekeste morfoloogilisel
analusil selgus, et WS-i rotimudelis on v&henenud insuliini tootvate beeta-rakkude hulk ja

saarekestes leidub Alzheimeri tvega seostatud beeta-amuloidi valku.

Mérksonad: diabeet, Langerhansi saarekesed, pankreas, Wolframi siindroom, WFS1
CERCS kood: B470 Fsioloogia

The effects of GLP-1 and GIP receptor co-agonist DA-CH5 on diabetic phenotype and

cellular architecture of islets of Langerhans in a Wolfram syndrome (WS) rat model

Wolfram syndrome (WS) is a rare autosomal recessive disorder characterized by diabetes
mellitus, blindness, deafness and neurodegeneration. DA-CHS5 is a co-agonist of two receptors
involved in the regulation of glucose homeostasis — GLP-1 and GIP. DA-CHS5 has been shown
to improve blood glucose control and has a proven neuroprotective effect. Treatment with DA-
CH5 was able to inhibit glucose intolerance in WS rat model. Morphological analysis of islets
of Langerhans revealed that the number of insulin producing beta-cells is decreased in WS rat
model and amyloid-beta, a protein involved in the pathogenesis of Alzheimer’s disease, is found
in the islets.

Keywords: diabetes, islets of Langerhans, pancreas, Wolfram syndrome, WFS1
CERCS code: B470 Physiology
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SISSEJUHATUS

Diabeet on raske krooniline veresuhkru ainevahetushaigus, mida pdeb maailmas tle 500
miljoni inimese. Lisaks 1. tlupi diabeedile, mis on autoimmuunhaigus, ja 2. tttpi diabeedile,
mida peetakse elustiilihaiguseks, vdivad diabeeti pohjustada ka mitmed harvaesinevad
geneetilised haigused. Wolframi sindroom (WS) on haruldane autosomaalne retsesessiivne
haigus, mille pdhjuseks on mutatsioonid WFS1 geenis. WS-i esimeseks siimptomiks on
varajases eas algav suhkurdiabeet, mille tOttu vajavad patsiendid eluaegset insuliini

asendusravi.

WS-iga kaasnevat suhkurdiabeeti ei osata ravida ning k&ik senised ravistrateegiad suudavad
simptomeid (ksnes leevendada. WS-i rotimudeliga tehtud uuringud on ndidanud, et diabeedi
ravis kasutatav GLP-1 retseptori agonist liraglutiid suudab edukalt parandada katseloomade
glukoositolerantsust ja hoiab dra diabeedi sumptomite halvenemist. Kéesolevas t60s kasutatud
WS-i rotimudeliga tehtud eluaegse katse tulemusena selgus, et liraglutiid suudab diabeedi
simptomeid liikata edasi pooltel WFS1-puudulikest rottidest. Uute ravisuundadena
katsetatakse organismi glukoosiregulatsioonis osaleva kahe retseptori GLP-1 ja GIP-i
koagoniste, millel on taheldatud veelgi tugevamat veresuhkrut alandavat toimet. WS-iga
kaasnevad ka mitmed teised simptomid (nt pimedus, kurtus, neuroloogilised haired nagu
dusfaagia ja ataksia ning kognitiivsete vGimete langus), mille pdhjuseks on nérvirakkude
havimine. Seetdttu on vaja leida ravimeid, mis oleksid praegu kasutusel olevatest preparaatidest

veelgi efektiivsemad, et ravida ja ennetada WS-iga kaasnevat diabeeti ja neurodegeneratsiooni.

Ké&esoleva t66 eesmark on selgitada vélja, milline on GLP-1 ja GIP-i retseptori koagonisti DA-
CHb5 efektiivsus WS-iga kaasneva diabeedi sumptomite &rahoidmisel. T66s uuriti, kas DA-CH5
suudab WS-i loommudelis parandada katseloomade gliikoositolerantsust ja milline on selle
mdju organismi glikoosiregulatsiooni pdhiensutmide — insuliini ja glikagooni — tasemele
vereseerumis. Lisaks sellele uuriti, milline on WFS1-puudulike katseloomade pankrease
Langerhansi saarekeste rakuline ehitus vorreldes WT loomadega ja kas 7-paevane ravi DA-
CH5-ga avaldas mdju saarekeste beeta- ja alfa-rakkude arvukusele. Uhtlasi vaadeldi, kas

Alzheimeri tdvega seostatud beeta-amuloidi valk esineb ka pankrease Langerhansi saarekestes.

T66 koostati Tartu Ulikooli bio- ja siirdemeditsiini instituudi katseloomakeskuses.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. Diabeet
1.1.2. Pankreas

Pankreas ehk k&hun&ére on organ, mis jaotatakse anatoomiliselt kolmeks osaks: pea, keskosa
ning saba. Pankreas areneb endodermist moodustunud dorsaalsest ja ventraalsest pankrease
pungast, mis thinevad ja kasvavad I6puks kokku (Gittes, 2009). Pankreasel on nii eksokriinne
kui ka endokriinne funktsioon. Pankrease eksokriinseks funktsiooniks on toota seedeensuilime,
endokriinne osa vastutab siisivesikute jm ainevahetuseks vajalike hormoonide sunteesimise ja

sekreteerimise eest.

Pankrease endokriinsed rakud moodustavad rakukogumikke, mida nimetatakse nende
esmakirjeldaja Paul Langerhansi jargi Langerhansi saarekesteks. Saarekesed koosnevad
mitmetest erinevatest rakutlilpidest. Kdige suurema osa saarekeste rakupopulatsioonist
moodustavad insuliini tootvad beeta-rakud (Brissova et al., 2005; Cabrera et al., 2006).
Arvukuselt teisel kohal on gliikagooni tootvad alfa-rakud (Brissova et al., 2005; Cabrera et al.,
2006). Vahem leidub saarekestes delta-rakke, epsiloni-rakke ja pankrease pollpeptiidrakke (PP
rakud), mida nimetatakse ka gamma-rakkudeks (Andralojc et al., 2009; Brissova et al., 2005;
Cabrera et al., 2006).

Lisaks hormoonidele sekreteeritakse saarekestest mitmeid signaalmolekule, nt atsettiulkoliini
(Molina et al., 2014; Rodriguez-Diaz et al., 2011), glutamaati (Cabrera et al., 2008),
adenosiintrifosfaati (ATP) (Jacques-Silva et al., 2010) ja gamma-aminovdihapet ehk GABA-t
(Purwana et al., 2014). Langerhansi saarekesed on innerveeritud nii stimpaatiliste kui ka
parasumpaatiliste narvikiududega (Butterworth et al., 2018). Need on vdga tihedalt
vaskulariseeritud (Nyman et al.,, 2008), nii et ligikaudu 10-20% kogu pankrease

verevarustusest on suunatud saarekestesse (Meyer et al., 1982).

Varem arvati, et Langerhansi saarekesi paikneb rohkem pankrease sabaosas kui peaosas
(Hornblad et al., 2011; Trimble et al., 1982; X. Wang et al., 2013; Yukawa et al., 1999).
Uuemate uuringute tulemusena on selgunud, et saarekesed on uhtlaselt jaotunud ule terve
pankrease (lonescu-Tirgoviste et al., 2015). Inimesel on leitud saarekese keskmiseks
labimddduks tile 100 um ja keskmiseks pindalaks 0,037 mm? (lonescu-Tirgoviste et al., 2015).
Saarekeste kogupindala on inimesel u 2cm® mis tahendab, et Langerhansi saarekesed

moodustavad pankreasest u 4,5% (lonescu-Tirgoviste et al., 2015).
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Erinevate rakutlpide paiknemine ja esinemissagedus Langerhansi saarekestes on liigiti erinev.
Inimese Langerhansi saarekestes on alfa- ja beeta-rakud jaotunud sporaadiliselt Ule terve
saarekese (Brissova et al., 2005; Cabrera et al., 2006; Kim et al., 2009) ning beeta-rakkude hulk
on vorreldes teiste liikidega vaiksem (Cabrera et al., 2006; lonescu-Tirgoviste et al., 2015; A.
Kim et al., 2009). Uuringud on valdavalt leidnud, et hiirtel ja rottidel on beeta-rakud koondunud
saarekese keskele ning alfa-rakud paiknevad saarekese &areosas (Cabrera et al., 2006; Gannon
et al., 2000; Hara et al., 2007; Wieczorek et al., 1998). Narilistel, nt hiirtel ja rottidel, on
vorreldes inimesega beeta-rakkude arv suurem (Brissova et al., 2005; Cabrera et al., 2006).
Ulejaanud, u 10% Langerhansi saarekeste rakkudest moodustavad delta-, epsiloni- ja PP rakud
sOltumata liigist (Brissova et al., 2005; Cabrera et al., 2006; lonescu-Tirgoviste et al., 2015;
Kim et al., 2009).

Beeta-rakkude peamine ulesanne on insuliini siinteesimine ja sekretsioon. Insuliini eelihendiks
on preproinsuliin, millest saab proteoliiitiliste 1dikamiste tulemusena proinsuliin, mis koosneb
A, B ja C ahelast. A ja B ahelad ihinevad ning nendest moodustub insuliin (Weiss et al., 2000).
Jarele jaanud C ahelat nimetatakse C-peptiidiks (ingl Connecting peptide) ning seda
sekreteeritakse koos insuliiniga vordses koguses (Patzelt et al., 1978). Koik beeta-rakud ei
tooda insuliini sama palju ning on leitud, et enamiku insuliinist toodavad u 20% kdikidest
saarekese beeta-rakkudest (Wojtusciszyn et al., 2008). Narilistega tehtud uuringud on
naidanud, et dorsaalsest pankrease pungast arenenud saarekestel on suurem v@imekus

slinteesida ja sekreteerida insuliini (Meyer et al., 1982; Trimble et al., 1982).

Alfa-rakkudes toodetakse hormooni gliikagoon, mille llesandeks on tdsta veresuhkru taset
paastuperioodil ja flusilise koormuse ajal. Glukagoon aktiveerib maksas organismi peamise
glukoositagavara ehk gliikogeeni lagundamise ning stimuleerib gliikoneogeneesi, et veresuhkru
taset tdsta (Wendt ja Eliasson, 2020). Narilistel on leitud, et dorsaalsest pankrease pungast
arenenud saarekestes on kiimme korda rohkem gliikkagooni kui ventraalse punga saarekestes
(Meyer et al., 1982; Trimble et al., 1982).

Vaiksema osa Langerhansi saarekese rakutttpidest moodustavad delta-, epsiloni- ja PP rakud.
Delta-rakkudes toodetakse hormooni somatostatiin, mis inhibeerib beeta- ja alfa-rakkude
aktiivsust ja thes sellega vahendab vastavalt insuliini ja glikagooni sekretsiooni nii inimesel
kui ka ndrilistel (Brunicardi et al., 2001; Hauge-Evans et al., 2009). PP rakud toodavad
pankrease polipeptiidi — hormooni, mis védhendab s6dgiisu (Batterham et al., 2003; Shi et al.,
2013) ja inhibeerib gliikoosi madalatel kontsentratsioonidel gliikagooni vabastamist (Aragén et
al., 2015). Ghreliin on hormoon, mida toodetakse peamiselt maos (Tomasetto et al., 2000) ja

sellel on oreksigeenne ehk sddgiisu tostev mdju (Esler et al., 2007; Levin et al., 2006).
8



Pankrease Langerhansi saarkestes leiduvad epsiloni-rakud, mis toodavad samuti ghreliini,
avastati alles hiljuti (Kojima et al., 1999; Wierup et al., 2002). Teadaolevalt on inimene ainus
liik, kellel on epsiloni-rakud alles ka tdiskasvanueas (Andralojc et al., 2009). Epsiloni-rakke on
leitud narilistelt vaid pre- ja lthiajaliselt ka postnataalselt (Heller et al., 2005; Prado et al.,
2004). Ghreliin stimuleerib somatostatiini sekretsiooni (DiGruccio et al., 2016) ja inhibeerib

insuliini sekretsiooni (Lindqvist et al., 2020).

Saarekeste rakulisel ehitusel arvatakse olevat m6ju rakkude talitlusele. Nérilistel paiknevad
beeta-rakud Langerhansi saarekeste keskel ning neid &dristavad alfa-rakud (Cabrera et al.,
2006; Elayat et al., 1995; Gannon et al., 2000; Hara et al., 2007; Wieczorek et al., 1998).
Sadrane rakkude asetus oli muutunud narilistel, kellel olid diabeedi siimptomid ja halvenenud
beeta-rakkude funktsioon (Gannon et al., 2000; Starich et al., 1991). Neil oli tdusnud alfa-,
delta- ja PP rakkude arvukus ning need rakud paigutusid beeta-rakkude vahele (Gannon et al.,
2000; Starich et al., 1991). Uhtlasi on leitud, et beeta-rakkude kontakt teiste beeta-rakkudega
suurendab insuliini tootmist, aga kontakt teiste rakuttitipidega sellist mdju ei avaldanud (Bosco
et al., 1989). Inimesel on alfa- ja beeta-rakud paigutunud juhuslikult Gle terve Langerhansi
saarekese (Brissova et al., 2005; Cabrera et al., 2006; Kim et al., 2009). Arvatakse, et selline
rakuline  paigutus  vOimaldab  beeta-rakkudel  aktiveeruda  madalatel  gliikoosi
kontsentratsioonidel, milleks hiire beeta-rakud vdimelised ei ole (Cabrera et al., 2006). Viis,

kuidas tekib liigiomane Langerhansi saarekeste morfoloogia, on tanaseni selgusetu.

1.1.2. Organismi glukoosiregulatsioon

Organismi glukoosiregulatsiooniga séilitatakse organismi peamise energiaallika — gliikoosi —
homdoostaas. Veresuhkru taset hoitakse kitsastes piirides (3,3-5,5 mmol/L) ning selles osaleb
keeruline, paljudest komponentidest koosnev siisteem, kus mangivad rolli hormoonid ja
neuropeptiidid, aju, pankreas, maks, soolestik, rasv- ja lihaskude. Glukoosi homdostaasis on
votmeroll kahel pankrease Langerhansi saarekestes toodetaval enstumil — insuliinil ja

glikagoonil.

Glukoos on peamine insuliini sekretsiooni stimuleeriv aine. Pankrease beeta-rakud reageerivad
glukoosi kontsentratsiooni tdusule organismis ning hakkavad vastusena tootma insuliini, millel
on veresuhkru taset alandav mdju. Insuliini vabastamine beeta-rakkudest on kahefaasiline.
Esimeses faasis transporditakse glikoos glukoosi transporter 2 (GLUT-2) retseptorite kaudu

beeta-rakkudesse. Beeta-rakkudes gliikoos lagundatakse ning selle tulemusena suureneb ATP
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kontsentratsioon rakus. ATP taseme tdusust tingituna sulguvad ATP-tundlikud K*-kanalid, mis
lubavad tavaolekus K*-ioonidel rakust valjuda ja hoiavad rakumembraanis puhkepotentsiaali.
K*-kanalite sulgumisel suureneb rakusisene positiivsete ioonide kontsentratsioon ja
rakumembraan depolariseerub. Rakumembraani depolariseerumise tottu avanevad Ca®'-
kanalid ning suureneb kaltsiumi sissevool rakku. Suurenenud Ca?* tase teeb vdimalikuks
insuliinigraanulite ja rakumembraanide fuseerumise, mille tulemusena toimub graanulite
eksotsutoos ja insuliin vabaneb vereringesse. Esimene faas on kiire ning kaivitatakse 5-6
minutit parast soomist ning selle kaigus sekreteeritakse varem siinteesitud insuliinigraanuleid.
Insuliini vabastamise teine faas vdib kesta mitu tundi ning selle jooksul sekreteeritakse uusi

stinteesitud insuliinimolekule (Tups et al., 2017).

Beeta-rakkude t66 peab olema korrektselt koordineeritud ja siinkroniseeritud. Hiirtel on beeta-
rakkude elektriline aktiivsus terves Langerhansi saarekeses stinkroniseeritud (Quesada et al.,
2003; Ravier et al., 2005; Stozer et al., 2013). Sellise rakkude t66 samaaegse toimimise teevad
vOimalikuks rakkudevahelised aukliidused (ingl gap junction), mis hendavad rakkude
tsutoplastmat ja vdimaldavad molekulide liikumist rakkude vahel (Quesada et al., 2003).
Erinevalt nérilistest to6tavad inimestel ainult méned beeta-rakud stinkroniseeritult, kuid kdik
Langerhansi saarekese beeta-rakud tervikuna mitte (Quesada et al., 2006). P&hjus arvatakse
olevat inimese Langerhansi saarekeste liigiomases rakulises ehituses (Brissova et al., 2005),

mida on Kirjeldatud ké&esoleva t66 peatikis 1.1.2.

Teine oluline organismi gliikoositasakaalu mdjutav hormoon on glitkagoon, mida toodetetakse
pankrease Langerhansi saarekeste alfa-rakkudes. Gliikagooni sekreteeritakse paastuperioodil
(st soogikordade vahel), mil veresuhkru tase langeb ja flusilise koormuse ajal. Glikagooni
tulemusena algatatakse maksas organismi gliikoositagavara ehk gliikogeeni lagundamine
(glukogenoliius) ja selle tulemusena vabaneb gliikoos vereringesse ning veresuhkru tase tduseb.
Lisaks glukogeeni lagundamisele stimuleerib glikagoon gliikoneogeneesi ehk glikoosi
biosiinteesi mittesahhariidsetest eellihenditest (nt piruvaat, laktaat, mdned aminohapped jm).
Sarnaselt beeta-rakkude insuliini sekretsiooniga on ka alfa-rakkudes gliikagooni vabastamine
kaltsiumist sBltuv, kuid alfra-rakkude puhul pole siinkroniseeritud Ca?* signaleerimist

téheldatud ning rakud t66tavad iseseisvalt (Quesada et al., 2006).

Lisaks insuliinile ja glikagoonile osalevad organismi gliikoosiregulatsioonis mitmed teised
uhendid. Vere rasvhapete (Dobbins et al., 1998) ja aminohapete sisaldusel (Pagliara et al.,
1974) on samuti mdju insuliini sekretsioonile. Uhtlasi reguleerivad beeta-rakkude t66d ka

moned maksas toodetavad ensulmid, nt glikagoonilaadne peptiid-1 (GLP-1) ja glikoosist
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sOltuv  insulinotroopne  polupeptiid  (GIP), adrenaliin, amiliin ehk saarekeste

amuloidpolipeptiid (IAPP) ja pankrease delta-rakkudes toodetav somatostatiin.

1.1.3. Veresuhkru ainevahetushaired

Diabeediks ehk suhkurtdveks nimetatakse kroonilisi veresuhkru ainevahetushéireid, mida
iseloomustab hupergliikeemia ehk Ulem&&rane veresuhkru taseme tbéus. Huperglikeemia
pohjuseid on erinevaid: see vdib olla pdhjustatud héiretest insuliini sekretsioonis voi
insuliinresistentsusest ning sageli on patsientidel mitmeid vaegusi, mille téttu kujuneb vélja
diabeet. Diabeet on véga levinud haigus: Rahvusvahelise Diabeedi Féderatsiooni hinnangul on

iga 11. inimene diabeetik.

Inimesel on veresuhkru normvaartus 3,3-5,5 mmol/L. Diabeedi diagnoosimise aluseks on
normaalvahemikust kdrgemad glukoosi vaartused glikoositaluvuse proovis ja parast
paastumist. Inimesel diagnoositakse glikoositaluvuse héire, kui vereplasma gliikoositase on
parast 75 g glukoosi manustamist > 11,1 mmol/L. Kui vereplasma gliikoositase on pérast 8-14

h paastu > 7,0 mmol/L, osutab see paastugliikoosi hdirele.

1. tulpi diabeet ehk suhkurdiabeet (Id diabetes mellitus) on autoimmuunhaigus, mille puhul
havitab immuunsusstuisteem pankrease beeta-rakud ning seetdttu ei toodeta organismis insuliini.
1. tulpi diabeedi puhul on siimptomite véljakujunemine mdjutatud otseselt insuliini tootmisest
ning seetdttu nimetatakse seda ka insuliinsdltuvaks diabeediks. Seda haigust kutsutatakse ka
juveniilseks suhkurdiabeediks, sest esimesed simptomid avalduvad valdavalt noorukieas, kuid
uha sagedamini on seda hakatud diagnoosima ka taiskasvanutel (Diaz-Valencia et al., 2015). 1.

tllpi diabeedi esinemissagedus on u 5%.

Lisaks veresuhkru vaartuste mootmisele, madratakse 1. tilpi diabeedi puhul ka autoantikehade
olemasolu (Notkins ja Lernmark, 2001). 1. tulpi diabeeti v6ib nimetada pdletikuliseks
haiguseks, sest pankrease beeta-rakkude havimine on tingitud immuunsussiisteemi rakkude ja
pdletikku soodustavate tsttokiinide sisenemisest rakku (Lu et al., 2020). Haiguse t&pne
tekkepdhjus pole teada. Haiguse kujunemises méngivad rolli nii geneetilised (Gorodezky et al.,
2006) kui ka keskkondlikud (nt mdned viirused) (Hyoty, 2016) pbhjused. 1. tlupi diabeeti ei

osata ravida ning patsiendid vajavad eluaegset insuliini asendusravi.

2. tudpi diabeet on kdige levinum suhkurdiabeedi vorm, moodustades ule 95% kdigist
diabeedijuhtudest. Erinevalt 1. ttlpi diabeedist, ei ole haiguse tekkemehhanismid seotud

otseselt insuliini tootmisega ning seetdttu nimetatakse seda ka insuliinséltumatuks diabeediks.
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2. tulpi diabeet pole autoimmuunhaigus, vaid selle valjakujunemises méngivad rolli inimese
elustiil ja harjumused. Haigestumise suurimateks riskifaktoriteks on ulekaalulisus, vahene
fudsiline aktiivsus, halb toitumine jne (Hu et al., 2001). 2. tlipi diabeet on samuti périliku
eelsoodumusega ning leitud on mitmeid geene, mida seostatakse suurenenud

haigestumisriskiga (Horikawa et al., 2000; Song et al., 2004).

2. tllpi diabeedi puhul toodavad pankrease beeta-rakud insuliini, kuid selle toime on
organismis ndrgenenud. Insuliiniresistentsust péhjustavad mitmed tegurid: Gleliigsed rasvad ja
hairunud rasvhapete oksudatsioon, pdletikumarkerite tdus ja endoplasmaatilise retiikulumi
(ER) stress (Muoio ja Newgard, 2008). Insuliini vahenenud moju tottu ei saa gliikoos
rakkudesse siseneda ning selle tulemusena suureneb veresuhkru tase. Vastusena veresuhkru
tbusule, intensiivistub  beeta-rakkudes insuliini  sekreteerimine.  Valjakujunenud
insuliiniresistentsuse korral ei suuda isegi suurenenud insuliinitootmine kompenseerida
glukoosi taseme tbusu, sest insuliinil puudub siisteemne toime, ning I6puks areneb valja

krooniline huperglikeemia.

Lisaks nimetatud diabeeditulpidele eristatakse veel raseduseaegset ehk gestatsioonidiabeeti,
mille pdhjuseks on insuliiniresistentsus tulenevalt raseduse ajal toodetavatest uhenditest, mis
takistavad insuliinil seondumast insuliini retseptoriga (Plows et al., 2018). Lisaks vdib olla
diabeet pdhjustatud endokrinopaatiatest ehk sisesekretsioonindarmete haigustest (nt héired
kilpnaarme talitluses), patoloogilistest muutustest pankreases (nt pankreatiit), teatud ravimite
toimel (nt vererbhku alandavad rohud) ning ka mdnede haruldaste geneetiliste haigustega (nt
Wolframi stiindroom) kaasnevad diabeedi sumptomid (Banday et al., 2020). Magediabeet (Id
diabetes insipidus) on haigus, millel on seos teiste kirjeldatud diabeetidega vaid nime kaudu:
sOna diabetes tuleneb kreekakeelsest verbist “labi minema” ja viitab suurenenud kuseeritusele,
mis on iseloomulik nii mage- kui suhkurdiabeedile. Magediabeedi puhul toodetakse aju
hlipotaalamuses liiga vahe antidiureetilist ehk kuseeritust vahendavat hormooni.

1.1.4. Diabeet ja Alzheimeri tobi

Neurodegeneratiivsete haiguste hulka kuuluvat Alzheimeri tGbe seostatakse pigem muutustega
ajus kui organismi glikoosiregulatsioonis. Alzheimeri tdbe iseloomustavad beeta-amiloidi
jalvoi tau-valgu kuhjumine ajus (Tiwari et al., 2019). Uuringud on néidanud, et diabeediga
patsientidel on mitu korda kdrgem risk haigestuda neurodegeneratiivsetesse haigustesse (Ott et

al., 1996; Xue et al., 2019) ja haired insuliini tootmises slivendavad Alzheimeri tdvega
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kaasnevaid patoloogilisi muutusi ajus (Hascup et al., 2019; Mehla et al., 2014). Kuna
Alzheimeri tOve tekkepOhjusteks peetakse huperglikeemiat ja insuliiniresistentsust
nimetatakse seda vahel ka 3. titpi diabeediks (Burillo et al., 2021).

Amiuloidoosideks nimetatakse valguainevahetushéireid, mida iseloomustab lahustumatute
valkude ehk amuloidide ladestumine kudedesse. Alzheimeri tdve tiheks tekkemehhanismiks on
beeta-amuloidi nimelise valgu agregeerumine ja kuhjumine ajus. Beeta-amuloidi sekreeritakse
ekstratsellulaarsesse ruumi parast eelihendi, amuloidi prekursorvalgu (APP) proteollitilist
I6ikamist (O’Brien ja Wong, 2011). Beeta-amuiloid méngib olulist rolli neuronite arengus ja
ellujgédmises (O’Brien ja Wong, 2011). Muutused beeta-amuloidi tootmises ja lagundamises
vOivad tekitada hudrofoobseid beeta-amiloidi agregaate (nn amuloidnaastud) (Cras et al.,
1991), mille tdttu on hairitud neuronite t66 ja tekivad neurodegeneratiivsetele haigustele

iseloomulikud kognitiivsed vaegused nagu mélu- ja dppimishéired.

2. tlupi diabeediga patsientidel on kirjeldatud amiloidagregaatide kuhjumist pankreases
(Guardado-Mendoza et al., 2009; Lopes et al., 2004). Langerhansi saarekestes toodetakse
amaliini ehk saarekeste amuloidpoltpeptiidi (IAPP), mida sekreteeritakse beeta-rakkudest koos
insuliiniga (Moore ja Cooper, 1991). IAPP kuhjumine pankreases on 2. tulpi diabeediga
patsientidel vaga sage leid ning seda seostatakse beeta-rakkude havimisega (Hoppener ja Lips,
2006). IAPP lé&bib ka veri-aju barjaari (Banks et al., 1995). Uuringud on nadidanud, et IAPP
suurendab beeta-amuloidi agregeerumist ning voib seega stivendada Alzheimeri tdve kulgu (Ge
et al., 2018; Moreno-Gonzalez et al., 2017). Lisaks IAPP-le on 2. tiilipi diabeediga patsientide
pankreastest leitud ka Alzheimeri tévele iseloomulikke beeta-amuloidi agregaate (Miklossy et
al., 2010). Loommudelites on ndidatud, et diabeediga katseloomadel on omakorda suurenenud
beeta-amuloidi kontsentratsioon ajus (Mehla et al., 2014; S. Takeda et al., 2010). Korget
veresuhkru taset seostatakse ka neurodegeratiivsete héiretega kaasneva kognitiivse voimekuse
alanemisega (Cukierman-Yaffe et al., 2009; Manschot et al., 2007; Spauwen et al., 2013).

Ravimid, mida on diabeedi puhul edukalt kasutatud veresuhkru alandamiseks ja
glukoositolerantsi suurendamiseks (Kondo et al., 2018; Sedman et al., 2016; Toots et al., 2018),
avaldavad soodsat mdju ka neurodegeneratiivsete hdirete puhul. GLP-1 retseptorid, mille
funktsioon on pankreases glikoosi stimuleeritud insuliini vabastamine (Drucker et al., 1987),
on ekspresseeritud ka ajus (Hamilton ja Hoélscher, 2009). Uuringud on néidanud, et GLP-1
retseptori agonistidel on soodne toime rakkude proliferatsioonile (Perfetti et al., 2000) ning
sellel on tbestatud neuroprotektiivne toime (Seppa et al., 2019). GLP-1 agonistid on suutnud
parandada katseloomade sooritust malukatsetes (During et al., 2003) ja véhendada beeta-

amuloidi hulka ajus (Perry et al., 2003).
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1.2. Diabeet ja Wolframi siindroom
1.2.1. WFS1 geeni roll glikoosi homoostaasis

WFS1 geen paikneb inimesel neljanda kromosoomi vaikese 6la positsioonis 16.1 (Collier et al.,
1996). Selle geeni produktiks on wolframiini nimeline valk (WFS1), mille puhul on tegemist
ER-i transmembraanse glikoproteiiniga (Inoue et al., 1998; Strom et al., 1998). WFS1 on
ekspresseeritud terves organismis: ajus, kopsudes, pankreases, sudames ja mujal (Inoue et al.,
1998; Luuk et al., 2008; Suzuki et al., 2016). Pankrease Langerhansi saarekeste rakkudes leidub
WEFS1 koige rohkem beeta-rakkude sekretoorsetes graanulites (Philbrook et al., 2005; Ueda et
al., 2005; Xu et al., 2009). Véga vahesel maaral on leitud WFS1 ka alfa-rakkudest, kuidas
pankrease eksokriinsetest osadest (juhad ja aatsinused) seda valku leitud ei ole (Osman et al.,
2003).

WEFS1-I on oluline roll organismi gliikoosi homdostaasis, osaledes insuliini sekreteerimiseks
vajaliku kaltsiumi t6ds. Glukoosi stimuleeritud insuliini vabastamiseks transporditakse gliikoos
pankrease beeta-rakkudesse ja metaboliseeritakse, mille tdttu avanevad Ca?*-kanalid ja
suureneb kaltsiumi sissevool rakku. Selle tulemusena aktiveeritakse eksotsiitoos ja insuliin
vabastatakse vereringesse. WFS1 on seotud ER-i Ca?* homdostaasi eest vastutava
transportvalgu SERCA-ga (sarko/endoplasmaatilise retiikulumi Ca2+-ATPaas) ja reguleerib
selle tood (Zatyka et al., 2015). WFS1 ekspressiooniga suureneb Ca2+ sissevooluga rakku ning
seega tduseb rakusisene kaltsiumikontsentratsioon (Takei et al., 2006). Loommudelis on
néidatud, kuidas muutused kaltsiumi homdostaasis pdhjustavad beeta-rakkude apoptoosi ja

sellega ka suhkurdiabeedi suimptomite teket (Ahn et al., 2015).

WEFSL1 roll on kaitsta rakke ER-i stressi eest (Fonseca et al., 2005; Takei et al., 2006). ER-i
stressiks nimetatakse olukorda, kus rakus on hakanud kuhjuma voltumata voi valesti voltunud
valgud ning raku talitlus on seetdttu hairitud. WFS1 funktsiooniks on kaivitada ER-i stressi
korral UPR (ingl unfolded protein response) (Fonseca et al., 2005). UPR on signaalirada, mille
aktiveerimise tulemusena intensiivistub valkude korrektseks voltumiseks vajalike $aperonide
t00, suurendatakse ER-i md&tmeid, inhibeeritakse valgusiinteesi ja lagundatakse valesti
voltunud valke (Ron ja Walter, 2007). UPR on vajalik, et vdhendada valgusiinteesi koormust
ER-is ja taastada rakus homoostaas (Ron ja Walter, 2007).

Insuliini hulk on beeta-rakkudes pidevalt muutuv. Beeta-rakud tunnetavad pidevalt organismi
veresuhkru taset ja peavad suutma Kiiresti reguleerida transkriptsiooni, et vajadusel kas tdsta

vOi langetada insuliini tootmist ja sekretsiooni. Kuna beeta-rakkudes toimub védga aktiivne
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valgusuntees, on ka valkude valesti voltumise tdendosus suurem ja seega ka kdrgem risk ER-i
stressiks. Kdrgenenud ER-i stressi on tdheldatud Ulekaalulistel (Ozcan et al., 2004) ning
ulekaalulisus on (ks peamisi diabeeti haigestumise riskifaktoreid. UPR-i signaalirajas osalev
rakustressi tunnetava Inositool-séltuva enstiimi-1 (IRE1) ekspressioon suureneb ER-i stressi
korral ja viib omakorda omakorda ER-i stressivastuse geenide aktiveerimiseni (Calfon et al.,
2002; Yoshida et al., 2001). Uks UPR-i funktsioonidest on valgustinteesi vahendamine ning on
naidatud, et vastusena pidevalt kdrgenenud glikoositasemele intensiivistub IRE1 ekspressioon,
mis hakkab lagundama insuliini mRNA-d, et leevendada koormust valgusiinteesile ja
leevendada sellega ER-i stressi (Pirot et al., 2007). IRE1 kdrgenenud tasemest tingitud insuliini
tootmise vahenemine voib olla Gks mehhanism, mille t6ttu toodetakse 2. tliipi diabeediga
patsientidel insuliini vdhem, kuigi pankrease beeta-rakkude arvukus langenud ei ole (Lipson et
al., 2008).

Diabeetikutel on kirjeldatud beeta-rakkude apoptoosi ja pankrease véaiksemaid mdotmeid. Kui
ER-i stressi ei suudeta rakkudes maandada, vodidakse suunata rakud apoptoosi (Sano ja Reed,
2013). Uuringud on néidanud, et hairetest WFS1 funktsionaalsuses ja sellest tingitud ER-i stress
on ks mehhanism, mis mangib rolli pankrease beeta-rakkude havimises (Fonseca et al., 2010;
Ishihara et al., 2004; Takei et al., 2006). ER-i stressimarkereid on leitud 2. tliipi diabeediga
patsientidel ning see arvatakse olevat ks pdhjustest, mis tekitab héireid beeta-rakkude t60s
(Laybutt et al., 2007; Shrestha et al., 2021).

1.2.2. Wolframi stindrooom (WS)

Mutatsioonid WFS1 geenis vdivad pdhjustada Wolframi sundroomi (WS) (Inoue et al., 1998;
Strom et al., 1998). WS on haruldane autosomaalne retsessiivne haigus, mida kirjeldati esimest
korda 1938. a (Wolfram ja Wagener, 1938). Selle haiguse siimptomiteks on suhkurdiabeet,
nagemise kadu, kurtus, magediabeet ja neuroloogilised héired (Barrett et al., 1995; Wolfram ja
Wagener, 1938). Sundroomi esinemissageduseks on Suurbritannias 1:770 000 (Barrett et al.,
1995), Pdhja-Ameerikas 1:100 000 (Fraser ja Gunn, 1977) ja Liibanonis 1:68 000 (Medlej et
al., 2004). Haiguse kandjaid ehk mutatsioonide suhtes heterostigootseid inimesi arvatakse
olevat Suurbritannia populatsioonis u 1:354 (Barrett et al., 1995).

WFS1 geenist on leitud tle 200 mutatsiooni, millest enamik paiknevad 8. eksonis (de Heredia
et al., 2013; Rigoli ja Di Bella, 2012). 8. ekson kodeerib WFS1 valgu transmembraanset ja C-

terminaalset osa ning mutatsioonide tttu selle geenis ei ole stnteesitav valk funktsionaalne voi
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ei toodeta seda tldse (Barrett et al., 1995). Puudulikust vdi mittefunktsionaalsest WFS1 valgust

pdhjustatud vaegused on pdhjuseks, miks kujuneb valja WS-i iseloomustav sumptomaatika.

WS-iga patsientide kbige esimeseks sliimptomiks on varakult algav suhkurdiabeet (Barrett et
al., 1995). WFS1 geen on ekspresseeritud pankrease beeta-rakkudes (Inoue et al., 1998), kus
toimub insuliini tootmine ja sekretsioon. WFS1 roll on vastutada rakusisese Ca®*
kontsentratsiooni eest (Zatyka et al., 2015), mis on vajalik selleks, et beeta-rakkudest insuliini
sekreteeritaks. Vahenenud kaltsiumisisaldus beeta-rakkudes vdib aga viia nende havimiseni
(Hara et al., 2007). WFSL1 tase tduseb rakkudes ER-i stressi korral (Fonseca et al., 2005; Ueda
et al., 2005; Yamaguchi et al., 2004). WS-i puhul on aga beeta-rakkudes vahenenud WFS1 tase,
mistottu ei suudeta neis ER-i stressi leevendada ja see vOib omakorda kaivitada rakkudes
apoptoosiraja (Fonseca et al., 2005). WSiga patsientide héired veresuhkru regulatsioonis ei ole
pdhjustatud pankrease beeta-rakkude autoimmuunsest havimisest nagu 1. tudpi diabeedi puhul
(Cano et al., 2007). WS-iga kaasneva suhkurdiabeedi simptomite aluseks on puudulikust
WEFS1 valgust tulenev beeta-rakkude talitluse halvenemine, mille tottu on hairitud organismi
insuliini sekretsioon ja mis vdib pdhjustada beeta-rakkude apoptoosi (Cano et al., 2007). Seega
vOib pidada WS-iga kaasnevat diabeeti mitte-autoimmuunseks insuliinsGltuvaks
suhkurdiabeediks.

Lisaks suhkurdiabeedile kaasneb WS-iga nagemise ja kuulmise kadu. WFS1 on ekspresseeritud
optilises narvis, reetinas ja visuaalkoores (Schmidt-Kastner et al., 2009; Yamamoto et al.,
2006). WS-iga patsientidel on téheldatud mitmeid muutusi n&gemissisteemis: atroofia
silmanérvis ja nagemisnarvide kiasmis (Barrett et al., 1997; Hilson et al., 2009), silma
vOrkkesta ganglionirakkude hévimine (Hilson et al., 2009) ja véhenenud aju visuaalkoore
ruumala (Lugar et al., 2016). Lisaks kaasneb WS-iga sensorineuraalne kurtus ning tavaliselt
halveneb esimesena madalate sageduste kuulmine (Eiberg et al., 2006; Rendtorff et al., 2011).

WS-iga patsientidel on kirjeldatud magediabeeti ja neerutrakti laienemist, millega kaasnevad
sagedased kuseteede infektsioonid (Barrett et al., 1995; Rohayem et al., 2011). WFS1 on
ekspresseeritud ka ajus: hipokampuses, mandeltuumas, haistesibulates ja ajukoores (Takeda et
al., 2001). WS-iga patsientidel on ka taheldatud mitmeid neuroloogilisi sumptomeid (ataksia,
dusfaagia, uneapnoe ja kognitiivsete vOimete langus) ning psuhhiaatrilisi haired, nt
meeleoluhdired nagu depressioon, ja dementsus (Rohayem et al., 2011; Swift et al., 1990). WS-
iga patsientide keskmine eluiga on 30 aastat ning nende peamiseks surmapdhjuseks peetakse
hingamispuudulikkust, mis on tingitud ajutiive hingamiskeskuse neuronite havimisest (Barrett
et al., 1995; Hilson et al., 2009; Urano, 2016)
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1.2.3. Wolframi siindroomiga kaasneva diabeedi ravi

WS-i jaoks puudub ravi ning praegused ravistrateegiad keskenduvad simptomite
leevendamisele, et patsientide eluiga pikendada. WS-i uurimiseks ja vOimalike
ravimpreparaatide valjato6tamiseks on Tartu Ulikooli katseloomakeskuses aretatud WFS1-
puudulik rotimudel. WFS1-puudulikel rottidel ilmnevad alates 3. elukuust jark-jargult
siivenevad diabeedi stmptomid: insuliini sekretsiooni vahenemine, glikoositalumatus,
kdrgnenud ER-i stressimarkerite tase pankreases, Langerhansi saarekeste massi véhenemine ja
glukosuuria. Lisaks muutustele organismi glikoosiregulatsioonis esineb WFS1-puudulikel
rottidel katarakt, silmanarvi atroofia, piklikaju neurodegeneratsioon ja ajutiive ruumala
kahanemine. WS-i rotimudelis esinevad samad sumptomid, mis WSiga patsientidel ning seega

sobib see loommudel WS-i uurimiseks (Plaas et al., 2017).

Inkretiinid on maos toodetavad hormoonid, mida sekreteeritakse parast séoki ning millel on
mdju insuliini sekretsioonile (Kim ja Egan, 2008). Nende hulka kuuluvaid GLP-1 retseptori
agoniste kasutatakse 2. tllpi diabeedi ravis, et parandada patsientide gliikoositolerantsi ja
suurendada kaalulangust (Dahiya et al., 2020). GIP (ingl gastric inhibitory polypeptide) on
teine oluline inkretiin, millel on samuti insuliini sekretsiooni suurendav mdju (Vasu et al.,
2014). Lisaks on GIP-i funktsioon ennetada insuliini taseme tdusust tingitud hipoglikeemiat
(Christensen et al., 2011).

WS-i esimeseks haigusilminguks on suhkurdiabeet, mis esineb pea kdigil WS-iga patsientidel
ning sumptomid algavad keskmiselt 6. eluaastal (de Heredia et al., 2013; Pallotta et al., 2019;
Rigoli et al., 2018; Urano, 2016). Inkretiinid on suutnud tdsta WS-i loommudelites
katseloomade glikoositolerantsi (Kondo et al., 2018; Sedman et al., 2016). Liraglutiid on GLP-
1 retseptori agonistide hulka kuuluv inkretiin, mis parandas 2. tilipi diabeediga patsientide
glikeemilist kontrolli (Buse et al., 2009; W.-H. Feng et al., 2019; Marre et al., 2009; Pratley et
al., 2010; Russell-Jones et al., 2009). 5 kuud kestnud ravi liraglutiidiga hoidis ara WS-i
loommudelis glikoositalumatuse tekke ja suurendas insuliini sekretsiooni (Toots et al., 2018).
Ravi liraglutiidiga oli Uhel WSiga patsiendil niivord efektiivne, et ta ei vajanud enam insuliini
asendusravi (Scully ja Wolfsdorf, 2020).

Uuemate suundadena katsetatakse farmakonide kombinatsioone, millel oleks kéik diabeedi
ravis kasutatavate preparaatide soovitud omadused: efektiivne ja kiire veresuhkru taseme

langus, kaalukaotuse suurendamine ja véiksem oht insuliini suurenenud sekretsioonist tingitud
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hipoglikeemiaks. Otsitakse ravimeid, millel oleks veelgi tugevam toime WS-iga kaasneva
suhkurdiabeedi ravimiseks ja ennetamiseks. Tirzepatide on koagonist, mis aktiveerib nii GLP-
1 kui ka GIP-i retseptori ja sellel on méarkimismaarne mdju 2. tlupi diabeediga patsientide
glukeemilise kontrolli parandamisele ja kehakaalu langusele (Willard et al., 2020). Kusjuures
ravimite kombinatsiooni mdju oli tugevam kui GLP-1 retseptori agonistil iksinda (Frias et al.,
2018; Thomas et al., 2021).

WS-i nimetatakse neurodegeneratiivseks haiguseks, sest mitmed kaasuvad simptomid (nt
pimedaks jd&mine ja neuroloogilised haired) on tingitud ndrvirakkude h&vimisest. GLP-1 ja
GIP-i retseptorid on laialdaselt ekspresseeritud ka ajus ning nende aktiveerimine vahendab ER-
i stressi ja neuronite péletikku (Duffy ja Holscher, 2013). Valdavalt diabeedi ravis kasutataval
GLP-1 retseptori agonistil liraglutiidil on ka neuroprotektiivne toime (Jagomée et al., 2021;
Seppa et al., 2019 ja 2021) ja ER-i stressi vahendav mdju (Toots et al., 2018; Yusta et al.,
2006). Vorreldes liraglutiidiga oli DA-CH5-1, mis toimib kui GLP-1 ja GIP-i koagonist, suurem
neuroprotektiivne ja pdletikuvastane efekt (Feng et al., 2018). Lisaks on naidatud, et DA-CH5
parandab katseloomade sooritust mélukatsetes ja hoiab ara Alzheimeri tovele iseloomulike
muutuste teket ajus (Cao et al., 2018; Li et al., 2020). Seega vdiksid ravimid, mis avaldavad
mdju nii GLP-1 kui ka GIP-i retseptorile, olla tugevama toimega, et hoida dra WSi simptomite

teket ja progresseerumist.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. TO6 eesmargid

WS-i jaoks puudub ravi ning praegused ravistrateegiad keskenduvad patsientide simptomite
leevendamisele. Seet6ttu on oluline leida ravimeetodeid, mis suudaksid ennetada simptomite
ilmnemist voi likata edasi nende valjakujunemist. Varasem uuring on nadidanud, et eluaegne
ravi GLP-1 retseptori agonisti liraglutiidiga suudab WS-i loommudelis llikata edasi diabeedi
simptomite teket, kuid seda pooltel katseloomadest (Jagomae et al., 2021). Seetdttu on oluline
leida ravimeetodeid, mis oleksid veelgi efektiivsemad, et WS-iga kaasnevat diabeeti dra hoida.
Lisaks diabeedile kaasneb WS-iga palju teisi vaegusi, nt ndgemise ja kuulmise kadu ning
neuroloogilised haired, mis on pdhjustatud narvirakkude h&vimisest, mistdttu on oluline leida
ravimeid, mis suudaksid leevendada ka WS-iga kaasnevat neurodegeneratsiooni. DA-CH5 on
uudne GLP-1 ja GIP-i koagonist, millel on ndidatud nii diabeedi simptomeid leevendav kui ka
neuroprotektiivne toime. Seega on kdesoleva t60 eesmérk selgitada vélja, kas DA-CH5 on
sarnaselt liraglutiidiga vOimeline taastama WS-iga katseloomade glikoositolerantsust ja
takistada diabeedi siimptomite valjakujunemist. Uhtlasi uuriti, milline on WS-i loommudeli
pankrease Langerhansi saarekeste morfoloogia ja kas ravi DA-CH5-ga mdjutab saarekeste

rakulist ehitust.
Uurimistdd eesmérgid:

1. Viia labi 7-pdevane krooniline ravi DA-CH5-ga

2. Ravi moju hindamiseks viia labi intraperitoneaalne gliikoositolerantsi test (IPGTT)

3. Ravi m6ju hindamiseks mddta katseloomade vereseerumist glikagooni, insuliini ja C-
peptiidi tase

4. Teostada pankrease Langerhansi saarekeste beeta- ja alfarakkude kvantitatiivne analtitis

5. Hinnata beeta-amuloidi esinemist pankrease Langerhansi saarekestes
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2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. Loommudel

WFS1-puudulike (WFS1 geeni 5. eksoni nokaut (KO)) rottide aretust ja fenotllipi on
kirjeldanud Plaas et al., 2017. Katseloomade aretus ning genotlpiseerimine viidi labi Tartu
Ulikooli bio- ja siirdemeditsiini instituudi katseloomakeskuse vivaariumis. Kaesolevas to6s
kasutati 5-kuuseid isaseid homosutgootseid WFS1-puudulikke (KO) ja kontrollgruppi
kuuluvaid metsiktutpi (WT) rotte. Katseloomad olid puurides kahe- kuni neljakaupa ning neid
hoiti 12-tunnises hele/pime tsiklis, kus hele tsiikkel algas kl 07.00. Katseloomade toitmiseks
kasutati Sniffi universaalset hiire- ja rotisd6ta ning joogiveena péérdosmoosiga puhastatud vett.
Katseloomad said véljaspool katseid tarbida sooki ja jooki piiramatult (ad libitum). IPGTT ajal
ei antud katseloomadele siitia, aga juua said nad tarbida ilma piiranguteta. Loomkatseid viisid
ldbi vastava kategooria luba omavad isikud ning kéesoleva t60 autor tegutses koostoos
juhendajatega. Loomkatsete protokollid on kinnitanud loomkatseprojekti loakomisjon (nr 195,
27. aprill 2021) ja kdik katsed on vastavuses 2010. aasta septembris vastu vBetud Euroopa
Parlamendi ja nGukogu direktiiviga (2010/63/EL).

2.2.2. Krooniline ravi DA-CH5-ga

Katset alustati 5 kuu vanuste rottidega, kes jaotati juhuslikult kontrollgruppi ja ravimigruppi
(WT Sal, n = 10; KO Sal, n = 8; WT DA-CHS5, n = 8; KO DA-CH5, n = 9). Ravimigruppi
kuulunud loomadele sustiti iga paev seitse paeva jarjest nahaaluselt ehk subkutaanselt DA-
CH5. Ravimit sustiti loomadele kontsentratsiooniga 25 nmol/kg. Ravim lahustati enne
ststimist fosfaatpuhverdatud soolalahuses (PBS) ja viidi ruumalani 1 ml/kg. Kontrollgrupi
loomadele sustiti katse toimumise perioodil iga péev subkutaanselt 0,9% fisioloogilist lahust

ruumalaga 1 ml/kg.

2.2.3. Kudede ettevalmistus ja pankrease I6ikude seeria

Katse I6pus hukati loomad dekapitatsiooniga. Pankreas dissekteeriti kogu ulatuses ning
fikseeriti 4% paraformaldehditidi (Acros Organics, CAS nr 30525-89-4) ja fosfaatpuhvri (137
mM NaCl/27 mM KCI/10 mM NazHPO./1.8 mM KH2P04/0.1% NaNs, lahuse pH 7,2) lahuses
24-48 h +4°C juures. Seejarel pesti kudesid fosfaatpuhvris (0.1% NaN3, AppliChem, CAS nr

26628-22-8, lahuse pH 7,4). Selleks, et kaitsta rakke kiilmutamisel tekkivate kahjustuste eest,
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jaeti koetukid kaheks péevaks 30% sahharoosi (Fisher S/P770/63) ja fosfaatpuhvri lahusesse.
Seejarel métsiti pankreas kilmutusgeeli (FSC 22 Blue, Leica) sisse ning kudesid hoiti kuni

edasiste protseduurideni alumiiniumfooliumi sees -80°C juures.

Pankreas 18igati kiilmutus- ehk kriilomikrotoomiga (CM1520, Leica, Saksamaa) -20 °C juures
20 pm paksusteks koelbikudeks, mis asetati alusklaasile (Superfrost Plus, ThermoScientific).
Klaasidel olevatest koeldikudest moodustus seeria, mis Kattis pankrease kogu ulatuses.
Pankrease koelBikude seeria moodustamise protokolli on kirjeldatud joonisel 1. Klaase

hoiustati -20°C juures stigavkilmas.

1.2.3. 4. 5. 6.
\& L . H H H H H
e

1.1 1.2 1.3
1,
2.

2.1 22| |23
3.
4.

3.1 3.2
5.

o 00

6.

Joonis 1. Pankrease I6ikude seeria moodustamise protokoll. Kiilmutatud ja kiilmutusgeeli méssitud pankreas
kinnitati kriomikrotoomi proovihoidja kiilge ning pankreast 18igati, kuni kogu koetiikk oli mikrotoomi tera suhtes
samal tasapinnal ja tera I8ikas korraga labi terve proovi. Seejérel hakati 16ikama alusklaasidele pandavaid koelGike.
Alusklaasile nr 1.1 asetati kaks jarjestikku I8igatud 20 um paksust koel8iku. Kaks jargmist tksteise jarel 18igatud
20 um paksust koeldiku asetati uuele klaasile nr 1.2. Seejarel vdeti kolmas klaas nr 1.3, millele asetati jargmised
kaks 20 um paksust I8iku. Seejarel 18igati koetlikist maha 1000 um ehk 1 mm ning jargnevad kaks 20 um paksust

koeldiku pandi uuesti klaasile 1.1 kahe olemasoleva I8igu kdrvale. Jargmised kaks 16iku pandi klaasile 1.2 ning
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jargmised kaks klaasile 1.3. Nii oli valminud 3 mikroskoobiklaasi, millest igalihel 4 koeliku ning paariliste ehk
thel klaasil olevate Uksteise jarel 16igatud koelGikude vahe ligikaudu 1000 um. Seejarel 18igati koetiikist maha
maha 1000 pm ning jargmised kaks jérjestikku 18igatud 16iku asetati uuele klaasile nr 2.1. Edasi korrati sama
I6ikamise protsessi, kuni valmis said klaasid nr 2.1, 2.2, 2.3. Péarast 1000 pum maha I8ikamist, vBeti uus klaas nr
3.1 ning pankreast I8igati jargides eelnevalt kirjeldatud protsessi, kuni klaaside 3.1, 3.2 ja 3.3 valmimiseni. Niiviisi
IGigates moodustus klaasidest kolm seeriat X.1, X.2 ja X.3, kus teine number indikeerib, millisesse seeriasse klaas
kuulub. Iga seeria klaasidel olevad koelGigud katavad pankrease taies ulatuses. Seeriaid moodustati senikaua, kuni
pankreas oli tervenisti 18igatud. Immunofluorestsentsiks ja analitisimiseks valiti kolmest seeriast vélja tks (nt
joonisel 1 oranzi kastiga margistatud seeria X.1, mis koosneb kolmest klaasist tahistega 1.1, 2.1 ja 3.1). lga seeria
igal klaasil olevast kahest uiksteise jarel 18igatud koel®igust valiti valja iks, mida edasi analutsida. Seega analliusiti
iga klaasi kohta kaks koelBiku. Klaase hoiustati mikroskoobi preparaatidele mdeldud karbis -20°C juures. Joonise

tegemiseks kasutati veebisaiti BioRender.com.

2.2.4. Immunofluorestsents

Pankrease Langerhansi saarekeste visualiseerimiseks ja analliisimiseks kasutati
immunofluorestsentsmeetodit. Katses kasutati aluklaasidel olevaid pankrease I6ike, mille
I6ikamise protseduuri on Kkirjeldatud peatiikis 2.2.3. Toid teostati toatemperatuuril ja
niiskuskambris valja arvatud juhtudel, kui on tapsustatud teisiti. K8igepealt pesti klaase 15 min
1x PBS-is. Selleks, et rakumembraanid muutuksid antikehadele l&bilaskvaks, permeabiliseeriti
koeldike 45 min 0,25% Triton X-100 (Sigma-Aldrich)/PBS lahuses. Antikehade
mittespetsiifilise seondumise véahendamiseks hoiti koeldike 2 h blokeerimislahuses, mis
koosnes 0,3M glutsiin/10% eesli seerum (Jackson ImmunoResearch Lab)/1% veise seerumi
albumiin (BSA, Sigma-Aldrich)/0.1% Tween 20 (Sigma-Aldrich)/PBS. Primaarsed antikehad
kanti klaasidele 1% veise seerumi albumiini/0,1% Tween 20/PBS lahuses, koeldigud kaeti
kuivamise véltimiseks parafilmiga (Bemis) ning klaase inkubeeriti niiskuskambris +4°C juures
vahemalt 72 h. Inkubeerimise ajal hoiti katteklaase otsese valguse eest, et takistada
fluorofooride tuhmumist. Ké&esolevas t60s kasutatud primaarsed antikehad ja nende
lahjendused on toodud valja tabelis 1. Pérast vahemalt 72 h kestnud inkubeerimist pesti
seondumata primaarsed antikehad klaasidelt valja 0,1% Tween-20/PBS lahusega.
Sekundaarsete antikehadena kasutati immunoglobuliin (IgG) vastaseid ja fluorofooriga
margistatud antikehi, mis on toodud vélja tabelis 2. Sekundaarsed antikehad lisati 0,1%
BSA/0,1 Tween-20/PBS lahusesse lahjendusega 1:1000, kanti klaasidele ning neil lasti
inkubeerida niiskuskambris ja toatemperatuuril vahemalt 2 h. Seondumata antikehad pesti vélja
0,1% Tween 20/PBS lahusega. Rakutuumade varvimiseks kasutati bisbensimiid H33258
(Hoechst 33258, Sigma-Aldrich)/PBS segu, lahjendusega 1:2500 ning klaasidel lasti seista 1-2
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minutit. Seejérel pesti klaase 1x PBS lahusega. Klaasid kuivatati tleliigsest vedelikust, neile
tilgutati sulundusvedelikku (Fluoromount, Sigma Aldrich) ning asetati peale 0,17 mm paksune
katteklaas (Deltalab). Klaase hoite kuni edasiste analiisideni -20°C juures. Sekundaarsete
antikehade spetsiifilisuse kontrollimiseks (nn negatiivne kontroll) kanti Uhele klaasile
primaarse antikeha lahus (1% veise seerumi albumiini/0,1% Tween-20/PBS) ilma primaarsete,

kuid koos sekundaarsete antikehadega.

Tabel 1. T66s kasutatud primaarsed antikehad ja nende lahjendused

Sihtmérkvalk | Peremeesorganism Lahjendus Tootja
Insuliin Merisiga 1:100 Thermo Fisher Scientific Cat#
PA1-26938, RRID:AB_794668
Glikagoon Hiir 1:500 Thermo Fisher Scientific Cat#

ABS 033-04-02,
RRID:AB 1074636
Beeta-amiloid Hiir 1:50 Abcam Cat# ab11132,
RRID:AB_297770

Tabel 2. Td6s kasutatud sekundaarsed antikehad ja nende lahjendused

Sihtmarkvalk | Peremeesorganism | Lahjendus Tootja
Merisea IgG Kits 1:1000 Thermo Fisher Scientific, Cat# A-
21435, RRID: AB_2535856.
Hiire 19G Kits 1:1000 Jackson ImmunoResearch Labs Cat#
115-605-003, RRID: AB_2338902
Hiire 1gG Kits 1:1000 Jackson ImmunoResearch Labs Cat#
115-515-008, RRID:AB_ 2338821

2.2.5. Immunofluorestsentsanaliiis ja rakkude loendamine

Katses kasutati aluklaasidel olevaid pankrease 8ike, mille I8ikamise ja I6ikude seeria
moodustamise protokolli on kirjeldatud peatikis 2.2.3. Pankrease koeldikude pildistamiseks

kasutati automaatset mikroskoobiklaaside skannerit ehk nn slaidiskannerit Aperio VERSA 8
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(Leica, Saksamaa), mis on varustatud Leica DM6 B mikroskoobiga ja integreeritud kaameraga,
et mikroskoobipilti jaddvustada. Fotode kuvamiseks kasutati Aperio VERSA tarkvara versiooni
1.0.4.125 (Leica Biosystems Imaging, Inc.). Kdigepealt pildistati helevaljamikroskoopi
kasutades 1,5x suurendusega tervet mikroskoobi klaasi. Seejérel valiti klaasil olevast kahest
jarjestikku 18igatud pankrease I6igust (iks, mida pildistati tumevaljamikroskoopi kasutades 5x
suurendusega. 5x suurendusega pildistamisel valgustati 16ike 555 nm lainepikkusega laseriga,
et ergastada insuliinimolekulide kiljes oleva antikehaga seotud fluorofoor ja muuta nahtavaks
pankrease insuliini sisaldavad beeta-rakud ning thes nendega ka Langerhansi saarekesed.
Pankrease Langerhansi saarekese morfoloogiat on Kirjeldatud peatiikis 1.1.2. Kdik fotodel
olevad pankrease Langerhansi saarekesed otsiti tles manuaalselt ning neid pildistati
tumevaljamikroskoobiga  20x  suurendusega.  Saarekeste  pildistamisel  ergastati
insuliinimolekuli kiljes olevat fluorofoori lainepikkusega 555 nm, gliikagooni molekuliga
seotud fluorofoori lainepikkusega 647 nm ja beeta-amuloidiga seondunud fluorofoori

lainepikkusega 594 nm.

20x suurendusega jaadvustatud fotosid Langerhansi saarekestest anallisiti arvutiprogrammiga
Visiopharm (Hersholm, Taani), kasutades selle tarkvara versiooni 2021.02.5.10297. Iga
katselooma puhul analtdsiti 40% koikidest leitud, pildistatud ja analliisimist voimaldavatest
Langerhansi saarekestest. 40% saarekestest, mida analliusida, valiti juhuslikult. Huvipakkuvad
regioonid ehk Langerhansi saarekesed piiritleti manuaalselt. Seejarel lasti arvutiprogrammil
moodustada loendamisraamid (ingl counting frame), mis katsid huvipakkuva regiooni pindala
20% ulatuses, ja tles loeti kdik ndgemisvéljas olevad ja lugemisraami piiridesse jaavad alfa- ja
beeta-rakud. See tdhendab, et iga katselooma mikroskoobiklaaside seeria kohta analutsiti 40%
kdikidest leitud Langerhansi saarekestest ja igas saarekeses loendati rakud 20% saarekese

pindalal.

Piltide jareltdotluseks kasutati arvutiprogrammi Adobe Photoshopi versiooni 21.1.0 ja Adobe

Ilustratori versiooni 26.2.1.

2.2.6. Intraperitoneaalne glukoositolerantsi test (IPGTT)

Kolm tundi enne IPGTT algust hoiti katseloomi ilma sddgita. Enne katset ja katse toimumise
ajal voisid katseloomad tarbida vett piiramatult (ad libitum). Katse alguses mdddeti iga
katselooma veresuhkru baastase. Seejarel manustati igale katseloomale 0,9% fusioloogilises

lahuses lahustatud D-glikoosi (Sigma-Aldrich) doosiga 2 g/kg kohta. Ravimit sustiti
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katseloomadele kdhuddnesiseselt ehk intraperitoneaalselt, kasutades 22 G ehk 0,7 mm jamedust
ndela. Katseloomade veresuhkrut moddeti rottide sabaveenist voetud verest viis korda: 30, 60,
90, 120 ja 180 minutit pérast glikoosilahuse sustimist. Kiki veresuhkru modtmisi teostati

kaasskantava glikomeetriga (Accu-Check Go, Roche, Saksamaa).

Selleks, et mdota katseloomade insuliini, glikagooni ja C-peptiidi taset, voeti IPGTT
toimumise ajal katseloomade sabaveenist verd vahetult enne ja 30 minutit parast glikoosi
ststimist. Vereproovidel lasti 30 minutit toatemperatuuril seista ning seejarel tsentrifuugiti
proove tsentrifuugis (5424R mikrotsentrifuug, Eppendorf) +4°C juures 15 minutit kiirusega
1000 g. Seejarel eraldati vereproovidest seerum, mida hoiti kuni jargmiste analliuside

tegemiseni -80°C juures.

2.2.7. Hormoonide taseme moodtmine

Hormoonide taseme mdodtmiseks kasutati rottide vabaveeniverest eraldatud seerumit, mille
vOtmise protseduuri on kirjeldatud peatiikis 2.2.6. Seerumi insuliinitaseme mddtmiseks kasutati
komplekti Ultra Sensitive Rat Insulin ELISA (Crystal Chem, kat 90060). Glikagooni taseme
mootmiseks kasutati komplekti Rat Glucagon ELISA (CrystalChem kat 81519). C-peptiidi
taseme modtmiseks kasutati komplekti Rat C-peptide ELISA (CrystalChem, kat 90055). KGiki

komplekte kasutati vastavalt tootja koostatud protokollile.

2.2.8. Andmete analliis

Katsetes mdddetud andmete analttsimiseks kasutati GraphPad Prism 9. versiooni tarkvara
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Statistiliselt oluliseks loeti tulemused, mille
p-vaartus on véiksem kui 0,05 (p < 0,05). Katseandmed on t66s esitatud kujul keskmine £ SEM
(standardviga, ingl Standard Error of the Mean). Katsegruppide keskmiste vordlemiseks
kasutati erinevaid kordusuuringu dispersioonanaliilise ja post hoc teste. Tapsem info kasutatud
analulside kohta on toodud vélja kdesolevas t06s esitatud jooniste all. Statistilist olulisust

vorreldi genotulpide ja ravimeetodi vahel.
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2.3. Tulemused

2.3.1. Kehakaal

Katseloomi kaaluti enne katse algust ja parast 7 paeva kestnud ravi DA-CH5-ga. Ravimigruppi
kuulunud loomade kehakaal oli vdrreldes kontrollgrupi loomadega véiksem, kuid erinevused
gruppide vahel ei olnud statistiliselt olulised (joonis 2). Seitse péeva kestnud ravi tulemusena
alanes kehakaal mdlemas ravimigrupis, nit WT kui ka KO loomadel, ning muutused olid
statistiliselt olulised (p < 0,0001). Ravi DA-CH5-ga ei avaldanud mdju ei kontrolligruppi
kuulunud WT ega KO loomade kehakaalule.

Kehakaal enne ja parast 7-paevast ravi DA-CH5-ga T —
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Joonis 2. Katseloomade kehakaal enne ja parast 7-péevast ravi DA-CH5-ga (25 nmol/kg). Katse alguses olid
ravimigruppi kuulunud WT ja KO loomad vérreldes kontrollgruppi kuulunud WT ja KO loomadega kergemad,
kuid erinevused ei olnud statistiliselt olulised. WT ja KO kontrollgrupi loomade kehakaalud olid nii enne kui ka
pérast ravi sarnased. Parast 7-pdevast ravi DA-CH5-ga ei toimunud kontrollgruppi kuulunud WT ega KO loomade
kehakaalus muutusi. 7-paevane ravi DA-CH5-ga alandas kehakaalu nii WT kui ka KO loomadel (**** p <0,0001).
Andmete analliisimiseks kasutati kahesuunalist dispersioonanaliiisi (Two-way ANOVA) ja post hoc testina
Bonferroni testi, kus **** p < 0,0001. Katseandmed on esitatud kujul keskmine £ SEM. Katses kasutati isaseid 5-
kuuseid rotte ning valimimahud on jargmised: WT Sal, n = 10; KO Sal, n = 8; WT DA-CHS5, n = 8; KO DA-CHS5,
n=9.
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2.3.2. IPGTT

Enne IGPTT testi tehti platseebo IPGTT, mille valtel slstiti katseloomadele n&dal aega jarjest
subkuntaanselt fusioloogilist lahust (1 ml/kg). Katseloomade gliikoositolerantsuse mdotmiseks
viidi 1&bi IPGTT enne ravikuuri algust ja parast 7 péeva kestnud ravi DA-CH5-ga. K&igepealt
moddeti katseloomade sabaveeniverest voetud veresuhkru baastaase ning seejarel sustiti igale
katseloomale glukoosi kontsentratsiooniga 2 g/kg kohta. Nii ravieelse kui ka -jargse IPGTT ajal
mdddeti katseloomade veresuhkru taset 30, 60, 90, 120 ja 180 minutit parast glikoosi siistimist.
Enne ravi algust oli nii kontroll- kui ka ravimigruppi kuulunud KO loomade gliikoositolerants
halvem kui mdlema katsegrupi WT loomadel, mis viitab sellele, et KO loomadel oli kujunenud
vélja glukoositalumatus (joonis 3 A ja B). 7-paeva kestnud ravi DA-CH-ga suutis parandada
KO loomade gliikoositolerantsust ning muutused veresuhkru tasemes olid vorreldes KO
kontrollgrupi loomadega statistiliselt olulised (** p < 0,01) (joonis 3 C ja D). Lisaks parandas
ravi ka WT loomade glukoositolerantsust (joonis 3 C ja D). Muutused WT kontroll- ja
ravimigrupi veresuhkru tasemes olid vorreldes KO kontrollgrupi loomadega statistiliselt
olulised (**** p < 0,0001) (joonis 3 E).
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Joonis 3. Katseloomade intraperitoneaalse gliikoositolerantsi testi (IPGTT) tulemused enne ravikuuri ja
parast 7-pdeva kestnud ravi DA-CH5-ga (25 nmol/kg). IPGTT jaoks mdddeti kbigepealt katseloomade
veresuhkru baastase ning seejérel sistiti igale katseloomale intraperitoneaalselt 0,9% flsioloogilises lahuses
lahustatud gliikoosi kontsentratsiooniga 2 g/kg. Katseloomade veresuhkru taset md&deti 30, 60, 90, 120 ja 180

minutit parast gliikoosi slstimist. Ravieelselt oli nii ravimi- kui ka kontrollgruppi kuulunud KO katseloomade
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glukoositolerants halvem kui kdikidel katsesse kuulunud WT loomadel ning neil oli vélja kujunenud
glukoositalumatus (A ja B). Pérast 7-péeva kestnud ravi DA-CH5-ga paranes ravimigruppi kuulunud KO loomade
glukoositolerantsus (C ja D). Ravieelne ja — jargne katsegruppide ROC-kdvera aluse pindala (AUC, ingl area
under the ROC curve) vordlemine néitab, et muutused ravimigruppi kuulunud WT ja KO loomadel kehakaaludes
olid statistiliselt olulised (E). Andmete anallilisimiseks kasutati hesuunalist dispersioonanaliiiisi (One-way
ANOVA) ning post hoc testina Bonferroni testi, kus * p < 0,05; ** p < 0,01 ja **** p < 0,0001. Katseandmed on
esitatud kujul keskmine £ SEM. Katses kasutati isaseid 5-kuuseid rotte ning valimimahud on jargmised: WT Sal,
n =10; KO Sal, n = 8; WT DA-CH5, n = 8; KO DA-CH5,n = 9.

2.3.3. Seerumi insuliini, glikagooni ja C-peptiidi tase

Insuliini ja glikagooni taset mdodeti IPGTT ajal katseloomade sabaveenivere seerumist enne
testi algust ja 30 minutit pérast glikoosi sustimist. Insuliini kontsentratsioon téusis 30 minutit
parast glikoosi slstimist kdikide katsegruppide loomade vereseerumis (joonis 4 A).
Kontrollgrupi WT loomade vereseerumi insuliinitaseme tus oli statistiliselt oluline (**** p <
0,0001). Vorreldes kontrollgrupi WT loomadega, oli 7 pdeva pikkust DA-CH5 ravi saanud WT
ja KO loomade insuliinitaseme tdus véiksem. Kontrollgrupi KO loomade insuliinitase tousis
vorreldes teiste katsegruppidega kdige vahem. Pérast gliikoosi sustimist téusis WT ja KO
kontrollgrupi loomade seerumi gliikagoonitase, kuid tikski tulemus ei olnud statistiliselt oluline
(joonis 4 B). 30 minutit parast glukoosi sustimist langes ravimigruppi kuulunud WT ja KO
loomade gliikagooni tase, kuid tulemused polnud statistiliselt olulised. Seerumi C-peptiidi tase
tbusis parast glikoosi slstimist nii WT ravimigrupi kui ka kontrollgrupi loomadel (joonis 4 C).
DA-CH5 ravi saanud KO loomadel tbusis samuti C-peptiidi tase, kuid tulemus ei olnud

statistiliselt oluline.
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Ravijargne seerumi C-peptiidi tase
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Joonis 4. Katseloomade insuliini, gliikagooni ja C-peptiidi tase vereseerumis enne ja parast 2 g/kg glikoosi
sustimist. Katse 16pus tehtud IPGTT ajal mdddeti katseloomade insuliini, gliikagooni ja C-peptiidi tase enne ja 30
minutit pérast glikoosi ststimist (doosiga 2 g/kg kohta) vBetud sabaveeniverest eraldatud seerumist. 30 minutit
pérast glikoosi sustimist téusis insuliini tase k&igis katsegruppides, kuid enim kontrollgrupi WT loomadel, kelle
insuliinitaseme suurenemine oli statistiliselt oluline (A). Gliikagooni tase langes parast glikoosi ststimist ravimit
saanud WT ja KO loomadel, kuid tulemused ei olnud statistiliselt olulised (B). C-peptiidi tase tdusis nii kontroll-
kui ka ravimigrupi WT loomadel ning on néha tendents, et C-peptiidi tase tdusis ka DA-CH5 ravi saanud KO
loomadel (C). Andmete analuiisimiseks kasutati kahesuunalist dispersioonanaliilisi (Two-way ANOVA) ning post
hoc testina Bonferroni testi, kus **** p <0,0001. Katseandmed on esitatud kujul keskmine + SEM. Katses kasutati
isaseid 5-kuuseid rotte ning valimimahud on jargmised: WT Sal, n = 10; KO Sal, n = 8; WT DA-CH5, n = 8; KO
DA-CH5,n=09.

2.3.4. Beeta- ja alfa-rakkude kvantitatiivne anallits

Katseloomade pankrease Langerhansi saarte immunofluorestsentsanaliiiisiks kasutatud
metoodikat on Kirjeldatud peatlkkides 2.2.3, 2.2.4 ja 2.2.5. Beeta- ja alfra-rakud paiknevad
pankrease Langerhansi saarekestes. Kdikide katsegrupi analulsitud saarekeste pindalade
keskmiste erinevused ei olnud statistiliselt olulised (joonis 5). Alfa- ja beeta-rakke loetleti 20%
saarekese pindalal. Loetletud alfra-rakkude keskmiste vahelised erinevused ei olnud
statistilistelt olulised (joonis 6 A). Vorreldes WT loomadega oli nii ravimi- kui ka kontrollgrupi
KO loomadel véahem beeta-rakke (joonis 6 B). Suurim erinevus oli kontrollgrupi KO loomade
ja 7 pdeva DA-CHS5 ravi saanud WT loomade vahel (** p < 0,01). Jagades loetletud rakkude
arvu saarekese pindalaga, selgus, et KO loomadel on pindalathiku kohta keskmisest rohkem
alfa-rakke kui WT loomadel, kuid need erinevused polnud statistiliselt olulised (joonis 6 C).
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Pindalaihiku kohta oli keskmine beeta-rakkude arv kontrollgrupi KO loomadel oluliselt
vaiksem kui kdikidel teistel katsegruppidel (joonis 6 D). 7-pdeva DA-CH5 ravi saanud KO
loomadel oli keskmiselt rohkem beeta-rakke kui ravimit mittesaanud kontrollgrupi KO

loomadel (** p <0,01).

Kdikide katsegrupi Langerhansi saarekesed on alfa-ja beetarakkude paiknemise koha pealt
morfoloogiliselt sarnased (joonis 7). Langerhansi saarekeste morfoloogiline analiilis naitab, et
alfa-rakud paiknevad saarekese perifeerias ning beeta-rakud keskosas. Visuaalselt on

kontrollgrupi KO loomadel vorreldes kdikide teiste katsegruppidega naha rohkem alfa-rakke

(joonis 8).

Langerhansi saarekese pindala
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Joonis 5. Pankrease Langerhansi saarekeste keskmine pindala. Kdikides katsegruppides oli analiiusitud
saarekeste keskmine pindala suurem kui 30 000 um2 ehk 0,03 mm2. Katsegruppide vahelised Langerhansi
saarekeste keskmiste pindalade erinevused ei olnud statistiliselt olulised. Andmete anallilisimiseks kasutati
Uhesuunalist dispersioonanaliilisi (One-way ANOVA), kus statistiliseks oluliseks loeti p-vaartus < 0,05. Andmed
on esitatud kujul keskmine + SEM. Analliisideks kasutati 5-kuuste isaste rottide pankreasi ning valimimahud on
jargmised: WT Sal, n = 4; KO Sal, n =4; WT DA-CH5, n = 4; KO DA-CH5, n =4,
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Joonis 6. Pankrease Langerhansi saarekeste alfa- ja beeta-rakkude keskmine arv erinevates katsegruppides.
Analliisideks kasutati 40% iga looma leitud ja analliisimist vBimaldavatest Langerhansi saarekestest. Alfa- ja
beeta-rakke loetleti 20% iga saarekese pindalast. Alfa-rakkude kvantitatiivne analiitis nitas, et alfa-rakkude
keskmises arvus ei ole katsegruppide vahel erinevusi (A). Vorreldes WT loomadega oli KO loomadel beeta-rakke
vahem ning KO kontrollgrupi loomade keskmine beeta-rakkude arv oli vaiksem kui 7-péeva pikkust DA-CH5 ravi

saanud WT loomade beeta-rakkude keskmine arv (** p < 0,0001) (B). Pindalauihiku kohta oli ravimit saanud ja
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kontrollgrupi KO loomade keskmine alfa-rakkude arv suurem kui mdlema grupi WT loomadel (C). Beeta-rakkude
keskmine arv oli KO kontrollgrupi loomadel vérreldes kdikide katsegruppidega véhenenud ning ravimit saanud
KO loomade beeta-rakkude keskmine arv pindalaiihiku kohta oli suurem kui kontrollgrupi omadel (D). Andmete

analiiusimiseks kasutati kahesuunalist dispersioonanaltiisi (Two-way ANOVA) ning post hoc testina Bonferroni

testi, kus ** p < 0,01 ja **** p < 0,0001. Katseandmed on esitatud kujul keskmine + SEM. Katses kasutati isaseid
5-kuuseid rotte ning valimimahud on jargmised: WT Sal, n = 4; KO Sal, n = 4; WT DA-CH5, n = 4; KO DA-CHS5,
n=4.

Joonis 7. Naitlikustav foto pankrease Langerhansi saarekese rakulisest ehitusest. Insuliini sisaldavad beeta-
rakud on varvitud oranziga ja gliikagooni sisaldavad alfa-rakud sinisega. Joonisel on kujutatud WT kontrollgruppi

kuulunud katselooma Langerhansi saarekest. M6dtejoone pikkus on 90 pum.
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Insuliin Glikagoon

WT Sal

KO Sal

KO DA-CH5 WT DA-CH5

Joonis 8. Naitlikustavad fotod kdikide katsegruppide Langerhansi saarekestest. Insuliini sisaldavad beeta-
rakud on vérvitud oranziga ja gliikagooni sisaldavad alfa-rakud sinisega. Rakutuumavarving on teostatud DAPI-
ga. Visuaalsel vaatlusel paistab, et vorreldes teiste katsegruppidega on kontrollgrupi KO loomadel on rohkem alfa-
rakke. DA-CHS5 ravi saanud KO loomade saarekesed sarnanevad morfoloogiliselt pigem WT loomade kui KO
kontrollgrupi loomade saarekestega. Joonistel on kujutatud anallilisides kasutatud Langerhansi saareke iga

katsegrupi Uhelt loomalt. M&&tejoone pikkus on 90 um.

2.3.5. Beeta-amuloid Langerhansi saarekestes

Morfoogilise analiusi tulemusena selgus, et pankrease Langerhansi saarekestes leidub beeta-
amuloidi valku (joonis 9). Beeta-amiloid esines saarekestes olenemata katsegrupist ning

visuaalsel vaatlusel ndib, et valk on lokaliseeritud nii alfa- kui ka beeta-rakkudesse.

35



Insuliin ja gliikagoon Beeta-amiiloid

WT Sal

KO Sal

WT DA-CH5

KO DA-CH5

Joonis 9. Naitlikustavad kuvandid beeta-amuiloidi valgu esinemisest pankrease Langerhansi saarekestes.
Joonisel on kujutatud tiks Langerhansi saareke iga katsegrupi loomalt. Punasega on vérvitud insuliin ning sinisega
gliikagoon. Parempoolsemas veerus on néha lillaga vérvitud beeta-amuloidi valk. Mddtejoone pikkused on toodud

igal fotol eraldi valja.
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2.4. Arutelu

Kéesoleva t66 eesmérk oli uurida, milline on GLP-1 ja GIP-i retseptori koagonisti DA-CH5
mdju WFS1-puudulike katseloomade diabeedi simptomite leevendamisele. Lisaks Kirjeldati
WFS1-puudulike ja WT katseloomade pankrease Langerhansi saarekeste morfoloogilisi
erinevusi ja selgitati valja, kas ravil DA-CH5-ga on moju saarekeste rakulisele ehitusele.
Uurimiskisimuste valjaselgitamiseks kasutati t66s mitmeid metoodikaid: [IPGTT-d,

hormoonide taseme m&dtmist ja immunofluorestsentsanalliusi.

Kdikidesse katsegruppidesse kuuluvaid loomi kaaluti enne ja parast 7 paeva kestnud Kkatset. 7-
paevane ravi DA-CHb5-ga alandas kehakaalu nii WFS1-puudulikel kui ka WT loomadel.
Kontrollgruppidesse kuulunud loomade kehakaaludes muutusi ei toimunud. DA-CH5 mdjub
kui GLP-1 ja GIP-i retseptori agonist. Uuringud on ndidanud, et GLP-1 retseptori agonistil
liraglutiidil on WSi rotimudelis kehakaalu alandav toime (Jagomae et al., 2021; Seppa et al.,
2019, 2021; Toots et al., 2018). Uhtlasi vidhendab GLP-1 retseptori aktiveerimine soogiisu,
millel on samuti oluline roll kehakaalu langetamises (Flint et al., 1998; Larsen et al., 2001,
Williams et al., 2006). Uksnes GIP-i retseptori aktiveerimisel ei ole kehakaalu alandavat toimet
leitud, kuid selle retseptori analoog suurendab GLP-1 retseptori aktiveerimisest indutseeritud
kaalukaotust (Ngrregaard et al., 2018). GIP-i ja GLP-1 koagonistid on suutnud 2. tulpi
diabeediga patsientidel langetada kehakaalu rohkem kui Uksnes GLP-1 retseptori agonist
dulaglutiid (Frias et al., 2018; Thomas et al., 2021). Ulekaal on diabeeti haigestumise ks
pohilisimaid riskifaktoreid (Bellou et al., 2018). 1. tlpi diabeediga patsientidel suurendab
rasvumine insuliinisresistentsuse riski ja raskendab haiguskulgu (Schueren et al., 2021). Seega
on kehakaalu reguleerimine vaga oluline diabeedi sumptomite kontrolli all hoidmiseks ning
kaesolevas t00s tehtud katse DA-CH5-ga nditab, et sellest ravimist vdiks olla abi diabeediga

kaasnevate kaaluprobleemide leevendamiseks.

Selleks, et mdota katseloomade glikoositaluvust ja DA-CH5 mdju organismi glikeemilisele
kontrollile, tehti loomadele enne ja pérast ravikuuri IPGTT. Ravieelselt oli WFS1-puudulike
loomade veresuhkru tase IPGTT testis kdrgem kui WT loomadel ning neil oli 5-kuuselt
kujunenud vélja glikoositalumatus. WS-i loommudelis on ndidatud, et WFS1-puudulike rottide
glikoositaluvus hakkab halvenema alates 3. elukuust ning 7. elukuuks on katseloomade
glikoositolerantsus oluliselt kehvem kui WT loomadel (Plaas et al., 2017). Vorreldes WT
loomadega on WFS1-puudulikel katseloomadel vaiksem Langerhansi saarekeste mass (Plaas et
al., 2017; Riggs et al., 2005; Toots et al., 2018). Pankrease Langerhansi saarekeste beeta-
rakkudes toodetakse insuliini, mis on organismi veresuhkru taset langetav hormoon.
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Mutatsioonid WFS1 geenis pdhjustavad ER-i stressi, mis vdib viia beeta-rakud apoptoosi
(Fonseca et al., 2010). Kd&esolevas toos leiti, et WFS1-puudulikel katseloomadel on
pindalalihiku kohta vdhem beeta-rakke kui WT loomadel. Samuti on WSiga patsientidel
tdheldatud Langerhansi saarekeste atrofeerumist ja vahe insuliinipositiivseid rakke (Karasik et
al., 1989). Beeta-rakkude hévimine vdib olla seega ks p&hjustest, miks on WFS1-puudulike

katseloomade glukoositaluvus langenud.

7 péeva kestnud ravi DA-CH5-ga parandas WFS1-puudulike katseloomade
glukoositolerantsust. Ravi GLP-1 retseptori agonisti liraglutiidiga on k&ikides k&esolevas t60s
kasutatud WS-i rotimudeliga tehtud katsetes alandanud WFS1-puudulike loomade veresuhkru
taset (Jagomée et al., 2021; Seppa et al., 2019; Toots et al., 2018). GLP-1 retseptori agoniste,
sh liraglutiidi, kasutataksegi 2. tulpi diabeedi ravis ning neil on patsientide glikeemilist
kontrolli parandav toime (Buse et al., 2009; W.-H. Feng et al., 2019; Marre et al., 2009; Pratley
et al., 2010; Russell-Jones et al., 2009). GLP-1 retseptori agonistide veresuhkru taset alandav
mdju on pdhjustatud tema insuliini sekretsiooni stimuleerivast ja glikagooni sekretsiooni
inhibeerivast toimest (Holst, 2019). Kéesolevas to0s leiti, et ravi DA-CH5-ga parandas WFS1-
puudulike katseloomade gliikoositolerantsust ning ravijargset vereseerumi insuliinitaset mootes
selgus, et ka katseloomade insuliini tase on tusnud, kuigi muutus ei olnud statistiliselt oluline.
C-peptiidi tekib insuliiniga ekvimolaarses koguses ning selle poolestusaeg on u 20 min (Cafias
et al., 1995). C-peptiidi tase veres nditab seega nii esimeses kui ka teises faasis sekreteeritud
insuliini hulka. Sarnaselt insuliiniga oli ka C-peptiidi hulk ravimit saanud WFS1-puudulikel
loomadel tdusnud. Seega vdis katseloomade veresuhkru tase alaneda tdnu DA-CH5 toimele
aktiveerida GLP-1 retseptoreid, millel on omakorda insuliini sekretsiooni suurendav moju.

Insuliini eelihendiks on proinsuliin, mille A ja B ahelate Uhendamisel moodustub insuliini
molekul ning eraldub C ahel ehk nn C-peptiid. WFS1 puudulikkus pdhjustab rakkudes ER-i
stressi (Fonseca et al., 2010), mille t6ttu on hdirunud ER-i t60 ja Gihes sellega ka valgustntees.
Kui valgusuntees on tulenevalt ER-i stressist inhibeeritud, vaheneb ka insuliini protsessing ehk
proinsuliini konverteerimine insuliiniks. WFS1-puudulikel hiirtel on leitud, et neil on WT
grupist suurem proinsuliini tase (Noormets et al., 2011). GLP-1 retseptori agonistil on tdestatud
ER-i stressimarkereid vahendab toime (Cheng et al., 2021; Toots et al., 2018). GLP-1 agonistid
on suutnud katseloomadel vahendada proinsuliini hulka mis viitab sellele, et rakkudes oli
paranenud proinsuliini konverteerimine insuliiniks (Degn et al., 2004; L. Wang et al., 2014).
GLP-1 retseptori agonistide ER-i stressi vahendav mdju ja sellest tulenev insuliini protsessingu
paranemine vOib olla Uks pdhjustest, miks langetas ravi DA-CH5-ga WFS1-puudulike

katseloomade veresuhkru taset.
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DA-CHS5 aktiveerib peale GLP-1 retseptori ka GIP-i retseptori. GIP on lisaks beeta-rakkudele
ekspresseeritud ka alfa-rakkudes (El ja Campbell, 2020). Tervetel inimestel suurendab madala
veresuhkru korral GIP-i aktiveerimine gliikagooni sekretsiooni, et tdsta vere gliikoositaset, ning
hiperglikeemilises olukorras ei tdsta GIP mitte gliikagooni, vaid hoopiski insuliini sekretsiooni
(Christensen et al., 2011). Uuringud on naidanud, et gliikoosi suurenenud kontsentratsioonidel
mdjubki gliikagoon insuliini sekretsiooni suurendavalt (Capozzi et al., 2019; Svendsen et al.,
2018; Zhu et al., 2019). GIP-i positiivne efekt insuliini sekretsioonile on aga 2. tliipi diabeediga
patsientidel hairunud (Meier ja Nauck, 2010; Nauck et al., 1993). Erinevalt 1. tlilpi diabeediga
patsientidest méjub hlpergliikeemilises olukorras 2. tliupi diabeediga patsientidele GIP-i
stistimine glukagooni sekretsiooni suurendavalt (Lund et al., 2011). Uuringud on aga naidanud,
et vorreldes monoagonistidega on GLP-1 ja GIP-i koagonistid efektiivsemad (Frias et al., 2018;
Thomas et al., 2021). Sellest vdib jareldada, et koagonistidel on koostoimes uudne
farmakodutnaamiline profiil, millel on vaga tugev veresuhkrut alandav méju, kuid mille tapne

toimemehhanism ei ole veel teada.

Selleks, et uurida, kas ja missugune moéju on DA-CH5-I pankrease Langerhansi saarekeste
rakulisele ehitusele, tehti koeldikudele immunohistokeemia ja loendati saarekeste alfa- ja beeta-
rakud. Katses kasutati 5 kuu vanuseid loomi ning olenemata genotlubist oli koikide
katsegruppide Langerhansi saarekeste keskmine pindala tile 30 000 um? ehk 0,03 mm?. WS-i
rotimudelis on varem ndidatud, et 3- ja 7-kuuste loomadel on enamik saarekesi ligikaudu 0,03
mm? suuruse pindalaga ja seda nii WFS1-puudulikel kui ka WT loomadel (Plaas et al., 2017).
Iga katselooma pankrease I0ikude seeriast analiilisiti 40% kdikidest leitud Langerhansi
saarekestest ning kui saarekeste keskmised pindalad on vorreldavad, siis see néitab, et muutused

saarekeste rakulises ehituses ei ole tingitud saarekeste suurusest.

Beeta-rakkude sustemaatilise loendamise tulemusena selgus, et WFS1-puudulikel
katseloomadel on vorreldes mdlema grupi WT loomadega ja 7-péevast DA-CH5 ravi saanud
KO loomadega beeta-rakkude arvukus vaiksem. IPGTT testi tulemused néitasid samuti, et
kontrollgrupi loomadel oli 5. elukuuks kujunenud vélja glikoositalumatus ning neil ei tbusnud
parast ravi seerumi insuliinitase. Beeta-rakkude arvukuse vahenemine vaib olla ka p&hjus, miks
WFS1-puudulikel loomadel on véhenenud glikoositaluvus ja insuliini sekretsioon. Kéesolevas
toos leiti, et alfa-rakkude arvukus pindalalihiku kohta on WFS1-puudulikel loomadel suurem
kui WT loomadel. Seega vois WFS-1 puudulike loomade halvem gliikoositaluvus véljenduda
Langerhansi saarekeste rakulises ehituses. Nimelt on leitud, et alfa-rakkude arv on téusnud

diabeedi simptomitega narilistel (Gannon et al., 2000; Starich et al., 1991).
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WSi loommudelis hakkab Langerhansi saarekeste mass kahanema alates 7. elukuust ning 14.
elukuuks on WFS1-puudulikel loomadel enamik saarekestest havinud (Plaas et al., 2017).
Sellest tulenevalt oleks tarvilik leida ravimeid, mis suudaksid hoida &ra pankrease beeta-
rakkude apoptoosi ja suurendada olemasolevate rakkude proliferatsiooni, et taastada algne

rakupopulatsioon ning leevendada insuliini puudulikkusest tulenevaid diabeedi simptomeid.

Hiirtega tehtud uuringud on néidanud, et ulatuslik beta-rakkude havimine aktiveerib beeta-
rakkude jagunemise (Cano et al., 2007). Kui enamik beeta-rakkudest on hdvinenud, hakkavad
alfa-rakud transdiferentseeruma beeta-rakkudeks (Chera et al., 2014; Thorel et al., 2010). Alfa-
rakkude transdiferenteerumiseks ei pea aga ootama, kuni enamik beeta-rakkude populatsioonist
on havinenud. On leitud, et neurotransmitter GABA on alfa-rakkude beeta-rakkudeks
konverteerimise pBhimediaator ning selle annustamine initsieerib alfa-rakkude muutumise
beeta-rakkudeks (Ben-Othman et al., 2017). GLP-1 retseptori agonisti puhul on ndidatud, et see
stimuleerib beeta-rakkudes GABA slnteesi (Wang et al., 2007). Seega vOiks DA-CH5-st, mis
aktiveerib samuti GLP-1 retseptori, olla kasu, et takistada WS-iga kaasnevat beeta-rakkude

havimist ja sellest tingitud haireid glukoosiregulatsioonis.

Beeta-amuloidi on leitud 2. tiibi diabeediga patsientide pankrease kudede analttsimisel
(Miklossy et al., 2010). Amuloidagregaatide kuhjumist pankreases seostatakse beeta-rakkude
havimise ja diabeedi simptomite siivenemisega (HOppener ja Lips, 2006). See andis alust
eeldada, et ka k&esolevas t00s kasutatud WSi rotimudelis voiks ilmneda beeta-amuloidi
kuhjumine saarekestes. T60 tulemusena selgus, et beeta-amuloidi valku esineb Langerhansi
saarekestes s6ltumata katsegrupist. Té0s ei hinnatud valgu hulka kvantitatiivselt ning seetottu
ei saa teha jareldusi katsegruppide vaheliste vdimalike erinevuste kohta. Amuloidide
agregeerumit pankreases tasuks uurida edasi seoste tottu neurodegeneratiivsete haigustega, mis
on iseloomulikud ka WSile. Uuringud on néidanud, et diabeediga kaasnevad patoloogilised
muutused mojutavad ka neurodegeneratiivsete hdirete teket (Morales-Corraliza et al., 2016;
Takeda et al., 2010; Wang et al., 2010). Langerhansi saarekestes stinteesitav IAPP p&hjustab
Alzheimeri simptomite ilmnemist (Wijesekara et al., 2017). Seega on mdtet teha edasisi
uuringuid, et analtlsida pankreases toimuvaid muutusi valkude agregeerumises ja hinnata
seekaudu, mitte ainult diabeedi, vaid ka neurodegeneratiivsete hairete kulgu. Uhtlasi on GLP-
1 retseptori agonistitel tbestatud neuroprotektiivne toime (Seppa et al., 2019). Need on
parandanud katseloomade sooritust mélukatsetes (During et al., 2003) ning langetanud beeta-
amuloidi hulka ajus (Perry et al., 2003). Seega voiks DA-CH5, mis aktiveerib samuti GLP-1
retseptorid, olla potentsiaalne ravim, et véidelda WS-iga kaasneva neurodegeneratsiooni vastu.
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KOKKUVOTE

Ké&esolevas to6s uuriti, milline on GLP-1 ja GIP-i retseptori koagonisti DA-CH5 mdju WS-i
rotimudeli diabeedi simptomite leevendamisele. Lisaks vaadeldi pankrease Langerhansi
saarekeste rakulist ehitust ja analtisiti, kas ravi DA-CH5-ga avaldab mdju saarekeste alfa- ja
beetarakkude arvukusele. Samuti hinnati Alzheimeri tGvega seostatud beeta-amdiloidi valgu
esinemist Langerhansi saarekestes. T60 labiviimiseks tehti IPGTT ja mdddeti vereseerumis
hormoonide taset. Langerhansi saarekeste morfoloogiliseks analliusiks tehti koelGikudele

immunohistokeemia.

7-péevane ravi DA-CH5-ga alandas kehakaalu nii WT kui ka WFS1-puudulikel loomadel.
IGPTT tulemusena selgus, et DA-CH5 parandas WFS1-puudulike loomade
glukoositolerantsust ning tdstis nende vereseerumi insuliinitaset. Pankrease Langerhansi
saarekeste alfa- ja beeta rakkude kvantitatiivne analtilis néitas, et vorreldes WT katsleoomadega
oli WFS1-puudulikel loomadel véhenenud beeta-rakkude hulk. Morfoloogilisel analiiusil
selgus, et WFS1-puudulikel loomadel oli alfa-rakkude arvukus suurem kui WT loomadel.
Beeta-amuloidi valk esines Langerhansi saarekestes sdltumata katsegrupist.

T6O tulemuesna kirjeldati, milline on koagonisti DA-CH5 mdju WSi loomudeli diabeedi
simptomite leevendamisele ja pankrease Langerhansi saarekeste rakulisele ehitusele. DA-CH5
parandas WFS1-puudulikel katseloomadel glikoositaluvust. Seega vdiks DA-CH5 kasutada
WSist pBhjustatud diabeedi ravimisel ja ennetamisel. Immunofluorestsentsanalliiis naitas, et
WFS1-puudulike loomade saarekeste rakuline ehitus erineb WT katseloomadest ning seega
vOiks uurida edasi, kuidas méarab saarkeste morfoloogia haiguse fenotilipi ja kas ravil DA-
CH5-ga oleks sellele mdju. Beeta-amiiloidi valgu esinemine saarekestes annab pdhjust modta
valgu hulka kvantitatiivselt, et uurida vélja, kas ja missugused seosed esinevad WSiga kaasneva

diabeedi ja neurodegeneratiivsete héirete vahel.
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SUMMARY

The effects of GLP-1 and GIP receptor co-agonist DA-CH5 on diabetic phenotype and
cellular architecture of islets of Langerhans in a Wolfram syndrome (WS) rat model

Kaia Grete Kukker

Diabetes is a group of chronic metabolic disorders characterized by hyperglycemia over a
prolonged period of time. Half a billion people are living with diabetes worldwide and its
prevalence is expected to increase globally. Type 1 diabetes is an autoimmune disease caused
by destruction of pancreatic insulin-producing beta-cells. Type 2 diabetes primarily caused by
cells becoming resistant to insulin due to pathological changes resulting from detrimental
lifestyle choices: obesity and lack of physical activity. Diabetes is associated with many genetic
disorders as well. Wolfram syndrome (WS) is a rare autosomal recessive disorder caused by
mutations in Wfs1 gene. It is characterized by diabetes mellitus, blindness, deafness and
neurodegeneration. Non-autoimmune insulin-dependent diabetes mellitus is typically the first

symptom of WS and patients require lifelong insulin replacement therapy.

There is no cure for WS and current treatment strategies can only temporarily reduce the
symptoms. Glucagon-like peptide-1 receptor (GLP-1) is a receptor protein found on pancreatic
beta-cells. The main action of GLP-1 is to stimulate glucose-induced insulin secretion.
Therefore, GLP-1 receptor agonists are widely used in the treatment of type 2 diabetes. Studies
have shown that GLP-1 receptor agonist liraglutide protects against development of glucose
intolerance in WS rat model. A recent study showed that lifelong treatment with liraglutide
delayed the onset of diabetes in only half of the animals. Hence, new treatment strategies are
being developed to limit the progression of diabetes and neurodegeneration more effectively.
DA-CH5 is a novel co-agonists that activates GLP-1 as well as glucose-dependent
insulinotropic polypeptide (GIP) receptor that is also involved in insulin secretory signaling
pathways. Recent studies have confirmed that DA-CHS5 is superior to liraglutide in reducing

blood glucose levels and has a profound neuroprotective effect.

The aim of this study was to assess the effects of GLP-1/GIP co-agonist DA-CH5 in improving
glycaemic control in WS rat model. In this work, morphological analysis of islets of Langerhans
were performed to find out changes in cellular architecture. At the age of 5 months, WFS1-
deficient rats had developed glucose intolerance. Treatment with DA-CH5 was able to reduce
blood glycose levels and increase insulin secretion in WFS-1 deficient animals. Therefore, DA-

CHS5 could be used in the treatment of diabetes symptoms in WS patients as well. Quantitative
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analysis of the cells in islets of Langerhans revealed that WFS-1 deficient animals had reduced
number of insulin producing beta-cells. Further studies are needed to confirm whether DA-CH5
can protect beta-cells from apoptosis or increase proliferation. Morphological study of
pancreatic islets showed that amyloid-beta, a protein involved in neurodegenerative disorder
Alzheimer’s disease, is found in the islets of all animal groups. Diabetes has been shown to be
linked to neurodegenerative disorders and therefore, it is necessary to assess morphological
changes in islets of Langerhans to find novel ways for tracking pathophysiological changes in

both diseases.
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