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INFOLEHT

RA-siisteemi votmegeenide ekspressioonide iseloomustamine Wolframi siindroomi roti

hipokampuses

Wolframi siindroom (WS) on haruldane ténaseni ravimatu monogeenne geneetiline haigus, mis
on pdhjustatud mutatsioonidest WFS1 geenis ning mille tdpne funktsioon pole teada. Samas,
itha enam spekuleeritakse WFS1 rolli iile reniin-angiotensiinsiisteemis (RA-siisteemis). On
ndidatud, et juba noorte Wfsl-puudulike rottide siidames, kopsudes ning primaarsetes
kortikaalsetes neuronites on mitmete RA-siisteemi vitmegeenide ekspressioonid tugevalt alla
reguleeritud. RA-siisteemi on kirjeldatud ka hipokampuses, kus on ekspresseerunud ka WFS1.
Kéesolevas bakalaureusetdds uuriti RA-siisteemi votmegeenide ekspressioone Wfs1-puudulike
rottide hipokampustes. Leiti, et nende rottide hipokampustes on Masl, ACE ja ACE2
geeniekspressioonid alla reguleeritud, mis viitab lokaalse RA-siisteemi kompensatoorse raja

alatalitlusele, mis voib aga voimendada WS-i patoloogiate vilja kujunemist.

Mairksonad: Wolframi siindroom, RA-siisteem, patoloogiad, hipokampus

CERCS kood: B470 Fiisioloogia; B640 Neuroloogia, neuropsiihholoogia, neurofiisioloogia

Characterization of the RAS key gene expressions in a Wolfram syndrome rat’s

hippocampus

Wolfram syndrome (WS) is a rare, currently incurable monogenic genetic disease, which is
caused by mutations in the WFS1 gene and the exact function of this gene is not known.
However, it is more and more speculated, that the WFS1 might have a role in the renin-
angiotensin system (RAS). It has been shown, that several RAS key gene expressions are
drastically downregulated already in young Wfs1-deficient rats in the heart, lungs and primary
cortical neurons. The RAS has also been described in the hippocampus, where the WFS1 gene
is also expressed. This bachelor thesis analyzed the expressions of the RAS key genes of the
Wfs1-deficient naive rats hippocampi. It was found that Mas1, ACE and ACE2 gene expressions
are downregulated in these rats, which indicates that the RAS compensatory pathway is
underactive, however, it might contribute to the development of the WS pathologies.

Keywords: Wolfram syndrome, RAS, pathologies, hippocampus
CERCS code: B470 Physiology; B640 Neurology, neuropsychology, neurophysiology
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KASUTATUD LUHENDID

ACE
ACE2
ACE
ACE2
AD

Agtrl
Agtrla
Agtrlb
Agtr2
angl
angll
ATF6a
ATl
ATla
AT1b
AT2

AT4
Al1-7
AIV
Bdkrbl
Bdkrb2
BDKRB1
BDKRB2
BDNF
CA
DIDMOAD

ECM
ER
GLP-1
GLUT4
Hprtl
HRDI1

angiotensiini konverteeriva ensiiiimi geen
angiotensiini konverteeriva ensiiim 2 geen
angiotensiini konverteeriv ensiitim

angiotensiini konverteeriv ensiiiim 2

Alzheimeri tobi (ingl Alzheimer's disease)
angiotensiin tiiiip 1 retseptori geen

angiotensiin tiilip 1a retseptori geen

angiotensiin tiiiip 1b retseptori geen

angiotensiin tiilip 2 retseptori geen

angiotensiin [

angiotensiin II

ingl activating transcription factor 6

angiotensiin tiilip 1 retseptor

angiotensiin tiilip 1a retseptor

angiotensiin tiilip 1b retseptor

angiotensiin tiilip 2 retseptor

angiotensiin tiilip 4 retseptor

angiotensiin 1-7

angiotensiin-4

bradiikiniin-1 geen

bradiikiniin-2 geen

bradiikiniini retseptor 1

bradiikiniini retseptor 2

aju narvikasvu faktor (ingl brain-derived neurotrophic factor)
ammoni sarv hipokampuses (ingl cornu ammonis)
akroniitim ingliskeelsetest sonadest diabetes insipidus, diabetes mellitus,
optic atrophy ja deafness

ekstratsellulaarne maatiks (ingl extracellular matrix)
endoplasmaatiline retitkulum

gliitkagoonilaadne peptiid-1

gliikoosi transporter 4 (ingl glucose transporter type 4)
hiipoksantiin guaniin fosforibostiiil transferaas 1 geen (koduhoidja geen)

endoplasmaatilise retitkulumi E3 ubikvitiinligaas
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IP-3
IRAP

KKS-stisteem
KO

LTP

MQ

qgPCR

RAA-siisteem
RA-stisteem
SEM
SMURF1
UPR

WEFSI

Wisl

WFES1

WS

WS-i rott

WT
7,8-DHF

inositool trifosfaat

insuliini poolt reguleeritav aminopeptidaas (ingl insulin-regulated
aminopeptidase)

ingl kinin-kallikrein system

ingl knock-out

pikaajaline siinapsite vaheline iilekanne (ingl long-term potentiation)
Milli-Q vesi

kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaktsioon (ingl quantitative polymerase
chain reaction)

reniin-angiotensiin-aldosteroonsiisteem

reniin-angiotensiinsiisteem

keskvéartuse standardviga (ingl Standrard Error of the Mean)

E3 ubikvitiinligaas (ingl Smad Ubiquitination Regulatory Factor 1)
mittevoltunud valkude vastus (ingl unfolded protein response)
wolframiin 1 valk inimesel ja loomal

wolframiin 1 kodeeriv geen hiirel ja rotil

wolframiin 1 kodeeriv geen inimesel

Wolframi siindroom

Wifs1232ex5KO-rotimudel, kelle Wfs1 geenist on deleteeritud viies
kodeeriv ekson

metsik-tiitip (ingl wild-type)

7,8-dihtidroksiiflavoon (ingl 7,8-dihydroxyflavone)



SISSEJUHATUS

Wolframi siindroom (WS) on harva esinev monogeenne geneetiline haigus, mis on pohjustatud
mutatsioonidest WFSI geenis. WS-1 peamisteks stimptomiteks on mage- ja suhkurdiabeet,
optiline atroofia ja kurtus. Haigus kujuneb iildjuhul vélja lapseeas. Hetkeseisuga puudub ravi
Wolframi siindroomi tarbeks, kuid on leitud ravimeid, mis selle siindroomi vilja arenemist

aeglustada aitavad. WS-iga indiviidid surevad keskmiselt kolmekiimnendates eluaastates.

Enim seostatakse WFS1 valgu rolli kaltsiumi homoostaasi tagamise ja raku endoplasmaatilise
retiikulumi stressivastuse kujundamisega, kuigi valgu tdpne funktsioon on teadmata. Samas,
ttha enam spekuleeritakse WFS1 rolli iile reniin-angiotensiinsiisteemis (RA-siisteemis). Nimelt
on ndidatud, et juba noorte WfsI-puudulike rottide siidames, kopsudes ja primaarsetes
kortikaalsetes neuronites on mitmete RA-siisteemi kompensatoorse poole eest vastutavate
votmegeenide ekspressioonid tugevalt alla reguleeritud, mis aitavad organismil voidelda
poletiku, oksiidatiivse stressi ja neurodegeneratsiooni vastu. RA-silisteemi on kirjeldatud ka
hipokampuses ning selle siisteemi alatalitlusi seostatakse hulga neuroloogiliste hdiretega.

Samuti on hipokampuses ekspresseerunud WFES].

Tartu Ulikooli katseloomakeskuses on WS-i uurimise tarbeks loodud Wfs1232ex5KO-
rotimudel, kelle WfsI geenist on deleteeritud viies kodeeriv ekson (edaspidi WS-i rott). Antud
bakalaureusetdd keskendub WS-i, reniin-angiotensiin-aldosteroonsiisteemi (RAA-siisteemi)
ning lokaalsete reniin-angiotensiinsiisteemide (RA-silisteemide) uurimisele. RAA-siisteem
tervikuna vastutab organismis vererohu muutuste, aga ka soola ja vee tasakaalu hoidmise eest.
Lisaks on RA-siisteemi komponentide tasakaal oluline véltimaks mitmesuguseid
patofiisioloogiaid nagu dementsus ja neurodegeneratiivsed haigused. Varasemalt ei ole WS-i ja
RA-slisteemi vahelisi interaktsioone pohjalikult uuritud, kuid on ndidatud, et wolframiin 1 geen

ekspresseerub seal, kus RA-siisteemi votmegeenidki.

Kéesoleva bakalaureuset6d eesmérk on uurida, mil moel Wfsl-puudulikkus mojutab RA-

siisteemi kuuluvate votmegeenide ekspressiooni eakate WS-i rottide hipokampustes.

Bakalaureusetdd koostati Tartu Ulikooli bio- ja siirdemeditsiini instituudi katseloomakeskuses.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Wolframi siindroom

Wolframi siindroom (WS) on haruldane périlikult edasi kanduv neurodegeneratiivne haigus,
mis on pdhjustatud mutatsioonidest WFSI geenis (Rigoli et al., 2011). WS diagnoositi esimest
korda 1938. aastal, mil kaheksast perekonna lapsest neljal tuvastati juveniilne diabeet ehk
suhkurtobi ning optilise nédrvi atroofia (Wolfram ja Wagener, 1938). WESI geen moodustub
kaheksast eksonist, mis kodeerivad wolframiin 1 valku (Hardy et al., 1999). Wolframiin 1
funktsioon on tdnaseni ebaselge, ehkki seda on seostatud nditeks kaltsiumi homdostaasi
tagamisega pankrease beeta-rakkude endoplasmaatilises retiikulumis (ER-is) (Fonseca et al.,
2005). Wolframi slindroomi avaldumine algab iildjuhul kuuendal kuni kiimnendal eluaastal
ning koige sagedasemad kaasnevad haigusndhud, mille jargselt on alust eeldada, et haiguse
puhul vaib tegu olla WS-iga, on suhkurtobi ja optiline atroofia (Barrett ez al., 1995; Barrett ja
Bundey, 1997).

Wolframi siindroomi tuntakse ka ingliskeelse lithendina DIDMOAD. DIDMOAD on
akroniilim, mis on moodustunud sdnadest diabetes insipidus (magediabeet), diabetes mellitus
(suhkurdiabeet), optic atrophy (optiline atroofia ehk kdhetumine) ja deafness (kurtus) (Barrett
ja Bundey, 1997). Tavaliselt on iiks esimesi vilja kujunevaid haigustunnuseid suhkurtdbi,
millele jargneb umbes theteistkiimnendal eluaastal optilise ndrvi atroofia ilmnemine, mis
seisneb tdpsemalt vérvide eristamatuse tekkes ning perifeerse ndgemise kaotamises (Barrett et
al., 1995). Veel on WS-i haigetel sagedasteks vaevusteks mitmesugused kuseteedega
seonduvad probleemid, mille hulka kuuluvad nditeks urineerimishidired, aga ka neerude t66
hdirumine (Urano, 2016). Wolframi siindroomiga isikutel on tdheldatud ka mitmesuguseid
neuroloogilisi héireid, sealhulgas depressiooni ja psiihhoosi (Swift ef al., 1990). Keskmine WS-
1 haigete eluiga on ligikaudu kolmkiimmend eluaastat ning indiviidid surevad sageli ajutiive

atroofiast tingitud hingamispuudulikkusesse (Urano, 2016).

1.2. WFSL1 geen ja valk

WFSI geeni on tinaseks vidga palju uuritud, ent siiski ei teata selle kindlaid funktsioone.
Wolframi siindroomi pdhjustava WFSI geeni tegid 1998. aastal kindlaks kaks eraldiseisvat
toogruppi (Inoue et al., 1998; Strom et al., 1998). Inimesel asub WFSI geen neljanda

kromosoomi lithikesel 6lal positsioonis 16.1 ja koosneb kaheksast eksonist (Abbasi et al.,
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2016), millest esimene ekson on mittekodeeriv (Inoue et al., 1998). WFSI geen kodeerib
wolframiin 1 (WFS1) valku, mis on moodustunud 890-st aminohappest molekulmassiga 100
kDa (Inoue et al., 1998). WFSI valku ekspresseeritakse rohkelt paljudes kudedes, kuid eriti
kiillaldaselt kopsudes, ajus, siidames ja pankreases (Hofmann et al., 2003; Inoue ef al., 1998).
WFS1 geeni mutatsioonide korral ei siinteesita funktsionaalset wolframiin 1 valku (de Heredia
et al., 2013). Seega osaliselt voi tdielikult mittefunktsionaalne WFS1 valk on Wolframi

stindroomi vélja kujunemise aluseks.

1.2.1. WFS1 valk ja endoplasmaatiline retiikulum

WESI1 valk on endoplasmaatilisel retiikulumil (ER-il) asetsev valk (Takeda et al., 2001). ER
vastutab valkude dige voltumise eest, kuid stressi korral ER-is ei saa valgud korrektselt voltuda.
Valkude dige voltumine on viltimatult vajalik nende funktsionaalsuse tagamiseks. ER-1 stressi
korral kiivitub UPR (ingl unfolded protein response) signaalirada, mis on mittevoltunud
valkude vastus (Fonseca et al., 2010). UPR piiiiab seega taastada ER-1 homdostaasi nii, et surub
maha sealsete valkude translatsiooni (Bravo et al., 2013). On leitud, et WFSI1 valk osaleb
rakkudes kaltsiumi kontsentratsiooni ning rakkude homdostaasi regulatsioonis (Takeda et al.,

2001).

Tépsemalt on vilja pakutud, et WFSI geeni poolt kodeeritav WFS1 wvalk seondub
Ca*"/kalmoduliin kompleksiga, kusjuures mutatsioonid ER-seoselises WFS1 valgus hiirivad
kalmoduliini seondumist kaltsiumiga (Yurimoto et al., 2009). Lisaks on nididatud, et WFS1
valgu puudulikkuse korral hakkab proinsuliin ER-i kuhjuma, mis omakorda pérsib insuliini
sekretsiooni, teisalt funktsionaalse valgu puhul peaks proinsuliin joudma Golgi kompleksi
(Wang et al., 2021). Veel on WFS1 valgu puhul tiheldatud, et see interakteerub veel iihe ER-is
asuva transmembraanse valgu, sigma-1 retseptoriga (Crouzier et al., 2022). Sigma-1 retseptori
iilesanne on reguleerida kaltsiumi t66d ER-is inositool trifosfaadi (IP-3) retseptori abil

(Bolshakova et al., 2016).

Lisaks on leitud, et E3 ligaas SMURF1 (ingl Smad Ubiquitination Regulatory Factor 1)
interakteerub WFS1 valguga. Juhul, kui rakus puudub ER-i stress, siis E3 ubikvitiini ligaas
SMURF1 ubikvitineerib ja lagundab ER-is WFS1 valgu (Guo et al., 2011). Endoplasmaatilise
retiikulumi stressi korral tduseb ER-is aga WFS1 valgu hulk (Ueda et al., 2005) ja hoopis
SMURF1 degradeeritakse (Guo ef al., 2011). ER-is asetsev funktsionaalne WFS1 stabiliseerib

E3 ubikvitiinligaasi HRDI1, mis omakorda degradeerib ER- i stressivastuses osalevat
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transkriptsioonifaktorit ATF6a-t (Fonseca et al., 2010; Yoshida et al., 1998). Seega
funktsionaalne WFS1 valk on negatiivne ER-i stressi regulaator ja pigem kutsub esile, kui hoiab

dra ER-i stressivastust (Fonseca et al., 2010).

1.3. Klassikaline reniin-angiotensiin-aldosteroonsiisteem

Inimese organismis on arvukalt bioloogilisi siisteeme. Uheks nendest olulistest siisteemidest on
reniin-angiotensiin-aldosteroonsiisteem (RAA-siisteem). RAA-siisteemi avastamislugu jaab
1898. aastasse, mil fiisioloog Robert Tigerstedt ja tema Opilane Per Bergman Karolinska
Instituudist tegid kindlaks reniini molekuli (Tigerstedt ja Bergman, 1898). RAA-siisteemi
peamine lilesanne on vererdhu reguleerimine, aga ka vee ja naatriumi tasakaalu sdilitamine

(Navar, 2014; Schweda, 2015).

Sisuliselt vdib RAA-silisteemi jaotada kaheks, klassikaliseks reniin-angiotensiin-
aldosteroonsiisteemiks ja mitteklassikaliseks reniin-angiotensiinsiisteemiks (RA-slisteemiks)
(Romero ef al., 2015). On mitmeid lokaalseid ehk mitteklassikalisi RA-siisteeme, sealhulgas
on selle siisteemi komponente ekspresseeritud ajus, stidames, neerupealistes, kuid ka niditeks
neerudes ja on tdendoline, et RAA-slisteemi hdirumised tervikuna vdivad viia mitmete

patofiisioloogiateni (Paul et al., 2006).

Lahtuvalt nimest koosneb klassikaline RAA-siisteem jargnevatest pohikomponentidest:
reniinist, angiotensiin II-st ja aldosteroonist. Kaskaad algab proteoliiiitilise ensiiliimi reniini
biosiinteesiga proreniinist, mille eest vastutavad neerude jukstaglomerulaarrakud (Atlas, 2007).
Proreniini eelnev aktivatsioon toimub neerudes proteoliiiitiliselt kas neuroendokriinse
konvertaas 1 (ingl neuroendocrine convertase 1) voi katepsiin B poolt ja teistes kudedes mitte-
proteoliiiitiliselt reniini/proreniini retseptori abil (Patel ef al., 2017). Reniini voib tegelikult
nimetada hormooniks (Brown, 2007), mis vallandub madala vererdhu ja soolasisalduse ning
slimpaatilise nérvisiisteemi mojul (Drenjancevi¢-Peri¢ et al., 2011). See hormoon tagab
maksast parineva ensiiiim angiotensinogeeni iile viimise esmalt angiotensiin I-ks (angl-ks) ja
seejarel juba angiotensiini konverteeriva ensiilimi (ACE) poolt kopsudes angiotensiin II-ks
(angll-ks) (Kuba et al., 2006; Schweda, 2015). Teisalt, kdrge reniini tase organismis vOib
paéddida haruldase Addisoni tove (neerupealiste puudulikkus), madala vererdhu, maksatsirroosi,
aga ka nditeks neerukasvajatega (Baker et al., 2012; Patel et al., 2017). Angiotensiin II
holbustab angiotensiin tiilip 1 retseptori (AT1) kaudu aldosterooni vabastamist neerupealiste

koorest (Atlas, 2007).



ACE on reniin-angiotensiin-aldosteroonstisteemi olulisi pdhikomponente ja on tdhtsal kohal ka
KKS-siisteemis (ingl kinin-kallikrein system) (Crisan ja Carr, 2000). RAA-siisteemiga
angiotensiini konverteeriva ensiilimi kaudu tihedalt seotud keerukas KKS-siisteem koosneb
bradiikiniinist, kallidiinist ja kallikreiinist, kusjuures viimase iilesanne on aktiveerida proreniin
(da Graga Naffah-Mazzacoratti ef al., 2014; Patel et al., 2017). KKS-siisteem on lisaks RAA-
siisteemile vererdhu reguleerija ja omab rolli pdletikutekkes (Punapart et al., 2021; Schmaier,
2002), selle peamisteks retseptoriteks on bradiikiniin-1 (BDKRB1) ja bradiikiniin-2 (BDKRB2)
(Girolami et al., 2021).

Samal ajal on ka angiotensiin II oluline RAA-siisteemi komponent, mis pdhjustab silelihaste
kokkutdommet, tostab vererohku ja pulsisagedust (Feener ef al., 1995; Patel et al., 2017).
Aldosterooni lilesanne on siilitada naatrium-kaalium homdostaasi (Chiolero et al., 2000), kuid
nditeks veepeetuse korral on angiotensiin II tasemed ning aldosterooni hulk tavapérasest palju

korgemad (White ef al., 2011).

Siisteemis on olulised ka angiotensiin II retseptorid ja nende erinevad alamtiiiibid. Angiotensiin
II peamised retseptorid on angiotensiin tiiilip 1 (AT1) ja angiotensiin tiiiip 2 retseptor (AT2) (Guo
et al., 2001). Valku kodeeriv geen nimega angiotensiin tiitip 1 retseptor (4gtr/) kodeerib AT1
retseptorit (Taylor et al., 2012) ning geen angiotensiin tiiiip 2 retseptor (Agtr2) AT2 retseptorit
(National Center for Biotechnology Information, 2022). AT1 retseptorit leidub niiteks
ajukudedes, kuid eriti rohkelt neerupealistes, vaskulaarsetes silelihasrakkudes, neerudes ja
siidames. AT1 kutsub muuhulgas esile vasokonstriktsiooni, vabastab aldosterooni ja

vasopressiini (Unger, 2002).

AT1 retseptori iileaktivatsiooni on seostatud mitmete krooniliste haigustega, samal ajal kui
sellele antagonistlik AT2 retseptor vOib aidata kaasa mitmetele kudede regeneratsiooni
protsessidele (Unger, 2002), sealhulgas kahjustunud DNA parandamisele (Farag et al., 2017).
Lisaks soodustab AT?2 retseptori aktivatsioon rakkude apoptoosi (Pei et al., 2017; Yamada et
al., 1996), on antiproliferatiivne (Nakajima et al., 1995) ja osaleb ka niiteks ekstratsellulaarse

maatriksi (ECM) kujundamises (Brassard ef al., 2005).

Nirilistel esinevad lisaks angiotensiin II retseptorite alamtiiiibid angiotensiin tiilip 1a retseptor
(AT1a) ja angiotensiin tiilip 1b retseptor (AT1b), mille valku kodeerivad vastavalt geenid
Agtrla ja Agtrlb (Bogdarina et al., 2009). RAA-siisteem on keerukas ja selle teevad veelgi

komplekssemaks erinevad mitteklassikalised ehk lokaalsed RA-siisteemid.
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1.4. Mitteklassikaline reniin-angiotensiinsiisteem

Eelnevalt on t66s vilja toodud, et RAA-siisteem ei moodusta iihtset tervikut, vaid selle
komponente voib sisalduda erineval mééral védga erinevates kudedes. Molemad, nii klassikaline
RAA-siisteem kui ka mitteklassikaline RA-slisteem on kardiovaskulaarse ja neuroloogilise
tervise seisukohalt keskse tdhtsusega (Yagi et al., 2013). Mitteklassikalise aju RA-siisteemi
avastasid Kanada teadlased 1971. aastal (Ganten ef al., 1971), mis muutis esmast arusaama
kogu RAA-siisteemist. Kuna ka WFS1 valk ekspresseerub ajus (Luuk et al., 2008), tasub
pohjalikumalt uurida lisaks reniin-angiotensiin-aldosteroonsiisteemile lokaalseid reniin-
angiotensiinsiisteeme. Kindlasti ei ole t60s esitatav info RAA-siisteemide kohta téielik, kuna

pidevalt selgub uusi detaile ja komponente.

Mitteklassikalise reniin-angiotensiinsiisteemi rada koosneb tipsemalt angiotensiini
konverteerivast ensiiim 2-st (ACE2-st), angiotensiin 1-7-st (A1-7), angiotensiin-4 (AIV)
peptiididest, MASI1 retseptorist ning insuliini poolt reguleeritavast aminopeptidaasist (ingl
insulin-regulated aminopeptidase ehk IRAP) (Romero et al., 2015). RA-siisteemi
mitteklassikalise raja saab lihtsustatult jaotada omakorda kaheks: ACE2/A1-7/MASI ja
AIV/IRAP teljeks (Mascolo et al., 2017). ACE2/A1-7/MAS1 siisteem mdjutab
kardiovaskulaarset homdostaasi, selle silisteemi ekspressioon ja funktsioon on seotud
kardiovaskulaarsete haigustega (Ferreira ef al., 2010). AIV/IRAP siisteem vabastab seevastu

lammastikoksiidi ja on pdletikuvastane (Mascolo et al., 2017).

Mitteklassikalise reniin-angiotensiinsiisteemi iiks pohikomponente angiotensiin-IV on
reguleeritud angiotensiin-4 (AT4) retseptori poolt (Farag et al., 2017). Angiotensiin-4 retseptor
ekspresseerub laialdaselt néiteks neokorteksis, védikeajus, motoorkorteksis, ajutiive motoorsetes
neuronites, aga ka hipokampuses (Farag ef al., 2017; Wright et al., 1995). Angiotensiin-IV on
otseselt seotud IRAP-iga (Wright ja Harding, 2011). Angiotensiin-IV roll ATV/IRAP siisteemis
on inhibeerida IRAP-i t66d (Farag et al., 2017). Angiotensiin II vdidakse teatud juhul reniin-

angiotensiinsiisteemis degradeerida angiotensiin III-ks (Padia et al., 2008).

Lisaks voib ensiiim ACE2 angiotensiin II-st konverteerida angiotensiin 1-7-e (McKinney et
al.,2014). Angiotensiin 1-7-e puhul on ndhtud kardioprotektiivseid mojusid (Zhao et al., 2015),
lisaks suudab see péarssida kahjustunud siidames reaktiivsete hapnikuiihendite tootmist (ingl
reactive oxygen species, ROS) (McKinney et al., 2014). Veel on teada, et MAS]1 retseptori

kaudu toimiv A1-7 pohjustab vasodilatatsiooni (Santos ef al., 2003), hoiab &ra korget vererdhku
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(Zhang et al., 2019) ja on antiproliferatiivne (Ferrario et al., 2005). Tegelikult on lisaks
angiotensiin 1-7-le olemas veel angiotensiin 1-9, mille kohta teatakse tunduvalt vdhem.
Enamjaolt konverteerib just ensiiim ACE2 angiotensiin I-e angiotensiin 1-9-ks (Donoghue et
al.,2000). Angiotensiin 1-9 vdidakse edasi muuta angiotensiin 1-7-ks vdi omab see toimet AT2
retseptori kaudu (McKinney et al., 2014). MASI1 on seevastu G-valguga seotud retseptor, mille
pohiline iilesanne on kaitsta aju, siidant, veresooni ning neere (Bennion et al., 2015; Gironacci,
2015; Santos, 2014). MASI retseptori aktiveerumine pidurdab rakkude kasvu ja on
poletikuvastane ning antifbrootiline (e Silva ja Teixeira, 2016; Santos, 2014). A1-7/MASI rada

on angiotensiin II-le ja selle retseptorile AT 1-le vastupidise todvooluga (Cerniello et al., 2017).

RAA-siisteemi tervikuna ei mojuta ainult inimese toitumine, néiteks pédevane tarbitav soola
hulk. Tegu on viga mitmekiilgse siisteemiga. RAA-siisteemi (ja ka RA-siisteemide) erinevate
osade ekspressiooni vodivad tegelikult mojutada vdga mitmed tegurid, sealhulgas
kontraseptiivide tarvitamine, rasedus, kuid ka taolised hormoonid nagu 6strogeen, testosteroon
ning kortisool, erinevad vererdhuravimid ja muud medikamendid (Patel et al., 2017; Ueki et
al., 2015). Joonisel 1 on toodud skeem klassikalise RAA-siisteemi ja mitteklassikalise RA-

siisteemi peamiste komponentide ja radade kohta.

RENIIN-ANGIOTENSIIN-ALDOSTEROONSUSTEEM
(RAA-SUSTEEM)

)

| @
el ] Rl K

ANGOTENSIN 1-7

&' ANGIOTENSIN I
AT2 i .@ 1« \
‘J\NGlOTENSWUGEEN ‘ | PROREMNIIN->RENIIN | ‘ ANGIOTENSIN 1-7 ‘ AT1b
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Joonis 1. Reniin-angiotensiin-aldosteroonsiisteem. Joonisel on lihtsustatult ja kokkuvdtlikult peatiikkide 1.3 ja
1.4 pohjal toodud klassikalise reniin-angiotensiin-aldosteroonsiisteemi rada ja mitteklassikalise reniin-
angiotensiinsiisteemi rajad. Lithendid: ACE — angiotensiini konverteeriv ensiiim; ACE2 — angiotensiini
konverteeriv ensiiim 2; AT1 — angiotensiin tiilip 1 retseptor; AT2 — angiotensiin tiilip 2 retseptor; ATla —
angiotensiin tiilip la retseptor; AT1b — angiotensiin tiilip 1b retseptor; IRAP — insuliini poolt reguleeritav
aminopeptidaas. (Arvutikujundus Martin Paal).
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1.4.1. Aju reniin-angiotensiinsiisteem

Lokaalseks ehk mitteklassikaliseks RA-siisteemiks on ka ajus esinev RA-siisteem. Nimelt on
leitud, et RA-slisteemi komponente esineb néiteks hipokampuses (Huang et al., 2017; Zhang et
al., 2012), kuid samal ajal ekspresseerub hipokampuse ammoni sarve CAl (ingl cornu
ammonis) regioonis viga tugevalt ka WFS1 valk (Tekko et al., 2017), mida on illustreeritud
joonisel 2. On tdheldatud, et enamjaolt ekspresseeruvad angiotensinogeeni (angiotensiini
eellasmolekul) peptiidid ajus just astrotsiilitides (Grobe et al., 2008; Milsted et al., 1990;
Sherrod et al., 2005), kuid vdhemal méaédral ka neuronites (Agassandian et al., 2017; Lavoie et

al., 2004).

RA-siisteemi AT1 retseptori kontrollimatu tileaktivatsioon on kahjulik, pShjustades kognitiivse
voimekuse langust, rakusurma, kuid ka pdletikku (Labandeira-Garcia et al., 2017). Kusjuures
AT1 retseptori inhibeerimine on ndidanud vanadel rottidel dppimisvoimekuse kasvu, mélu
paranemist, ent ka motoorsete oskuste taastumist (Hellner ez al., 2005; Kerr et al., 2005). Lisaks
on valja pakutud, et AT1 blokaatorid vdivad aidata viltida voltumata valkude kuhjumist rakus.
AT1 retseptori antagonistid voivad pakkuda kaitset ka oksiidatiivsete kahjustuste tekke ning
poletikku esile kutsuva B-amiiloidi akumuleerumise eest (Bodiga ja Bodiga, 2013; Wright ja
Harding, 2010).

Just Alzheimerit kirjeldab véga histi B-amiiloidi kuhjumine ajus (Murphy ja LeVine 111, 2010).
Kusjuures ACE aktiivsus aitab B-amiiloidi lagundada, ACE inhibeerimisel koguneb seda aga
veelgi enamal hulgal (Hemming ja Selkoe, 2005). Veel on leitud, et nditeks trauma voi insuldi
jargselt on bradiikiniini tootmine ajus oluliselt hoogustunud, olles sealjuures pdletikuvastane ja
neuroprotektiivne. Bradiikiniinil on kaks retseptorit, BDKRB1 ja BDKRB2, mille kaudu
toimida (Noda et al., 2007) ning RA-siisteemi votmekomponendi A1-7 kdrge ekspressioonitase

aitab bradiikiniini hulka tdsta (Lu et al., 2008).

Hipokampus on eriti oluline dppimiseks ja heaks miluks, samuti CAl piirkond. Nimelt
hipokampuse CA1 piirkonnas on ndidatud, et A1-7 omab rolli neuraalse plastilisuse tagamisel
(Hellner et al., 2005), mis voib aidata hoiduda neurodegeneratiivsetest haigustest (Mercerdn-
Martinez et al., 2021). Jarelikult on RA-slisteemil osa ka vaimse vdimekuse kontekstis. Eelnev
on oluline, kuna 2050. aastaks ennustatakse neurodegeneratiivsete haiguste markimisvaérset
kasvu, mil dementsete isikute tdenédoline arv maailmas voib ulatuda iile 100 miljoni (Prince et

al., 2013).
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Praeguseks on pikaajaliste uuringute abil leitud, et ka korgvererdhutobi (mis on pohjustatud
RAA-siisteemi hiiretest) voib soodustada kognitiivse voimekuse langust ning seega olla
faktoriks erinevate neuraalsete haiguste vélja kujunemisel (Launer ef al., 1995; Yoshitake et al.,
1995; Skoog et al., 1996). Dementsuse alaliigid sdltuvalt patogeneesist on Alzheimeri tobi (ingl
Alzheimer's disease, AD) ja vaskulaarne dementsus, millest esimene on pdhjustatud
kolinergiliste neuronite kahjustustest ning teine vdib olla tingitud insuldi tagajérjel kahjustada
saanud neuronitest (Yagi ef al., 2013). Veel on ndidatud, et keskeas korget siistoolset vererdhku
omavatel inimestel on tdheldatud esmaseid markereid AD-st nii neokorteksis kui ka
hipokampuses (Petrovitch et al., 2000). Seega RAA-slisteemi (ka RA-siisteemi) pikaajaline

hiirumine v4ib viia neurodegeneratiivsete haiguste vilja kujunemiseni.

RAA-siisteemi erinevate radade aktiveerumine voOib pédddida erinevate tulemustega. See
tdhendab antud kontekstis kohati vastupidiseid efekte organismis. Joonisel 3 on kujutatud
kokkuvdtlikult peatiikkide 1.3, 1.4 ja 1.4.1 pdhjal erinevate radade (angiotensiin II-e
retseptorite AT1 ja AT2 aktivatsioon vdi ACE2/A1-7/MAS1) aktivatsiooniga kaasnevad

toimed.
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Joonis 2. WFS1 valk roti hipokampuses. Joonisel on ilmestatud wolframiin 1 valgu (WFS1) paiknemine
(valgelt) 3 kuu vanuse roti aju koronaalldigul. Hipokampuse piirkonnas on intensiinvne piiritletud signaal ammoni
sarve (cornu ammonis, CA) esimeses viljas (CA1). Lithendid: CA1-3 — hipokampuse ammoni sarve piirkonnad
(cornu ammonis); DG — hammaskéér (dentate gyrus); GrDG — hammaskéédru granulaarrakkude kiht; hif —
hipokampuse 16he (hippocampal fissure); LMol — molekulaarkiht (lacunosum moleculare); MolDG —
hammaskédiru molekulaarkiht; Or — oriens; PoDG — hammaskéiru poliimorfne kiht; Py — piiramidaalkiht; Rad —
radiaalkiht; SLu — stratum lucidum. Rakutuumad on vérvitud siniselt Hoechst 33258 vérviga. Mootloik 1 mm.
(Joonise ja allkirja autor Toomas Jagomée, kohandatud).
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RAA-SUSTEEMI RADADE AKTIVATSIOONI EFEKTID

| ANGIOTENSIIN I1] [ ANGIOTENSIIN 1-7]
AT1 AT2 MAS1

VASOKONSTRIKTSIOON

VEREROHK

APOPTOOQS +

KOGNITIIVNE VOIMEKUS +

POLETIK+

KROONILISED HAIGUSED+

KUDEDE REGENERATSIOONT

APOPTOQS

ANTIPROLIFERATSIOON 4

ECM KUJUNDAMINE +

VASODILATATSIOON +

VEREROHKY

ROS+

NEURAALNE PLASTILISUS

ANTIPROLIFERATSIOON +

KARDIOPROTEKTSIOON +

Joonis 3. RAA-siisteemi radade aktivatsiooni efektid organismis. Kujutatud on angiotensiin II (iileminekul
vastavalt AT 1-ks voi AT2-ks) ja ACE2/A1-7/MASI raja aktivatsiooni tulemusi peatiikkide 1.3, 1.4 ja 1.4.1 pdhjal.
Lithendid: AT1 — angiotensiin tiiiip 1 retseptor; AT2 — angiotensiin tiiiip 2 retseptor; ECM — ekstratsellulaarne
maatriks. (Arvutikujundus Martin Paal).

1.5. Reniin-angiotensiin-aldosteroonsiisteem ja Wolframi siindroom

On teada, et nii WFS1 geen ja WFS1 valk kui ka RAA-siisteemi votmekomponendid
ekspresseeruvad teatud maddral samades kudedes, niiteks kopsudes, reetinas, pankreases,
stidames ning erinevates aju osades (Hofmann et al., 2003; Inoue et al., 1998; Mascolo et al.,
2017; Nehme et al., 2015; Schmidt-Kastner et al., 2009; Wilkinson-Berka et al., 2019).

Punapart ja teised on ndidanud, et juba 5 kuu vanuse WS-i roti siidames ja kopsudes on nii
Agtr2, Agtrlb kui ka Bdkrbl geeniekspressioonid olulisemalt madalamad vorreldes nende
metsik-tiitipi (ingl wild-type, WT) pesakonnakaaslastega. Lisaks ndidati, et Wfs1 knock-down
primaarsetes kortikaalsetes neuronites pohjustas nii Agtr2 kui ka Bdkrb1 geeniekspressioonide
languse (Punapart et al., 2021). Seega on alust arvata, et Wfs1-1 vdib olla roll RAA-siisteemi
kompensatoorse poole aktivatsiooni regulatsioonis, mille rolliks on vodidelda rakustressi,

poletiku, infektsioonide ja fibrootiliste protsesside vastu.

Lisaks on nditeks RAA-siisteemi votmekomponendi angiotensiin II puhul on leitud, et see aitab
tthe tegurina kaasa ndgemisndrvi degeneratsioonile (Garcia ja Marin-Castafio, 2014) ja
Wolframi siindroomi puhul on iiheks sagedaseks hiireks just optilise atroofia viljakujunemine
(Wolfram ja Wagener, 1938). AT2 korgenenud tase organismis vOib olla maérk
stidamehaigustest. Lisaks on katserottidel ndidatud AT2 olulisust nii loote kui ka postnataalse

optilise nérvi arengus ja regulatsioonis (Bertagnolli et al., 2016; Lucius et al., 1998).
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1.6. Reniin-angiotensiin-aldosteroonsiisteemi inhibiitorid

RAA-siisteemi inhibiitorite vélja to6tamine on oluline, parssimaks erinevate patogeneeside
kulgu. Esmaseks RAA-siisteemi inhibitsiooniks on kasutatud reniini inhibiitoreid, kuna
reniinist saab alguse kogu siisteemi kaskaad (Atlas, 2007). Prekliinilised uuringud on ndidanud,
et reniini mahasurumine viib vererdhu alanemiseni (Staessen et al., 2006). Esimene tShus
suukaudselt manustatav reniini inhibiitor ning {ihtlasi vererdhuravim vdeti vastu 2007. aastal
USA Toidu- ja Ravimiameti poolt (Wal ez al., 2011). Teisalt nditeks ACE inhibiitorid takistavad
angiotensiin I konverteerimist angiotensiin II-ks, mis omakorda surub maha aldosterooni
vabastamist ja on ndidatud, et ACE inhibiitorid aitavad ennetada voi aeglustada neeruhaigusi
(Zhang et al., 2017). Ent niitena paljudest korvaltoimetest, ACE inhibiitorite kasutamisel voib
osadel patsientidel tekkida kéha (Romero et al., 2015), erinevad nahaprobleemid voi muud

tervisemured (Parish ja Miller, 1992).

Lisaks on olemas mitmesuguseid aldosterooni antagoniste nagu spironolaktoon ja eplerenoon
(Zhang et al., 2017), ent nende antagonistide probleem seisneb samuti rohketes vdimalikes
korvaltoimetes, nditeks hiiperkaleemia (liiga korge kaaliumisisaldus) riski kdrgenemises
(Chung et al., 2020). Veel eksisteerib mitmeid angiotensiini retseptorite blokeerijaid, niiteks

AT retseptori pérssija (Colafella ef al., 2019).

Téna on kliinilises kasutuses rida RAA-siisteemi inhibiitoreid peamiselt kardiovaskulaarsete
héirete raviks (Maggioni, 2006; Mascolo et al., 2021). Teisalt voivad need ravimid tugevalt
mojutada ka RA-siisteemi toimimist kesknidrvisiisteemis, mistdttu on need fookuses ka

neurodegeneratiivsete haiguste vastu voitlemisel (Wright et al., 2013).

1.7. Wolframi siindroomi ravivoimalused

Ténasel pdeval WS-i ravi puudub. Kuigi Wolframi slindroom on haruldane geneetiline
toendoliselt ravimatu haigus, on leitud mitmeid siimptomipdhiseid raviteraapiaid, mis aitavad
WS-1 patogeneesi kulgu aeglustada. See on vajalik, et pikendada patsientide eluiga. Plaasi
toogrupp on ndidanud, et GLP-1 (gliikagoonilaadse peptiid-1) retseptori agonisti liraglutiidi
manustamine WS-i rottidele pidurdab nendel nii diabeedi kui ka neurodegeneratsiooni kulgu
(Toots et al., 2018; Seppa et al., 2019). Lisaks ndidati sama t66grupi poolt, et pooltel WS-i
rottidel, kellele manustati liraglutiidi, ei arenenud 18. elukuuks vilja insuliinist soltuvat

diabeeti. Liraglutiidi ravi saanud loomadel ei esinenud nidgemisteravuse langust, reetina
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ganglioni rakkude surma ega optilise nérvi atroofiat, vorreldes kontroll-loomadega, kes 18.
elukuuks olid kaotanud silmandgemise (Jagomaie et al., 2021). GLP-1 retseptori agoniste on
manustatud ka WS-i patsientidele ning sarnaselt loommudelis néhtule pidurdasid need nii
diabeeti kui ka reetina degeneratsiooni (Frontino et al., 2021; Scully ja Wolfsdorf, 2020).
Eelnev tdestab veelkord antud ravimite tohusust WS-i vastases teraapias ja ka WS-i rotimudeli

valiidsust testimaks ning leidmaks uusi WS-i pidurdavaid ravimeid.

Lisaks GLP-1 retseptori agonistidele on veel tiilip II diabeediravimeid, néiteks glipisiid, mis
alandas hiirtega 14bi viidud eksperimendis vere gliikkoositaset (Kim et al., 2014). Teisest kiiljest
Wfsl-puudulikes hiirtes glipisiid gliikkoositasemet alandava toimega ei olnud (Sedman et al.,
2016). Tidip II diabeedivastane ravim on ka pioglitasoon, ravi Wfsl-puudulikel hiirtel viltis
beeta-rakkude apoptoosi ja aitas dra hoida diabeedi vélja kujunemist (Akiyama et al., 2009).
Alzheimeri tovega patsientidel parandas pioglitasoon kognitiivseid vdimeid (Hanyu et al.,
2009). Teisalt tasuks uurida pioglitasooni neuroprotektiivset moju ka Wolframi siindroomiga

katserottidel.

Wolframi siindroomi vdimalike ravimeetodite kontekstis on asjakohane analiiiisida ka aju
ndrvikasvu faktori (ingl brain-derived neurotrophic factor, BDNF) mimeetikut 7,8-
dihiidroksiiflavooni (ingl 7,8-dihydroxyflavone, 7,8-DHF). Nimelt on BDNF neurotrofiinide
perekonda kuuluv valk (Palasz et al., 2020), mida siinteesitakse peamiselt kesknarvisiisteemi
poolt (Conner et al., 1997), kuid ka niiteks T- ja B-rakkudes ning monotsiiiitides
(Kerschensteiner et al., 1999). Uuringud on ndidanud, et BDNF-il on oluline roll siinaptiliste
ilekannete 1dbi viimises hipokampuses ja ka teistes aju piirkondades (Colucci-D’ Amato et al.,
2020). BDNF-i probleem on aga suutmatus ldabida vere-aju barjaéri (Poduslo ja Curran, 1996),
mistottu on vaja sarnase toimemehhanismiga mimeetikuid, mis suudaksid barjaéri ldbida.
Uheks BDNF-i mimeetikuks on 7,8-dihiidroksiiflavoon (7,8-DHF), in vivo on niidatud, et see
suutis eakates kognitiivsete héiretega rottides parandada nende ruumilist mdtlemist ja ka mélu
(Zeng et al., 2012). Veel on katseliselt ndidatud, et WS-i rottidele 7,8-DHF-i ravi teostades
paranes vorreldes WT rottidega muuhulgas nende dppimisvoime, alanes neuronaalne poletik ja

liikkus edasi optilise atroofia véljakujunemine (Seppa et al., 2021).

Lisaks on néhtud, et valproaathape ja dantroleen voivad olla WS-i potentsiaalsed ravisihtmérgid
(Abreu ja Urano, 2019). Epilepsiaravim valproaathape on apoptoosi dra hoidev ja tuju
stabiliseeriva omadusega (Abreu ja Urano, 2019; Gharanei et al., 2013), mis aitab muuhulgas

tosta ka WFS1 valgu taset (Kakiuchi et al., 2009). Lihasspasmide leevendamiseks moeldud
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dantroleeni kasutamine WS-i hiiremudelil aitas neuronites ja ka beeta-rakkudes viltida
rakusurma (Lu et al., 2014). Siiski ravimit, mis Wolframi siindroomi elimineeriks, vihemalt

hetkel ei ole.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmirgid

Bakalaureusetoo eesmirk:

1. Vilja selgitada RA-siisteemi votmegeenide (Bdkrbl, Wfsl, Agtrla, Agtrlb, ACE, Agtr2,
Masl, ACE2 ja Bdkrb2) ekspressioonimuster 13-kuuste WS-i rottide (KO) hipokampuses

vorrelduna kontroll-pesakonnakaaslastega (WT).

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Katseloomad

Katseloomadena kasutati isaseid Wfsl-ex5-KO232 rotte (edaspidi késitletud kui WS-i rott ehk
KO). Loomade geneetiline taust: CD® (Sprague Dawley) IGS Rat (Charles River Laboratories,
USA), kelle genoomist on kustutatud viies kodeeriv ekson (Plaas et al., 2017). WS-i rottide (n
= 8) vanus oli 13 kuud. Kontroll-loomadeks olid sama vanad metsik-tiilipi pesakonakaaslased
(wild-type littermates) (n = §). Analiilisitud loomad olid anesteetikumide vabad ehk kodupuurist
voetud rotid. Loomad olid asetatud puuridesse kahe kuni nelja kaupa, kus neid hoiti 12-tunnises
valguse ja pimeduse tsiiklis. Valguse tsiikkel algas kell seitse hommikul. Rottidel oli piiramatu
ligipdds toidule ja pdordosmoosiga puhastatud joogiveele. Loomade dekapiteerimine viidi 1dbi
ajavahemikus kell 09.00-17.00. Loomkatsed sooritati loomkatseprojekti loakomisjoni

nousolekuga (No 195, 27. aprill 2021).

2.2.2. RNA eraldamine hipokampuse kudedest

Katseloomadelt dissekteeritud koetiikid hipokampustest kiilmutati esmalt —80 °C juures.
Analiiiisiti kokku 16 proovi (KO, n = 8; WT, n = 8). Hipokampuse koetiikkidele pipeteeriti 700
ul TRI Reagent® (Zymo Research, Irvine, CA, USA, kat. R2050-1-200) ning seejirel
homogeniseeriti homogeniseerimistuubides Precellys lysing Kit CKI14 (Bertin Instruments,
Montigny-le-Bretonneux, France), kasutades homogenisaatorit Precellys homogenizer (Bertin
Instruments). Summaarse RNA eraldamine proovidest toimus Direct-zol RNA MiniPrep (Zymo
Research, kat. R2052) abil, vastavalt tootja protokollile. Kdik proovid ldbisid ka DNaasi
tootlused. RNA elueerimiseks kolonnist lisati 30 pl DNaasi/RNaasi vaba vett. Saadud RNA
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kontsentratsioonid ja kvaliteedid moddeti spektrofotomeetriga NanoDrop ND-1000 (Thermo
Scientific). Proovidele kontsentratsiooniga iile 500 ng tehti vajalikud lahjendused, kasutades

selleks DNaasi/RNaasi vaba vett. RNA-d hoiustati edasiseks analiilisiks —80 °C juures.

2.2.3. cDNA siintees

Komplementaarse DNA (cDNA) siinteesiks vajalik RNA hulk (500 ng) viidi puhtasse PCR
tuubi. cDNA siinteesiks vajaminev RNA ja MQ vee 16ppmaht oli 10 pl. RNA ja vee 10 pl-sele
segule lisati 2 pl heksameeri (50 nM) (Invitrogen, USA), mis on cDNA siinteesi praimer. Pirast
heksameeri lisamist asetati proovid 10-ks minutiks termotstiklerisse 65 °C juurde, hoiti 1 minut
jail ja seejdrel tehti spin-down. Proovidele lisati SuperScript I1I segu (Invitrogen), mis koosnes
1 pl-st ANTP-st (10 mM), 4ul-st 5x First Strand puhvrist, 1 pl-st DTT-st (0,1 M), 1,5 ul-st MQ
veest ja 0,5 pl-st SuperScript Il Reverse Transcriptase (200 U/ul) enstiiimist. Kokku pipeteeriti
seega 8 ul SuperScript 111 segu igale proovile. Proovid segati ja tehti taas spin-down ning asetati
komplementaarse DNA siinteesiks Mastercycler® nexus PCR masinasse (Eppendorf AG,
Saksamaa) 90 minutiks (toatemperatuuril — 10 min; 42 °C — 5 min; 50 °C — 60 min; 70 °C — 15
min). Valminud cDNA-d asetati —20 °C juurde.

2.2.4. Kvantitatiivne reaalaja PCR cDNA-dest

Koikidele uuritavatele cDNA-dele lisati 60 pl MQ vett. Kvantitatiivse reaalaja PCR-i
tegemiseks kasutati QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR-i siisteemi (PE Applied Biosystems,
USA) ja QuantStudio™ 12K Flex versioon 1.2.2 tarkvarasiisteemi. Proovide ettevalmistus
gPCR-iks toimus vastavalt Tagman silisteemi (PE Applied Biosystems) protokollile. T66s
kasutatud praimerite ja sondide nimetused on toodud tabelis 1. Koduhoidja geenina (ingl
Housekeeping gene) kasutati hiipoksantiin guaniin fosforibosiiiil transferaas 1 (Hprtl) geeni.
Koik reaktsioonid teostati kolmes korduses. Kvantitatiivse reaalaja PCR-i segu valmistamiseks
oli iihe proovi kohta vaja 2 ul 5x HOT FIREPol® Probe Universal gPCR Mix-i (Solis Biodyne),
5,5 ul MQ vett ja 0,5 pl sondi (tabel 1) uuritava geeni jaoks. Reaktsioonide 16ppmaht oli 10 pl,
millest 2 pl moodustas cDNA. Geeniekspressiooni analiiiisimiseks kasutati 224t meetodit

(Livak ja Schmittgen, 2001).
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Tabel 1. qPCR-i reaktsioonis kasutatud Taqmani praimerid ja sondid

Geen Assay ID Tootja

ACE Tagman Assay Rn00561094 m1 Thermo Fisher Scientific
ACE2 | Tagman Assay Rn01416293 m1 Thermo Fisher Scientific
Agtrla | Tagman Assay Rn02758772 sl Thermo Fisher Scientific
Agtrlb | Tagman Assay Rn02132799 sl Thermo Fisher Scientific
Agtr2 Tagman Assay Rn00560677 sl Thermo Fisher Scientific
Bdkrbl | Tagman Assay Rn02064589 sl Thermo Fisher Scientific
Bdkrb2 | Tagman Assay Rn01430057 m1 Thermo Fisher Scientific
Hprtl | Tagman Assay Rn01527840 m1 Thermo Fisher Scientific
Masl Tagman Assay Rn00562673 sl Thermo Fisher Scientific
Wfsli Tagman Assay Rn00582735 m1 Thermo Fisher Scientific

2.2.5. Statistiline analiiiis

T66 andmed on esitatud keskviértuse standardveana + SEM (ingl Standard Error of the Mean).
Statistiline analiiiis ja graafiku loomine viidi 1abi GraphPad Prism’i (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA) versioon 8.4.3 abil. Andmete statistika tehti kasutades Studenti t-testi.
Statistiliselt oluliseks loeti tulemused, mille p-véértus oli viaiksem kui 0,05 (p <0,05).

2.3. Tulemused

2.3.1. RA-siisteemi kuuluvate geenide ekspressiooni analiiiis hipokampustes

Selleks, et hinnata RA-siisteemi geenide ekspressiooni KO (n = 8) ja WT (n = 8) rottide
hipokampustes, teostati reaalaja kvantitatiivne PCR vastavatest cCDNA-dest. Uuriti jairgmiste
geenide ekspressioone: Bdkrbl, Wfsl, Agtrla, Agtrlb, ACE, Agtr2, Masl, ACE2 ja Bdkrb2
(joonis 4). Koduhoidja geenina kasutati Hprtl-e. Ekspressiooni tulemuste analiilisimisel leiti
statistiliselt oluline (p < 0,05) tulemus Wfsl geeni puhul, kus KO grupil oli Wfsl mRNA
suhteline ekspressioon oluliselt madalam kui WT loomadel (joonis 4). Samuti ekspresseerusid
ACE, Masl ja ACE2 KO loomades markimisvaarselt (p < 0,01) vdhem kui WT
pesakonnakaaslastel (joonis 4). Bdkrbl, Agtrla, Agtrlb ja Agtr2 ekspresseerusid KO rottides
monel méaral enam kui WT rottides, kuid statistiliselt olulist erinevust ei esine. Bdkrb2 mRNA

ekspressioonis WT ja KO loomade vahel méirgatavaid tulemusi ei esine (joonis 4).
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Joonis 4. RA-siisteemi spetsiifiliste mRNA-de suhteline ekspressioon 13-kuuste KO ja WT rottide
hipokampustes (hippocampus). Analiitisitud on Bdkrbl, Wfsl, Agtrla, Agtrlb, ACE, Agtr2, Masl, ACE2 ja
Bdkrb2 mRNA suhtelist ekspressiooni KO ehk WS-i rott (n = 8) ja WT (n = 8) rottide hipokampustes. WT
hipokampustes on statistiliselt oluliselt kdrgemalt ekspresseeritud vastavalt Wfsl, ACE, Masl ja ACE2 vorrelduna
KO loomadega. Bdkrbl, Agtrla, Agtrlb ja Agtr2 ekspresseerusid KO rottides moningal médéral rohkem kui WT
rottides, kuid statistiliselt olulist erinevust ei esine. Bdkrb2 ekspressioonis WT ja KO loomade vahel
mirkimisviirseid erinevusi ei ilmnenud. Geeniekspressiooni analiitisimiseks kasutati 222t meetodit (Livak ja
Schmittgen, 2001). Sisemise kontrollina kasutati Hprtl. Katsed on tehtud kolmes korduses. T66 andmed on
esitatud keskvaértuse standardveana (SEM), andmete statistika tehti kasutades Studenti t-testi. * p < 0,05; ** p <
0,01; *** p <0,001.
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2.4. Arutelu

Wolframi siindroom (WS) on harva esinev monogeenne geneetiline haigus, millel tina puudub
kinnitatud ,,ametlik” ravi. Enim on raviks koneainet pakkunud GLP-1 retseptori agonistide
kasutamine, mis on nididanud tohusat efektiivsust pidurdamaks WS-i kulgu nii WS-i
loommudelites (Jagomae et al., 2021; Seppa et al., 2019; Toots et al., 2018) kui ka WS-i
patsientidel (Frontino et al., 2021; Scully ja Wolfsdorf, 2020). Samuti ei ole teada WFS1 geeni
tapne funktsioon, kuid enim seostatakse selle rolli kaltsiumi homdostaasi ja ER-i stressivastuse

tagamisega (Fonseca et al., 2005; Fonseca et al., 2010; Takeda et al., 2001; Ueda et al., 2005).

Wolframiin 1 on organismis laialdaselt ekspresseerunud valk. Rohkelt voib seda leida nii
kShunddrmest, siidamest, reetinast, kesknérvisiisteemist kui ka kopsudest (Hofmann et al.,
2003; Inoue et al., 1998; Luuk et al., 2008; Schmidt-Kastner et al., 2009). Asjaolu, et WFS1
ekspresseerub kopsudes, on pannud teadlasi mdtlema, et ehk pohjustab WFS1 funktsiooni kadu
ka patoloogiaid nii RAA- kui ka RA-siisteemides, kuna kopsudes toimub peamine
angiotensiinide konverteerimine ACE ja ACE2 kaudu (Kuba et al., 2006; McKinney et al.,
2014; Schweda, 2015; vt joonis 1, peatiikk 1.4). WS-i rotte uurides leiti, et juba varajases eas
pohjustab funktsionaalse WFS1 kadu nii kopsudes kui ka siidames Agtr2 ja Bdkrbl
geeniekspressioonide languse nii in vivo ja in vitro (Punapart et al., 2021). See aga viitab RA-
siisteemi kompensatoorse poole funktsiooni héiretele, mille eesmirk on voidelda lokaalse
stressi, poletiku, infektsioonide ja fibrootiliste protsesside vastu. Olgugi, et antud t66
limiteerivaks faktoriks oli ainult geeniekspressioonide analiiiisimine (valguekspressioone ei
analiiiisitud), siis vOib tdstatada kiisimuse, kas uuritud geenide ekspressioonides voib olla
erinevusi ka neuraalsetes kudedes eriti just vanemaealistel rottidel. Seda seetSttu, kuna
neuroloogilised siimptomid (sealhulgas Opiraskused ja lateraalsete vatsakeste laienemine) on

vélja arenenud vanadel WS-i rottidel (Seppa et al., 2019; Seppa et al., 2021).

Viltimaks keskkonna ja stressi mojusid RA-siisteemi votmegeenide ekspressioonidele,
otsustati esialgu uurida naiivseid rotte (kellega polnud tehtud mitte iihtegi katset), kuna on
teada, et pikaajaline krooniline stress, erinevad ravimid, protseduurid (sealhulgas niiteks
oppimine) voivad lokaalseid RA-siisteeme ja selle geeniekspressioone otseselt mojutada (Diniz
et al., 2018; Saavedra ja Benicky, 2007). Sellest tulenevalt uuriti ja vorreldi kédesolevas
bakalaureusetods RA-siisteemi votmegeenide geeniekspressioone 13 kuud vanade WS-i ja
nende pesakonnakaaslastest metsik-tiitipi rottide hipokampustes, kus hipokampuse ammoni

sarve (ingl cornu ammonis, CA) CAL regioonis on WFS1 viga tugevalt ekspresseerunud
23



(Tekko et al., 2017). Selleks prepareeriti manipuleerimata loomade ajust hipokampused, kust
eraldati RNA ning analiiiisiti qPCR-1 meetodil jargnevate geenide ekspressioone: Bdkrbl, Wfs1,
Agtrla, Agtrlb, ACE, Agtr2, Masl, ACE2 ja Bdkrb2. Leiti, et WS-i roti hipokampustest olid
alla reguleeritud nii Masl, ACE kui ka ACE2 geenide ekspressioonid (lisaks Wfs1 geen), mis
viitab sellele, et WFS1 valgu puudulikkus v&ib pdhjustada korvalekaldeid lokaalsete RA-

stisteemide normaalses toimimises.

Sarnaselt ,,suurele® ehk klassikalisele RAA-siisteemile konverteeritakse ka lokaalsetes RA-
stisteemides enstiimide ACE ja ACE2 poolt angiotensiini vastavalt angiotensiin 11-ks,
angiotensiin 1-9-ks ja angiotensiin 1-7-ks (Donoghue et al., 2000; McKinney et al., 2014).
ACE2/A1-7/IMASL raja aktivatsioon stimuleerib kesknérvisiisteemis barorefleksi, alandab
vererohku ning soodustab bradiikiniini ja lammastikoksiidi (NO) vabanemist. Bradiikiniin ja
NO omakorda vdimendavad veresoonte laienemist, mis aitab kaasa kahjustunud koe
varustamisele vajalike toitainete ja metaboliitidega (Xia ja Lazartigues, 2008), soodustades nii
Kiiremat paranemist. MAS1 retseptori agonist AVE0991 hoiab &dra hipokampuse ndrviraku
slinapsite degeneratsiooni kroonilise aju hiipoperfusiooni (vdhenenud verevool) mudelis,

vihendab B-amiiloidi tasemeid ja neuraalset poletikku (Xue et al., 2021).

Lisaks on ndidatud, et A1-7-e krooniline lokaalne manustamine vdhendab infarkti mdjuala
suurust nériliste ajuinsuldi mudelites (Ferreira et al., 2010). Veel on ndidatud, et nii angiotensiin
I1-1 kui ka angiotensiin 1-7-1 on oluline roll hipokampuse CAL regioonis neuronite vaheliste
stinapsite pikalt kestva (ingl long-term potentiation, LTP) iilekande regulatsioonis, tagades nii
neuraalset plastilisust. Kusjuures Al-7 seondudes MASI retseptoriga voimendab ning
angiotensiin Il seondudes AGTRL1 retseptoriga pidurdab LTP-d (Hellner et al., 2005).

Wolframi siindroomi roti ACE ja ACE2 ekspressiooni langus hipokampuses (vt joonis 4) voib
kaudselt viidata angiotensiinide konverteerimise héirele, mille tagajérjel v3ib olla langenud nii
AGTR1a (ATla), AGTR1b (AT1b), AGTR2 (AT2) kui ka MASLI retseptorite vahendatud
signaali iilekanne (vt joonis 1). Varasemalt on nédidatud, et nii ACE kui ka ACE2 aktiivsuse
languse tagajdrjel halveneb nérvirakkude vastupanuvdime stressile ja pdletikule. Selle
tagajarjel hakkab neuronites kuhjuma nii bradiikiniin, TAU kui ka B-amiiloid, mis on iihine
nimetaja paljudele neurodegeneratiivsetele haigustele, sealhulgas Alzheimeri tdvele ja
Wolframi siindroomile (Chen et al., 2020; Delpech et al., 2021; Hemming ja Selkoe, 2005;
Kehoe et al., 2016; Medeiros et al., 2011; Singh et al., 2020; Oba et al., 2005). Nimelt on leitud,

et WFS1 valku sisaldavad narvirakud entorinaalkoores (ingl entorhinal cortex) ekspresseerivad
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TAU-d ja suunavad selle hipokampuse CA1 piiramidaalrakkudesse, mille tagajérjel halveneb
nii Opivoime kui ka milu (Delpech et al.,, 2021). Lisaks on ndidatud, et wolframiin 1
puudulikkus suurendab ja selle lileekspressioon viahendab oluliselt TAU kuhjumist (Chen et al.,
2020).

Seega pole vilistatud, et WFS1-1 on oluliselt suurem roll ka teiste neurodegeneratiivsete
haiguste viélja kujunemisel ning selle ekspressiooni mojutavatel ravimitel voib olla tugev
terapeutiline véljund neuroloogiliste ja neuropsiihhiaatriliste haiguste raviks. Kuigi antud
bakalaureuset6o limiteerivaks teguriks on ainult geeniekspressiooni analiiiiside sooritamine,
voib siiski eeldada, et WFS1 puudulikkus pdhjustab muutusi mitteklassikalises RA-siisteemis,

mille tulemusena on vihenenud ACE, ACE2 ja Mas1 geeniekspressioonid.

Téna seostatakse WFS1 geeni ja valku enim kaltsiumi homdostaasi tagamisega ER-i
stressivastuse regulatsioonis. Vottes arvesse varasemaid (Punapart et al., 2021) ja kédesolevat
uuringut, saab siiski oletada, et WFS1-puudulikkus voib mojutada RA-siisteemi funktsiooni,
mille tulemusena vdimendub oksiidatiivne stress ja poletik. Kokkuvdtvalt voib lokaalse RA-
stisteemi kompensatoorse poole (ACE2/A1-7/MASL1) alatalitlus kiirendada WS-iga seotud
patoloogiate vélja kujunemist. Kindlasti tasuks edasi uurida, mil viisil on Wolframi siindroomi
roti hipokampuse RA-siisteem mdjutatav erisuguste stressorite, aga ka farmakonide poolt. Veel
tasuks uurida, kas ravimid, mille sihtmérgiks on RA-siisteem, vdivad olla neuroprotektiivsed

WS-i loommudelis vdi laiemalt neurodegeneratiivsetes haigustes.
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KOKKUVOTE

Kéesolevas bakalaureusetods iseloomustati aju reniin-angiotensiinsiisteemi (RA-slisteemi)
votmegeenide Bdkrbl, Wfsl, Agtrla, Agtrlb, ACE, Agtr2, Masl, ACE2 ja Bdkrb2
ekspressioone 13 kuu vanuste Wfs1-ex5-K0O232 loomade (WS-i rott) hipokampustes. Antud
eksperimendi tarvis kasutati naiivseid ehk otse kodupuurist vdetud rotte, sddstmaks neid
erinevatest stressoritest, mis tihendab seda, et vastavate loomadega ei olnud eelnevalt mitte
tihtegi manipulatsiooni 1dbi viidud. Selleks eraldati hipokampuste kudedest RNA, siinteesiti

cDNA ja teostati reaalaja kvantitatiivne PCR. Seejdrel analiitisiti saadud tulemusi.

Tulemuseks saadi, et WS-i rottide hipokampustes ekspresseerusid oluliselt madalamalt Wfs1,
ACE, Masl ja ACE2 geenid vorreldes nende pesakonnakaaslastest kontroll-loomadega. Teisalt
Bdkrbl, Agtrla, Agtrlb ja Agtr2 ekspresseerusid knock-out (KO) katseloomades moningal
maédral rohkem kui nende pesakonnakaaslastest WT rottides, kuid statistiliselt olulist erinevust
siiski ei esinenud. Bdkrb2 ekspressioonis WT ja KO loomade vahel vahesid ei ilmnenud.
Saadud geeniekspressiooni mustrid voivad kaudselt viidata sellele, et WFS1 valgu puudulikkus
voib pdhjustada hdireid aju RA-siisteemi normaalses to6s, vastutades seejuures voimalike

Oppimishéirete ja neuroloogiliste haiguste vilja kujunemise eest.

Bakalaureuset6d limiteerivaks faktoriks on see, et vastavate geenide valguekspressiooni
tasemeid ei uuritud. Kdesolevast toost voib jareldada, et WS-i rottides on voimalik RA-siisteemi
hairumine just angiotensiinide konverteerimise seisukohalt. Kuna ka Mas1 geenil oli madalam
ekspressioon vorreldes pesakonnakaaslastest WT loomadega, voib see viidata ACE2/A1-
7IMASI telje to6 probleemidele.
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Characterization of the RAS Kkey gene expressions in a Wolfram syndrome rat’s

hippocampus

Silvia Kirillov

SUMMARY

Wolfram syndrome (WS) is a rare monogenic disease, which is caused by mutations in the
WFS1 gene and is mainly characterized by diabetes mellitus, optic atrophy and
neurodegeneration. WFS1 protein is a transmembrane protein localized in the endoplasmic
reticulum (ER) and is often associated with an increased ER stress response. In other words,
WFS1 acts as a negative regulator of the ER stress response. The WS patients usually die from

respiratory failure (with an average age of about thirty), which is caused by brain stem atrophy.

This research paper also gave an overview of the famous renin-angiotensin-aldosterone system
(RAAS), as well as the local renin-angiotensin systems (RAS). The RAAS is a critical regulator
of blood pressure, responsible for the maintenance of sodium and water balance, while the
overactivation of this system is often related to many chronical diseases, including
cardiovascular problems. The local brain RAS in no less important and the dysregulations of
this system are associated with several neurodegenerative diseases like the Alzheimer’s.
Additionally, there is also an interesting link between an elevated blood pressure and neural

diseases.

The WFS1 protein is expressed in various tissues, such as in the brain, pancreas, retina, heart
and lungs. Interestingly, the RAAS and RAS key components are expressed in the same tissues
as well. The scientists thought that the Wfs1-deficiency might have a role or even be responsible
for causing pathologies in the RAS system. So, the aim of this study was to evaluate the gene
expressions of the brain RAS key genes in the 13-month-old Wfs1-deficient (Wfs1232ex5K0O)
naive rats. The following gene expressions were analyzed in the hippocampi: Bdkrbl, Wfs1,
Agtrla, Agtrlb, ACE, Agtr2, Masl, ACE2 and Bdkrb2. The first step of the experiment was the
RNA isolation from the rat’s hippocampi, followed by the cDNA synthesis and lastly, the

quantitative real-time PCR and analysis, was performed.

As a result, the WS rats showed a statistically significant (p < 0,05) lower expression in the

Wfsl, ACE, Masl and ACE2 genes compared to their wild-type littermates (as a control). No
27



statistically significant differences were noticed in the following gene expressions: Bdkrbl,
Agtrla, Agtrlb, Agtr2 and Bdkrb2. These results might indicate that in the Wolfram syndrome
rats there are possibly interruptions in the ACE2/A1-7/MASL1 axis, which could be responsible
for causing pathologies in the RAS.

The author is aware of the limitations, such as no protein levels were analyzed. It is known that
the gene expression and protein levels do not always correlate with each other. It should be
further studied, whether the RAS-targeted therapies could have a neuroprotective role in a

Wolfram syndrome rat model or in other neurodegenerative diseases.
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