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INFOLEHT

Nestin-cre; Ric8a mutantse hiire siidame areng piirgarterite tekkimise ajal

Imetajate siida on esimene organ, mis organogeneesis funktsioneerima hakkab. Kardiogenees
sisaldab endas keerukaid protsesse, mis tagavad siidame korrektse arengu, mis on vajalik
embriio ellu jidmiseks. Neuraalharja paritolu rakud panustavad erinevate siidamestruktuuride,
nende seas vaskulaarpdimikute, arengusse. Nende oige differentseerumise, migreerumise ja
adheseerumise tagavad kompleksed signaalivorgustikud, milles v&tmerolli omavad G-valgud.
G-valkude poolt vahendatud signaali iilekandeid reguleerib RIC-8, olles G-valgu a-
subtihikutele molekulaarseks tSaperoniks, kontrollides Go subiihikute hulka rakus, ning
guaniini nukleotiidivahetusfaktor, voimendades ja pikendades G-valkude signaali rakus.

Seega omab RIC-8 olulist rolli kardiogeneesis, tagades korrektse siidame arengu.
Mairksdnad: RIC-8, kardiogenees, neuraalharja péritolu rakud, vaskulaarpdimikud

CERCS kood: B350 Arengubioloogia, loomade kasv, ontogenees, embriioloogia

Nestin-cre;Ric8a mutant mouse’s heart development during the formation of coronary

arteries

The heart of mammals is the first organ that starts to function in organogenesis.
Cardiogenesis involves complex processes that ensure the proper development of the heart,
which is essential for the survival of the embryo. Neural crest cells derivates contribute to the
development of various cardiac structures, including those of vascular plexuses. Complex
signalling networks ensure proper differentiation, migration and adhesion of the neural crest
cells derivates and G-proteins have a key role in these signalling pathways. G-protein
mediated signal transduction is regulated by RIC-8. Acting as a molecular chaperone and as
a guanine nucleotide excange factor for the G-protein a-subunits, RIC-8 controls the amount
of Ga-subunits in the cell and also amplifies and prolonges the G-protein signal in the cell.
Thus, RIC-8 plays an important role in cardiogenesis, ensuring a proper development of the

heart.
Keyword: RIC-8, cardiogenesis, cardiac neural crest cells, vascular plexuses

CERCS code: B350 Developmental biology, growth (animal), ontogeny, embryology
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KASUTATUD LUHENDID

NC — neural crest, neuraalhari

NCCs — neural crest cells, neuraalharja rakud

CNC - cardiac neural crest, siidame neuraalhari

CNCCs — cardiac neural crest cells, siidame neuraalharja rakud
SMCs — smooth muscle cells, silelihasrakud

CA — coronary artery, pargarter

CAO - coronary artery orifice, pargarteri ava

RIC-8 — resistant to inhibitors of cholinesterase 8

GEF — guanine nucleotide exchange factor, guaniini nukleotiidivahetusfaktor
NSCs — neural stem cells, neuraalsed tiivirakud

G-valgud — guaniini nukleotiidi siduvad valgud

PBS — phosphate-buffered saline, fosfaatpuhvriga soolalahus
PFA — paraformaldehiiiid

GPCR - G-protein coupled receptor, G-valguga seotud retseptor

OFT — outflow track, véljavoolu kulgla



SISSEJUHATUS

Imetaja siida on esimene organ, mis organogeneesi kdigus funktsioneerima hakkab. Siidame
areng on keeruline protsess ning selle dige ldbimine on vajalik organismi ellu jadmiseks ja
elus piisimiseks. Paljude siidamestruktuuride moodustumist on seostatud neuraalharjast péarit
rakkude korrektse migreerumise ja diferentseerumisega siidames. Uheks selliseks struktuuriks
on vaskulaarpoimikutest véilja arenevad pargarterid, mis varustavad siidant hapnikurikka vere
ning toitainetega. Defektid vaskulaarpdimikute moodustumisel vdivad viia pirgarterite

laienemiseni, mis pShjustavad sagedasti esinevaid pargarterite haiguseid.

Selleks, et rakud migreeruksid oma oigetesse kohtadesse ja diferentseeruksid korrektselt, on
vajalikud erinevate signaalivorgustike toimimine. Loomariigis konserveerunud G-valkude
vahendatud signaali iilekanne on tiiheks levinumaks mehhanismiks rakuvilise signaali
edastamiseks rakusisesesse keskkonda. G-valkude aktiveerimisel osalevad
membraanseoselised retseptorid ja rakusisesed G-valgu aktiivsuse regulaatorid. RIC-8 toimib
G-valkudele kui molekulaarne tSaperon, kontrollides nende hulka rakus, ning kui guaniini
nukleotiidivahetusfaktor, pikendades ja voimendades G-valkude signaali. RIC-8 funktsiooni
on seostatud nérvisiisteemi arengu ja talitlusega ning ta mojutab ka lihaste ja siidame

arenemist. Sellest tulenevalt uurisime antud valgu moju siidame arengus.

Kéesoleva bakalaureuset6d eesmargiks on anda kirjanduse iilevaade kardiogeneesist, mille
puhul poOdratakse suuremat tdhelepanu vaskulaarpdimikutest vélja arenevate pérgarterite
struktuurile ja funktsioonile. Lisaks Kkirjeldatakse neuraalharja rakkude tdhtsust siidame
arengus ning guaniini nukleotiidivahetusfaktori RIC-8 rolli G-valkude vahendatud
signaaliiilekandes. To6 eksperimentaalses osas uuritakse vanuses E13.5 ja E14.5
NestinCre;RIC8a konditsionaalsete embriiote ja nende pesakonnakaaslaste siidameid,

keskendudes vaskulaarpdimikute piirkonnale.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Ulevaade kardiogeneesist

Stidame eellasrakkudest eristumine algab vahetult peale gastrulatsiooni, mil embriio
anterioorses osas moodustuvad paarilised ektodermaalsed siidameplaadid. Nende basaalsetest
rakkudest eristuvad omakorda endoteeliaalsed rakud, mis edasise arengu kdigus moodustavad
kaks endokardiaalset siidametoru (Kirby, 2007). Need torud joonduvad {iksteise suhtes
paralleelselt ning sulguvad ventraalsel keskjoonel ning moodustavad koos viljaspool
paikneva primitiivse miiokardiga tuksuva siidame hiire kaheksandaks embriionaalseks
arengupdevaks (Kaufmann ja Bard, 1999). Miiokardi ja seesmise endoteelirakkude kihi
vahelise ruumi tdidab ekstratsellulaarne maatriks (cardiac jelly) (Wessels ja Markwald, 2000).
Lineaarne stidametoru teeb 1dbi lingustumise (looping), mille tulemusena siidametoru keskosa
poordub paremale ja posterioorne osa vasakule iiles (Kaufman ja Bard, 1999; Kirby, 2007).
Samaaegselt toimub siidametoru pikenemine, tulevaste kambrite eristumine ja kambrite
vaheseina tekkimine (Anderson et al., 2006; Kirby, 2007). Primitiivne vereringe on jalgitav
hiirel vanuses ES8.5, kui oksiigeniseeritud veri suunatakse platsentast loote kehasse ja

hapnikuvaene veri loote kehast platsenta poole (Kaufman ja Bard, 1999).

Definitiivse siidame arenguga on seotud kolm ekstrakardiaalset rakkude populatsiooni.
Nendeks on proepikardiaalorgan, millest parinevad rakud katavad siidame vilispinda ja
véljavoolukulglat (OFT); dorsaalne mesokard, mis panustab primitiivse kodadevahelise
vaheseina moodustumisesse, seob esialgse kodade kambri embriio keskjoonele ja ithendab
kopsuveeni sissevoolu primitiivse kojakambriga (Webb et al., 1999); ning siidame
neuraalharja rakud, mis migreeruvad véljavoolu kulglasse, aitavad kaasa aordikaare arterite

arengule, viljavoolukulgla septatsioonile ja véljavoolukulgla klappide moodustumisele
(Kirby, 2007).

Eristumata OFT koosneb aordikotist (aortic sac), arteriooskehast (truncus arteriosus) ja
stidamesibulast (bulbus cordis). OFT edasisel arengul panevad need osad aluse klappide ja
aordi ja kopsutiive pohiosadele (Webb et al., 2003). Aordikott jaguneb tdnu sisse
migreeruvatele neuraalharja rakkudele (NCC), jagades distaalse OFT aordi- ja kopsukanaliks
(Kirby, 2007). Sellele jairgneb OFT proksimaalse osa ja poolkuuklappide septatsioon, mille
kaigus tekkiva vaheseina proksimaalne osa sulgub jérk-jargult tihisvatsakese suunas. NCCs
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migreeruvad endokardi ja siidame vilimise kesta vahele, pohjustades luumenis tiksteise poole
sirutuvate paksendiharjade tekke. Need kohtuvad valendiku keskel, paksendeid Kkattev

endokard lagundatakse ja vaheseina moodustub mesenhiitimist ja miiokardist (Waldo et al.,
1999).

Vatsakeste ja kodade sisse moodustavad trabeekulid, mis suurendavad miiokardi
oksiigenatsiooni koronaarse tsirkulatsiooni puudumisel. Ventrikulaarsetes seintes on rohkem
trabeekuleid kui kodade seintes (Wessels ja Sedmera, 2003). Miiokardi vélimine osa koosneb
kompaktsest lihaselisest kihist. Miiokardi seina paksenemine toimub eelkdige epikardi

rakkude proliferatsiooni abil.

Stidame lingustumine [0ppeb hiirel E12,5-13.0, mil neljakambrilise siidame osad on
paigutunud oma definitiivsetele kohtadele, moodustunud on esialgsed kambritevahelised
seinad ja siidameklapid. Edasises arengus toimub kiire siidame miiokardi suurenemine, mis

tingib stidame veresoonestiku, sealhulgas pérgarterite, tekke.

1.1.1. Pargarterid

Pérgarterid (CA) on veresooned, mis varustavad siidamelihast ehk miiokardi hapnikurikka
vere ja toitainetega (Red-Horse et al., 2010). Need jaotatakse kaheks — paremaks ja vasakuks
— soOltuvalt kummal pool siidant nad paiknevad (Pires-Gomes ja Pérez-Pomares, 2013).
Péargarteri harud paiknevad aordi suhtes kindlates kohtades — iiks aordiklapi paremas ja teine
vasakus urkes. Selline spetsiifiline lokalisatsioon on vajalik selleks, et verevool l4bi erinevate
kudede oleks organiseeritud ja et efektiivselt transportida hapnikurikast verd
ventrikulaarsesse miiokardi (Chen et al., 2014). Pérgarterite siisteemi kuuluvad veel
veresoonte vorgustikud, mis koik kokku moodustavad nn. pargarterite puu (Pires-Gomes ja
Pérez-Pomares, 2013).

Pérgarterid arenevad endoteliaalsest pdimikust, mis algselt {imbritseb siidant ja on ajutine
struktuur (Kirby, 2007). Pdimikutest arenevad jéirk-jargult iiksikud intramiiokardiaalsed
arterid, mis liituvad ja milledest 10puks arenevad vilja pérgarterid — iiks peamine peaharu
viiksemate korvalharudega (Kaufman ja Bard, 1999). Pargarterid tungivad lébi vatsakeste
siidame tipuni, andes viikeseid harusid. Vaheseina arter varustab vatsakeste vaheseina (VS)

ning annab aluse peamisele parempoolsele pargarteri harule (Icardo ja Colvee, 2001).



CA peaharude algusosad tekivad viljavoolutrakti seinas ja tungivad edasisel arengul aorti
(Chen et al., 2014). Péargarterite avasid (CAO) pole leitud rohkem kui kaks ning need
paiknevad aordi siinustes (urgetes). Vasakul pool asuvat CAO on leitud alati varem, mis
lubab arvata, et selle poole pargarter areneb vilja varem (Bogers et al., 1989). CA areng algab
koheselt pérast siidame lingustumist. See on reguleeritud miiokardi poolt, kuid on samal ajal
seotud ka epikardi ja selle eellase — proepikardiaalse organi — arenguga (Morabito et al.,
2002). Epikardi roll siidame arengus on aja jooksul iiha rohkem tihelepanu palvinud. Kui
varasemalt arvati, et iiksnes kaitsvat ja passiivset rolli omav epikard ei ole siidame arengus
markimisvairsel kohal, siis tdnapdeval nimetatakse embriionaalseks epikardiks kompleksset
kude, mis lisaks siidame koe rakkude arengusse panustamisele toimib ka kui parakriinne

signalistasioonikeskus (Pires-Gomes ja Pérez-Pomares, 2013).

Pérgarteri puu olemasolu ndidati esmakordselt 1981. aastal. Saadud tulemustest arvati, et
pargarterid tekivad aordi valjapungumisel (Viragh ja Challice, 1981). Sellega seletati, et
pargarterid saavad alguse proepikardist. Peagi jidrgnes uus avastus, kus pakuti pirgarterite
tekkeks vilja teine mehhanism. Nimelt aordi siinuse endoteeli rakuahelad kasvavad 14bi aordi
seina ning moodustavad vaskulaarse poimiku (plexuse) piirkonna, kuhu hiljem tekivad
pargarterid (Tomanek, 2005). Koige hilisemad uuringud on vélja pakkunud veel kolmanda
vOimaluse pérgarterite tekkimise mehhanismile. Need tulemused pdhinevad hiirtel teostatud
katsetel ning védidavad, et erinevat tiilipi CA rakkudel on erinev embriioloogiline péritolu
(Red-Horse et al., 2010; Tian et al., 2013). Uuringutega niidati, et mdned juba
diferentseerunud venoosse endoteeli rakud sdilitavad n.6. arengulise plastilisuse, mis lubab
arvata, et positsioonispetsiifilised siidame signaalid kéivitavad nende dediferentseerumise,
mis vOimaldab neil rakkudel areneda pérgarteriteks, kapillaarideks ja veenideks. Seega,
pérgarterid pole périt mitte proepikardist, vaid tekivad endoteeli hargnemisel (Red-Horse et
al., 2010).

1.1.2. NC roll pirgarterite moodustumisel

Pikka aega oldi arvamusel, et iiksnes korvaalgest kuni kolmanda somiidini (vastab
rombomeeridele 6-8) asetsev neuraalhari (postotic NC) méngib olulist rolli siidame arengus.
Usuti, et postotic NCCs liiguvad siidamesse ning panustavad erinevate struktuuride, nagu

suurte veresoonte, aordi ja kopsutiive vahelise vaheseina ning viljavoolu kulgla padjandite
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arengusse (Kirby, 2007). Aastal 2012 avaldati Nature artikkel uue avastusega, mis viitis, et ka
korvaalgest eespool asuv neuraalharja regioon (preotic NC) méngib olulist rolli siidame
arengus (Arima et al, 2012). Uurimuse teeb muljetavaldavaks, et erinevate
mudelorganismidega (hiired, kanad ja vutid) tehtud katsetega niidati piistitatud hiipoteesi
toenduspérasus, et ka preotic NC panustab siidame arengusse. Toendamiseks teostati
immuunohistokeemilised analiitisid erinevate antikehadega, mille hulka kuulus ka aSMA, mis
on silelihase marker ning tunneb &ra ka neuraalharja péritolu rakud. Lisaks kasutati
neuraalharja pdritolu tuvastamiseks Wntl-cre transgeenset hiirliini, mida ristati
reporterhiireliiniga Rosa-26. LacZ ekspressiooni jalgimiseks kasutati Xgal varvingut ning
stidame veresooned tehti ndhtavaks tindi siistimisega. Tulemustest saadud info pdhjal selgus,
et nii hiirel kui linnul olid preotic NCCs rakud liikunud siidame piirkonda ning
diferentseerunud muuhulgas silelihasrakkudeks ning nad panustavad ka konotrunkaalse
regiooni ja vatsakeste vaheseina arengusse (Arima et al., 2012). Lisaks on preotic NC seotud
pargarterite formeerumisega, kontrollides veresoonte seina terviklikkust. Nende rakkude
puudumine pdhjustab vatsakeste vaheseina defekte, mis nditab siidame struktuuride arengu
otsest seost nendest neuraalharja rakkudega (Arima et al.,, 2012). Preotic NC rakkude
migreerumine siidamesse reguleerib ka teisi rakkusid, mis osalevad vatsakeste vaheseina ja
papillaarlihaste arengus (Arima et al., 2012). Kui varasemad uuringud on leidnud, et siidame
NCCs tulenev tiivirakkude populatsioon voib diferentseeruda ka kardiomiiotsiiiitideks
(Tamura et al., 2011), siis Arima jt (2012) uurimust66s néidati, et preotic NC ei diferentseeru

kardiomiiotsuutideks.

NCCs-de pluripotsentsuse vihenemine, nende jarkjarguline diferentseerumine erinevat tiilipi
rakkudeks ja migreerumine vajab kompaktseid rakuautonoomseid protsesse ja rakuvéliseid
signaale. Selle viivad 1dbi G-valgud ja nendega seotud endoteliini retseptorid (Dettlaff-
Swiercz et al., 2005). Oluline on siinkohal rdhutada, et just Goy/Goys allareguleerimine
neuraalharja rakkudes pohjustab spetsiifilisi siidame véadrarenguid, millede hulka kuuluvad ka

laienenud valendikuga pérgarterid.
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1.2 Guaniini nukleotiidivahetusfaktor RIC-8

1.2.1. RIC-8 iildine iseloomustus

Ric-8 (Resistance to inhibitor of cholinestrease) on evolutsiooniliselt konserveerunud geen,
mis kodeerib 566 aminohappest koosnevat 63kDa valku RIC-8, mida esmakordselt Kirjeldati
varbussi Caenorhabditis elegans mutantidel, kellel esines resistentsus koliinesteraasi
inhibiitorite suhtes (Gabay et al., 2011; Miller et al., 2000, 1996). Mutatsioonid esinesid
geenides, mis kodeerisid G-valgu signalisatsiooni ning siinaptilise {ilekandega seotud valke
(Miller et al., 1996). Struktuurilt koosneb RIC-8 kiimnest armadillo motiivist, mis sisaldavad
endas kokkupakitud alfa heelikseid (Figueroa et al., 2009). Selline struktuur vdimaldab neil
interakteeruda paljude teiste valkudega ning seelédbi mdjutada paljusid bioloogilisi protsesse

(Figueroa et al., 2009).

RIC-8 peamisteks funktsioonideks peetakse tema rolli guaniini nukleotiidivahetusfaktorina
(GEF) (Tall et al., 2003), samuti ka vdimet toimida G-valkudele molekulaarse tSaperonina
(Gabay et al., 2011). RIC-8 osaleb G-valkude biosiinteesis ja vahendab Ga-subiihikute
lokalisatsiooni plasmamembraanile. Sellega kontrollib RIC-8 G-valkude hulka rakus ning on
vajalik, et hoida G-valgu a-subiihikute tase normaalsena (Chan et al., 2013; Gabay et al.,
2011).

RIC-8 rolli on uuritud mitmetel mudelorganismidel, nagu niiteks varbruss (Caenorhabditis
elegans) (Miller et al., 1996), aadikakédrbes (Drosophila melanogaster) (David et al., 2005),
koduhiir (Mus musculus) (Tonissoo et al., 2003), sebrakala (Danio rerio) (Nagayoshi et al.,
2007), kannuskonn (Xenopus laevis) (Romo et al., 2008), rott (Rattus norvegicus) (Thomas et
al., 2008), limaseen (Neurospora crassa) (Wright et al., 2011) ja amodob (Dictyostelium
discoideuim) (Kataria et al., 2013). Selgrootud, varbuss ja dddikakdrbes, omavad iihte Ric-8
geeni, seevastu imetajatel ja sebrakalal on leitud kaks Ric-8 homoloogi: Ric-8A ja Ric-8B
(Nagayoshi et al., 2007; Tall et al., 2003). RIC-8A seondub Gog, Gai, Goo, Gagz ja Gous
valkudega ning RIC-8B Gayq ja Gos valkudega ( Tall et al., 2003).

RIC-8A rolli on ndidatud signaalililekande regulatsioonil nérvisiisteemis, rakkude
jagunemisel embriiogeneesis ning rakkude adhesiooni, migratsiooni ja gastrulatsiooni
protsessides (Fuentealba et al., 2013; Ma et al., 2012; Miller et al., 2000; Miller ja Rand,
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2000; Tonissoo et al., 2010, 2006). RIC-8A puudumine varajases embriiogeneesis on C.
elegans, D. melanogasteri ja Mus musculus mudelorganismidele letaalne (Gabay et al., 2011,
Hampoelz et al., 2005; Tonissoo et al., 2010; Wang et al., 2005).

Hiire varajases arengus ekspresseerub RIC-8A nérvisiisteemis: kraniaalganglionites,
slimpaatilises tiives, neuraaltorus ja teistes areneva aju piirkondades. Téiskasvanud hiires
leidub RIC-8A-d neokorteksis, hipokampuses, vookddrus, kédbikehas ja viikeajus, mis
vastutavad kditumuslike tunnuste eest (TOnissoo et al., 2003). Heterosiigootsetes Ric8a knock-
out hiirtes pohjustab RIC8A vihesus suurenenud &drevust ja dppimise ning ruumilise mélu
haireid (Tonissoo et al., 2003 ja 2006). Katsed konditsionaalsete knock-out (CKO) hiirtega on
ndidanud, et Ric8a puudus postmitootilistest neuronitest pohjustab hiirte siinnijargset
suremust vanuses P0O-P6, lihasnorkust ja spasme, koordinatsiooni- ja tasakaaluhdireid ning
stidameriitmi ebakorrapdrasusi, samuti siidamelihase hiipoplaasiat (Ruisu et al., 2013). Samuti
on ndidatud, et RIC-8A puudus neuraalsetest eellasrakkudest mojutab siidame arengut, kuna
vaststindinud PO mutantsete hiirte siidametes on tuvastatud kaasasiindinud siidamedefekte:
alaarenenud epikard, miiokardi hiipoplaasia, kompakteerumishdiretest pdhjustatud rohkete
veresiinuste tekkimine vatsakeste vaheseinas, mis viib VSD-ni, ning laienenud pérgarterid

(Piia Hurt, bakalaureusetdo 2015).

1.2.2. G-valgud ja RIC-8

Rakkude jagunemist, adhesiooni ja migratsiooni koordineerivad mitmed erinevad signaalide
vorgustikud, mis on vahendatud ekstratsellulaarsete signaalide (nditeks hormoonid ja
neurotransmitterid) edastamisel rakusisesesse keskkonda. Uheks enim kasutatud
mehhanismiks on loomariigis konserveerunud G-valkude vahendatud signaali iilekanne.
Heterotrimeersed G-valgud (Gapy) on membraanseoselised valgud, mis vahendavad signaale
rakuvélisest keskkonnast rakku seitse korda plasmamembraani ldbiva retseptori (GPCR)
vahendusel (Bastiani ja Mendel, 2006). Ligandi seondumine retseptori rakuvélisele domeenile
aktiveerib GPCR-i, pohjustades selle konformatsioonilist muutust ning toimimist
nukleotiidivahetusfaktorina (GEF — Guanine exhange factor). GEF aktiivsus vahendab
retseptoriga seondunud G-valgu a-subiihikul guanosiin-difosfaadi (GDP) vahetust guanosiin-
trifosfaadi (GTP) vastu, mis aktiveerib ja vabastab Ga-subiithiku kui ka Gpy-kompleksi.
Aktiveeritud G-valgu subiihikud reguleerivad edasisi efektorvalke ning signaaliradasid.
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Signaali aktiivsus inaktiveeritakse Ga-subiihiku GTPaasse aktiivsuse tottu, mis hiidroliiiisib
seondunud GTP GDPks. Inaktiveeritud GDP-Go subiihik seondub uuesti Gfy-kompleksiga
(Afshar et al., 2004; Bastiani ja Mendel, 2006; Tall et al., 2003). Lisaks GPCR vahendavad
G-valkude aktiivsust ka mitmed teised rakusisesed regulaator-valgud. Uheks neist on guaniini
nukleotiidivahetusfaktor RIC-8, mis seondub inaktiivse GDP-Go kompleksiga, mis viib GDP
vabanemiseni ning sellega moodustub stabiilne nukleotiidivaba Ga-RIC-8 kompleks. GTP
seondumisel kompleksiga vabaneb RIC-8 ning Ga-subiihik on uuesti aktiveeritud. Selline
protsess pikendab ja vdoimendab G-valgu vahendatud signaali (Afshar et al., 2005, 2004;
Bastiani ja Mendel, 2006; Tall et al., 2003).

1.2.3. RIC-8A roll rakkude migratsioonil ja adhesioonil

Varasemad uuringud on ndidanud, et RIC-8A on oluline ka neuraalharja rakkude (NCC)
migratsioonil ja nendest périt struktuuride arengul (Fuentealba et al., 2013; Maldonado et al.,
2011). Xenopus laevis embriiotega on ndidatud, et RIC-8A puudumise korral NCC rakkudest
pdhjustab ebakorrektset rakkude migreerumist ja fokaalse adhesiooni vihenemist (Fuentealba
et al.,2013). Samuti on ndidatud RIC-8A seotust rakkude migratsioonil ja tsiitoskeleti
timberkorraldustel dorsaalsete kurdude (dorsal ruffle) tekkel 1ldbi Gayz vahendatud

signaliseerimise (Wang et al., 2011).

RIC-8A rolli rakkude migreerumisel ja adhesioonil on uuritud ka hiire véikeajus, kus RIC-8A
on oluline rakkude korrektseks migreerumiseks ja basaalmembraanile kinnitumiseks (Ma et
al., 2012). Ric-8A konditsionaalsetel mutantsetel hiirtel puudub viikeaju Bergmanni gliia
korrapdrane asetus ning rakkude jdtked pole vdimelised seonduma basaalmembraani
komponendi laminiiniga (Ma et al., 2012). RIC8 puudumine neuraalsetest eellasrakkudest
pOhjustab samuti hiireid rakkude migratsioonis neurogeneesi kdigus (Kask et al., 2015).
Mutantsete hiirte ajukoor oli dhem ning ebakorrektse morfoloogiaga sisaldades ektoopilisi
véljakasve BM katkemise tagajirel (Kask et al., 2015). Ka in vitro katsete tulemused on
ndidanud, et RIC-8A defitsiitsed rakud ei ole voimelised moodustama korrektselt fokaalse
adhesioonikomplekse (FAK) ega stressifiibreid, mis pdhjustasid rakkude véhenenud
migreerumist peamiselt defektse B1-Integriini vahendatud signaaliraja tottu (Ruisu et al.,
2017).
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1.3. Konditsionaalsete mutantide saamine Cre-lox siisteemi abil

Cre-loxP siisteem on koespetsiifiline meetod, mis voOimaldab saada konditsionaalseid
knockout hiiri ning uurida kindla geeni mdju olukorras, kus geeni tdielik deletsioon viib
arengu kiigus embriionaalse surmani. Koht-spetsiifiline rekombinatsioon annab vdimaluse
juhtida ning kontrollida geeni kustutamist ruumiliselt, ajaliselt ja kindlalt koes (Le ja Sauer,
2001; Sauer ja Henderson, 1988). Cre-loxP siisteem baseerub Cre-rekombinaasi voimel vélja
loigata DNA jérjestus, mis asub loxP saitide vahel (Sauer ja Henderson, 1988). Cre-
rekombinaas (Causes recombination) on 38-kDa valk ning loxP saidid on spetsiifilised 34-bp

jarjestused, mis on parit bakteriofaagi P1-st (Sternberg, 1981).

Konditsionaalse hiireliini saamiseks tuleb esmalt tiivirakkudes teostada homoloogiline
rekombinaas, kus mutatsioon viiakse soovitud geeni. Seejdrel siistitakse modifitseeritud
tiivirakud blastotsiisti. Saamaks konditsionaalset knockout hiireliini tuleb ristata hiired, kellest
iks kannab loxP saitide vahel olevat huvipakkuvat geeni, ning teist transgeenset hiirt, kellel
ekspresseeritakse Cre-rekombinaasi (Le ja Sauer, 2001). Siisteemi saab kasutada transgeeni
sisse voi vilja liilitamiseks, individuaalsete rakkude voi rakuliinide jélgimiseks, reportergeeni
ekspressiooniks ja inversioonide voi translokatsioonide teostamiseks (Lambert et al., 2007).
Konditsionaalne geeni deletsioon lubab hinnata geeni funktsiooni mirklaud koes ilma

mittemérklaud kudede segava ekspressioonita (Le ja Sauer, 2001).

1.4. Nestini ekspressioon siidames

Nestin on intermediaalsete filamentide valk, mida on laialdaselt kasutatud neuraalsete
titvirakkude (NSCs) markerina (Park et al., 2010; Wagner et al., 2006). Seda valku v3ib leida
peale nérvisiisteemi organite ka siidames (Kachinsky et al., 1995; Wagner et al., 2006),
lihases (Kachinsky et al., 1994), nahas (Li et al., 2003) ja pankreases (Esni et al., 2004).
Nestini puudumine pohjustab hiirtel peale vanust E8.5 embriionaalset surma. Kuigi nestini
roll embriionaalses arengus pole veel loplikult teada, on leitud erinevaid pdhjendusi
seletamaks nestini puudumisest tulenevaid anomaaliaid. Uhelt poolt on arvatud, et nestin

reguleerib NSCs-de apoptoosi ja rakkude uuenemist. Nestinit mittekodeerivat geeni omavatel
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hiirtel oli teiste pesakonna kaaslastega vorreldes vdiksemad kehamddtmed ning neil hiirtel
pOhjustab nestini puudulikkus embriionaalset surma peale vanust E8.5, mida pohjendati
neuraaltoru rakkude ulatusliku apoptoosiga (Park et al., 2010). Teiselt poolt on aga arvatud, et
nestin reguleerib rakkude proliferatsiooni (Liu et al., 2015). Leiti, et hiired, kes nestinit
iileekspresseerivad on suuremad — nende keha kui ka siida ja eesasju olid mddtmetelt
suuremad. Selliste hiirte siidamed leiti olevat suuremate vatsakestega, paksema miiokardiga,
mis olid pdhjustatud suuremdodtmelisematest kardiomiiotsiititidest (Liu et al., 2015). Lisaks on
leitud, et nestini ekspressioon panustab arenevate veresoonte rakkude arengusse (Lothian et
al., 1999).

Nestinit ekspresseeritakse hiire kardiomiiotsiilitides vanuses E9.0-E10.5, péarast mida
reguleeritakse nestini ekspressioon rakkudes alla (Kachinsky et al., 1995). Nestinit on leitud
ka areneva siidame epikardis ja arenevates koronaarveresoontes (Wagner et al., 2006) ning
miiokardis (Liu et al., 2015). Varasemad ristamiskatsed Nestin-cre ja Rosa26 hiireliiniga
vanuses E14.5 on nididanud, et LacZ ekspresseerub subepikardiaalkihis ja miiokardis, kus
ekspresseerus ka RIC-8A (Piia Hurt, bakalaureuset6o 2015).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesméargid

Kui varasemalt on leitud, et vastsiindinud Ric8CKO hiirtel esineb vorreldes kontrollhiirtega
morfoloogilisi erinevusi (Piia Hurdi bakalaureuset6o, 2015), siis kidesoleva bakalaureusetoo
eesmargiks oli uurida ja kirjeldada nende defektide tekkimise morfoloogilisi ja
immuunohistokeemilisi mehhanisme embriionaalse arengu perioodil, mil siidame pérgarterid

on oma tekkimise ja esialgse arengu algfaasis E13.5-E14.5.

1. Arenguhiirete morfoloogiline kirjeldamine
2. Laminiini ja integriini immunohistokeemilise ekspressioonimustri kirjeldamine

3. aSMA ja Gays immuunohistokeemilise ekspressioonimustri kirjeldamine

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Toos kasutatud hiireliinid

NestinCre;Ric8a'*“'™ konditsionaalse hiireliini saamiseks kasutati jirgmisi hiireliine:
1. NestinCre — transgeenne hiireliin, kus Cre-rekombinaasi ekspressioon on kontrollitud

Nestini promootori poolt.

2. Ricga'™/ox _ transgeenne hiireliin, kus loxP jirjestuste vahele on asetatud mérklaudgeen

Ric8, mille koespetsiifiline Cre-rekombinaas dra tunneb.

3. Rica8®?* _ laczZ knock-in hiireliin, kus reportergeen lacZ, millelt siinteesitava B-

galaktosidaasi ekspressioon matkib Ric8a ekspressiooni, on viidud Ric8a lookusesse.

NestinCre hiireliini Cre-rekombinaasi aktiivsuse iseloomustamiseks kasutati reporterliinina
B6;129-Gt(ROSA) 26Sortm1Sho/J (ROSA26) hiireliini, kus loxP-STOP-loxP-lacZ konstrukt
paiknes ROSA26 lookuses.

Kontrollgrupiks olid NestinCre;Ric8a

laczllox herekonnakaaslased.
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Bakalaureusetoos kasutati katseloomi vastavalt Euroopa Liidus kehtestatud eeskirjadele
(FELASA). Loomadega tegelesid ja neid surmasid vastavalt EL direktiivile 2010/63/EU
koolituse ldbinud ja vastavat luba omavad isikud. Kd&iki eksperimendis kasutatud hiiri hoiti
standardsetes laboritingimustes, kus neile tagati 60pédevaringselt vabalt kittesaadav sodk ja

jook.

2.2.2. Embriiote dissekteerimine

Bakalaureusetoos uuritud hiireembriiod olid vanuses 13.5 ja 14.5 arengupdeva. Pirast
emashiire kopulatsiooni ning vaginaalse limakorgi tekkimisel, loeti embriiote vanuseks 0.5
paeva (E0.5). Vastaval embriionaalsel arengupédeval eemaldati embriiod emakasarvedest ning
asetati 1x fosfaatpuhvrisse (PBS, phosphate-buffered saline). Seejarel eemaldati embriiotelt
lootekestad ning vdeti rebukotist koeproov genotiipiseerimiseks. Embriiod pesti 1x PBS-iga

ning fikseeriti {ile66 4% paraformaldehiiiidi (PFA) lahuses.

2.2.3. Embriiote genotiipiseerimine

Embriiote genotiipiseerimiseks kasutati PCR meetodit. Dissekteeritud rebukoti koematerjalile
lisati 100 pl liisilahust [proteinaas K lahus (187 ng/ul), 10x litsipuhvrist (180 mM Tris-HCI
(pH 9.0); 20 mM (NH4),SOg4; 0.02% Tween 20) ja Milli-Q veest] ning inkubeeriti 56°C
juures iile66. Jargnevalt inaktiveeriti liitisilahuses olev proteinaas K 96°C juures 20 minutit ja
tsentrifuugiti 10 minuti véltel 13000 p/min (Heraeus Instruments Biofuge Pico, Rotor
w/ClickSeal lid).

PCR-i labiviimisel kasutati alljargnevaid alleelspetsiifilisi praimereid:

NestinCre

5~ AGGTGTAGAGAAGGCACTTAGC -3’
5~ CTAATCGCCATCTTCCAGCAGG -3’
Ric8LacZ/+

5’ -~ CGCATCGTAACCGTGCATCT -3’

5’ -~ CTCTCCCAGCATCCCTCAC -3’

5~ CACACCCCAGCCGAGTTG -3’
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Ric8lox/lox
5 - GGTAGGGCTCAATGTTGG -3’
5> - GCCAAACAATCTCTCGAACC -3’

PCR-i reaktsioonisegu komponendid olid 10x TagqBuffer (NH4),SO4-ga, 25 mM MgCl,, 2
mM dNTP, Tag-poliimeraas (5U/ul), ddH20, 0,5 ul DNA-d, praimerid. Reaktsioonisegu oli
kokku 10 pl, uuringud teostati PCR masinaga Biometra Thermocycler.

PCR-i labiviimise tingimused:
95°C 5 minutit

95°C 30 sekundit

58°C 40 sekundit 32 tsiiklit
72°C 1 minut

72°C 10 minutit

4°C hoidmine

PCR-i tulemused analiilisiti geelelektroforeesil, mille kéigus reaktsiooniprodukte
lahutati/eraldati 1% voi 1,5% TBE (Tris-boraat-EDTA) agaroosgeelil, mis sisaldas 7,5 pl
etiidiumbromiidi. Pikkusmarkerina oli kasutusel 1 kb DNA ladder.

2.2.4. Embriiote sisestamine koeldoikude valmistamiseks

Embriioid pesti 3x20 minutit PBS lahusega. Jargnevalt kasutati kasvava konsentratsiooniga
alkoholirida (50%, 60%, 70%, 80%, 96% ja 100% etanooli) iile66. Seejarel inkubeeriti
embriiosid 2x 2h ksiilooliga ja 2x 2h parafiiniga. Lopetuseks sisestati embriiod plokkidesse
kindlas orientatsioonis, esmalt vormi Olitades ja seejdrel seda parafiiniga tdites. Selliselt

sisestatud embriiod jaid kiilmaplaadile tahenema (MICROCIA, AP260-1).

2.2.5. Parafiinloikude valmistamine

Koeldigud valmistati parafiini sisestatud embriiotest ja Imm 16ikudest. Parafiinblokkidest
10igati mikrotoomiga (Microm HM 355S) 8 pm 1digud, mis asetati adhesiivsetele
alusklaasidele (Menzel-Glaser) ja lasti kuivada ning kinnituda 40°C juures vahemalt 24 tundi.
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Parafiinldigud hoiustati edasisteks katseteks toatemperatuuril.

2.2.6. Histoloogiliste preparaatide valmistamine

Histoloogiliste preparaatide valmistamiseks viidi 1dbi hematoksiiliin-eosiin virving. Selleks
hoiti 16ikude kinnitumiseks esmalt preparaate 30 min 60°C juures. Seejarel deparafiniseeriti
preparaate 3x5 minutit ksiilooliga. Koeldikude rehiidreerimiseks kasutati kahaneva
konsentratsiooniga alkoholirida (100%, 96%, 90%, 70%, 50% etanool) 2 minutit ja seejérel
ddH20 1 minutit. Varvimisprotsessil kasutati hematoksiiliini 10 minutit, mille véltel véarvusid
rakutuumad sinakaks. Parast esimest varvingut pesti iileliigne hematoksiiliin 16ikudelt maha
ning asetati fikseerumiseks 10 minutiks kraanivette. Jargnes 16ikude varvimine eosiiniga 2-3
minutit, mis vérvis rakkude tsiitoplasma punakaks. Uleliigne virv loputati 1dikudelt maha
ning asetati taas kraanivette. Véarvingu I0ppedes dehiidreeriti 10igud kasvava
konsentratsiooniga alkoholireas (70%, 96% ja 100% etanooli 2x1 minutit). Seejarel kanti
16ikudele 2x2 minutiks ksiilooli ning sulundati Kanada palsamiga (Sigma-aldrich) ja kaeti

katteklaasiga.

2.2.7. Immuunohistokeemiline analiiiis parafiinldéikudele

Immuunohistokeemilise reaktsiooni teostamiseks kuumutati parafiinldike esmalt 30 minutit
60°C juures, et 10igud oleksid alusklaasile tugevalt kinnitunud. Koeldigud deparafiniseeriti
ksiiloolis 2x5 minuti véltel. Jargnevalt rehiidreeriti 16igud kahaneva kontsentratsiooniga
alkoholireas (100%, 96%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%). lga etanooli kontsentratsiooni juures
hoiti 1dike 2x1 minutit. Seejérel kanti 10ikudele 2x1 minutiks ddH20. Koeldigud asetati 98°C
juures 30 minutiks naatriumtsitraatpuhvrisse (10 mM, ph=6,0), et eemaldada fikseerimisel
tekkinud valkudevahelised ristsidemed.  Jargnevalt  jahutati 1dike 20 minutit ning
permeabiliseeriti 0,1% TritonX/PBS lahuses 20 minutit. Ldike blokeeriti 1 h véltel 5%
kitseseerumiga 1% BSA/PBS lahuses, et viltida immunoglobiini mittespetsiifilist scondumist.
Seejdrel inkubeeriti 1dike niisutuskambris primaarsete antikehadega iile66.
Kasutatud antikehad: kiiiilikus valmistatud antikeha Laminiin-1 (Sigma Aldrich; lahjendusega
1:500) ja hiires valmistatud antikeha Integriin-1 (12G10) (Santa Cruz; lahjendusega 1:400)
ning janeses valmistatud antikeha Goys (Santa Cruz; lahjendusega 1:100) ja aSMA (Santa
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Cruz; lahjendusega 1:800). Negatiivse kontrolli puhul kasutati primaarse antikeha asemel
1% BSA/PBS lahust. Jargnevalt pesti 16ike 3x5 minuti jooksul 1x PBT (PBS; 20% Tween-20)
lahusega ning inkubeeriti sekundaarsete antikehadega Alexa goat-anti-mouse 555 ja goat-
anti-mouse 488 (lahjendusega 1:1000), Alexa goat-anti-rat 555 ja goat-anti-rat 488
(lahjendusega 1:1000), Alexa goat-anti-rabbit 555 ja goat-anti-rabbit 488 (lahjendusega
1:1000)(Molecular Probes, Eugene, OR) 1 h niisutuskarbis toatemperatuuril pimedas. Seejérel
pesti 1oike 2x5 min 1x PBT lahusega ja 2x5 min PBS lahusega ning inkubeeriti 2 minutit
DAPI-ga PBS-s (4’,6-diamidino-2-feniiiilindool) (Sigma Aldrich, lahjendusega 1:1000), mis
aitab rakkudes nédhtavale tuua tuumades paikneva DNA. Jiargnevalt pesti 16ike 2x5 min 1x
PBS lahusega. Lopuks sulundati 16igud Fluoromount geeliga (Electron Microscopy Sciences)
ning kaeti katteklaasiga. Loikude tdieliku kuivamise véltimiseks lakiti katteklaaside servad

labipaistva lakiga.

2.2.8. Koeloikude pildistamine

Histoloogilisi ja immuunohistokeemilisi preparaate pildistati ja analiiiisiti mikroskoobiga
Olympus BX51 Quantum, mis oli varustatud Olympus DP71 kaameraga.
Immuunohistokeemiliste preparaatide analiiiisimiseks kasutati lisaks konfokaalmikroskoopi
Olympus IX81 ning selle programmi FluoroviewTM FV1000. Saadud piltide jareltootluseks
ja dokumenteerimiseks kasutati arvutiprogrammi Adobe Photoshop CS4 11.0.

2. 3. Tulemused

2.3.1. NestinCre:Ric8'* %™ embriiote siidame morfoloogia hindamine

Antud bakalaureusetoos vorreldi E13.5 ja E14.5 vanuses olevaid Ric8a mutantseid
konditsionaalseid ~NestinCre;Ric8?'™* (edaspidi Ric8CKO) embriiosid ja kontroll-

pesakonnakaaslaste embriiote siidame arengut.

Varasemalt on leitud, et vastsiindinud PO Ric8CKO hiirtel esineb siidames morfoloogilisi
erinevusi vorreldes kontrollhiirtega (Piia Hurt, bakalaureuset6o 2015), seega oli kdesoleva
bakalaureusetod eesmérgiks uurida ja kirjeldada nende defektide tekkimise mehhanisme
embriionaalse arengu perioodil. Esmalt uuriti E13.5 ja E14.5 Ric8CKO embriiote siidame

morfoloogiat  eosiin-hematoksiiliiniga t6ddeldud histoloogilistel 16ikudel.  Tulemusi
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analuiisides leiti, et E13.5 kontrollembriio areneva siidame vatsakeste vahesein on rohkem
kompakteerunud (Joonis 1 A, B; n=1) kui Ric8CKO embriio vatsakeste vahesein (Joonis 1 E,
F; n=1). Sarnase tulemuseni jouti ka E14.5 vanuste kontrollembriiote (Joonis 1 C, D; n=3) ja
Ric8CKO (Joonis 1 G, H; n=3) embriiote siidamete vordlemisel. Lisaks leiti, et E13.5 ja
E14.5 vanuse kontrollembriiote siidame vatsakeste parietaalse seina miiokardi trabeekulite
kiht on tihedam ja korrapédrasem (Joonis 1 A, C) vorreldes Ric8CKO mutantsete siidametega,

kus trabeekulid paiknesid horedamalt ning olid vdiksemad (Joonis 1 E, G).

Joonis 1. E13.5 ja E14.5 Ric8CKO embriiote siidames on vatsakeste vahesein viihem kompakteerunud
ning miiokardi trabeekulite kiht on héredam (mustad nooled). (A, C) E13.5 ja E14.5 kontroll-embriio (Ctrl)
stidame ristldigud. (B, D) Suurendatud véljaldiked vatsakeste vaheseinast (VS) vastavalt A ja C piltidelt. (E, G)
E13.5 ja E14.5 Ric8a mutantse konditsionaalse embriio siidame (Ric8CKO) siidame ristldigud HE vérvinguga.
(F, H) Suurendatud viljaldiked piltide E ja G vatsakeste vaheseinast. Hematoksiiliin-eosiin. Mustad nooled

tdahistavad vatsakeste trabeekulite piirkondi. M36tl6ik, 100 pum.

2.3.2. Laminiin-1 ja p1-Integriin lokalisatsiooni analiiiis

Jargnevalt uuriti immunohistokeemilise analiiiisiga basaalmembraani komponenti laminiini,

kasutades kiililikus valmistatud Laminiin-1 vastast antikeha, ning selle retseptorit P1-
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integriini, kasutades hiires valmistatud B1-Integriini vastast antikeha. Katse tulemusi
analiiiisides leiti, et B1-Integriini ekspressioon on kontrollhiirte ja RicBCKO mutantsete hiirte
vaskulaarpoimikute piirkonnas vordne (Joonis 2 A, D; n=3). Seevastu, Laminiin-1
ekspressioonitase oli RicSCKO embriiote vaskulaarpdimikute piirkonnas korgem vdrreldes
kontrollembriiote sama piirkonnaga (Joonis 2 B, E; n=3). Bl-Integriini ja Laminiin-1
kolokalisatsioon oli sarnane nii kontrollembriio siidames kui ka Ric8CKO vaskulaarpdimikute
piirkonnas (Joonis 2 C, F). Antud katsetes avaldus ka tendents, kus vdorreldavatel 16ikudel
hinnatud E14.5 Ric8CKO embriiote slidametes on pdrgarterite vaskulaarpdimikud laiemate
valendikega, rohkem harunenud ning hélmavad suurema ala kui pesakonnakaaslaste siidames
(Joonis 2, valged nooled). Need tulemused annavad alust arvata, et RicBCKO mutantsetes
siidametes on need kiiremini arenenud, mis vdivad viia laienenud pargarteriteni PO hiirte

siidametes (Piia Hurt, bakalaureuset6o 2015).

' Ao / A?‘

[}

vy — E145 — E145 vy

Ric8CKO E Ric8CKO F Ricé}CKO

Joonis 2. E14.5 Ric8CKO embriiote vaskulaarpdimikute piirkonnas (valge nool) on Laminiin-1
ekspressioonitase kdrgem. Ristldigud (A, B, C) kontrollembriiote (Ctrl) ning (D, E, F) Ric8a mutantse hiire
embriiote (RicCKO) siidame piirkonnast. (A, D) Bl-Integriin ekspressioonimuster. (B, E) Laminiin-1
ekspressioonimuster. (C, F) pBl-Integriin ja Laminiin-1 kolokalistasioon. Valged nooled tahistavad
vaskulaarpdimikute piirkonda. Lithendid: (AO) aort. M6tloik, 100 um.
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2.3.3. aSMA ja Ga;3 lokalisatsiooni analiiiis

Histoloogiliste preparaatide analiiiisi jargselt soovisime teada neuraalharja paritolu rakkude
lokalisatsiooni siidames. Selleks ilmutasime immuumohistokeemiliselt neuraalharja péritolu
markeri — aSMA. Tulemustest selgus, et nii kontroll-embriiotel (n=3) kui ka Ric8CKO
mutantidel (n=3) on aSMA positiivsete rakkude hulk vaskulaarpdimikute arenemise
piirkonnas hinnanguliselt sarnane (Joonis 3. B, E), millest voib jareldada, et molemal juhul
migreeruvad NC derivaadid siidamesse. Teiseks leidsime, et aSMA positiivsed NC parit
rakud asuvad rohkem aordi timbruses ning vaskulaarpdimikute piirkonnas nii RicBCKO kui
ka pesakonnakaaslastel (Joonis 3. B, E). Sellest vdib jareldada, et mutantsetes embriiotes
migreeruvad NC derivaadid normaalselt aordi ja vaskulaarpdimikute piirkonda, panustades

nende arengusse.

Uurimaks RIC-8A otseseid interaktsioonipartnereid, tegime katse Go,s vastase antikehaga
ning leidsime, et Ric8CKO hiirtel (n=2) on vdrreldes pesakonnakaaslastega (n=2) Gays iildine

ekspressioonitase vaskulaarpdimikute piirkonnas alla reguleeritud (Joonis 3 A, D).

g Clr/
/a:zSMA

Ric8CKO E " e Ric8CKO L
/ ; a-SMA ¢ /a-SMA

Ao

§ i Ao

Joonis 3. E14.5 Ric8CKO embriiote Ga,; ekspressioonitase on vaskulaarpdimikute piirkonnas (valged
nooled) alla reguleeritud. Ristldigud (A, B, C) kontrollembriiote (Ctrl) ning (D, E, F) Ric8a mutantse hiire

embriiote (RicCKO) siidame piirkonnast. (A, D) Goyz ekspressioonimuster. (B, E) aSMA ekspressioonimuster.
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(C, F) Goyzja aSMA kolokalistasioon. Valged nooled tahistavad vaskulaarpdimikute piirkonda. Lithendid: (AO)
aort. Mootloik, 100 pm.

Selleks, et wuurida ldhemalt Gayz ja oSMA lokalisatsiooni ja kolokalisatsiooni
vaskulaarpoimikute piirkonnas, kasutasime koeldikude pildistamiseks konfokaalmikorskoopi.
Tulemusi analuusides leidsime, et kontrollembriiotel moodustab oSMA muster antud
piirkonnas korraparase ning seotud vorgustiku (Joonis 4 B). RicBCKO mutandil aga nigime,
et aSMA muster on kohati katkendik ning ebakorraparasem (Joonis 4 F). Lisaks leidsime, et
kontrollembriiol oli mérgata suuremat Goyz ja aSMA kolokalisatsiooni rakkude iimber, mis
sidus vorgustikuna rakke omavahel (Joonis 4 C, D). Seevastu mutandil kolokalisatsioon
peaaegu puudus, rakkudel puudus tihendav struktuur (Joonis 4. G, H). Samuti oli RicBCKO
hiireliini vaskulaarpdimikute piirkonnas mérgata kohati iiksnes Goyz-ga iimbritsetud

tuumasid, kohati iiksnes aSMA-ga timbritsetud tuumasid (Joonis 4 G, H).

Ctrl Ctrl
a-SMA C /afSMQ\ D /a-SMA/DAPI

AO AO gdet A0 208
—— E145 £ E14.5 kgt 8 E£14.5 Ry

Ric8CKO F RicBCKO @G Ri&8CKO H Ric8CKO
EE d-SMA s Y /a-SMA o JatSMA/DAPI

. AO X d
E14.5 — E145 »—4 E14.5 b —45 E145 b —4
Joonis 4. E14.5 Ric8§CKO embriiote Gay; ja aSMA ekspressioonimuster on katkendlik ja ebaiihtlane,

kolokalisatsioon peaaegu puudub. Ristldigud (A, B, C, D) kontrollembriiote (Ctrl) ning (E, F, G, H) Ric8a
mutantse hiire embriiote (RicCKO) vaskulaarpdimikute piirkonnast. (A, E) Gays ekspressioonimuster. (B, F)
aSMA ekspressioonimuster. (C, G) Gz ja aSMA kolokalistasioon. (D, H) Gajs, oSMA ja DAPI
kolokalisatsioonimuster. Lithendid: (AO) aort. M66t1oik, 100 pm.
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2.4. Arutelu

Kéesolevas bakalaureusetoos leiti, et RicBCKO mutantide ja kontroll-pesakonnakaaslaste
vahel esinesi morfoloogilisi ja immuunohistokeemilisi erinevusi siidame arengus juba vanuses
E13.5 ja E14.5. Mutandil esinesid kompakteerumishéaired vatsakeste vaheseinas, viiksemad ja
horedamad trabeekulid ning kiiremini vélja arenenud péargarterite (CA) vaskulaarpdimikud,
mis viljendusid nende suuruse erinevuses vorreledes pesakonnakaaslastega. Need tulemused
voivad anda seletuse varem sama hiireliini mutantsete PO vanuses siidametes leitud VSD,
trabeekulite diameetri vihenemise ning laienenud péargarterite tekke pohjustele (Piia Hurt,
bakalaureuset66 2015). Kirjandusest on teada, et siidamesse migreerunud NCCs panustavad
vatsakeste vaheseina- ning pargarterite moodustumisesse (Arima et al., 2012). Meie katsete
tulemused nditasid, et aSMA positiivseid rakke oli vaskulaarpdimikute piirkonnas
hinnanguliselt vordselt, mis lubavad arvata, et RicBCKO hiireliinil pole NC derivaatide
migreerumine antud piirkonda héiritud. Nestin ekspresseerub hiire areneva stidame epikardis,
arenevates koronaarsetes veresoontes (Wagner et al., 2006) ning miiokardis paiknevates
kardiomiiotsiiiitides (Kachinsky et al., 1995; Liu et al., 2015). Samuti on leitud, et RIC-8A ja
Nestin ekspresseeruvad samades siidame piirkondades, subepikardiaalkihis ja miiokardis (Piia
Hurt, bakalaureuset6d 2015), mille pohjal jareldati, et Ric8CKO mutantsetel hiirtel on RIC-
8A nendest piirkondadest vilja lilitatud. Koronaarse veresoonkonna ja silelihasrakkude
(SMCs) tekkimiseks on vajalik epikardi epiteel-mesenhiimaalne transitsioon (Pérez-Pomares
et al., 1997), tdnu millele moodustuvad pérgarterite SMCs, miiokardi fibroblastid ja
kapillaaride endoteel (Kirby, 2007). Seega hiired epikardist périt rakkude migreerumisel ja
differentseerumisel voivad viia eelpool mainitud anomaaliateni. Sellest voime jéreldada, et
RIC-8A puudumine neuraalharja rakkudest, kardiomiiotsiilitidest ja epikardi rakkudest voib
olla CA vaskulaarpdimikute ja trabeekulite ebakorrektse arengu ning vaheseina

kompakteerumishiirete pohjuseks.

Uurimaks defektide voimalikke tekkemehhanisme, tegime immunohistokeemilise analiiiisi
aSMA, Goys, Bl-Integriin ja Laminiin-1 vastaste antikehadega. aSMA on silelihasrakkude
(SMCs) marker, mis tunneb &ra ka neuraalharja péaritolu rakud (Arima et al., 2012). Katsete
tulemustest leidsime, et aSMA positiivsete rakkude hulk vaskulaarpdimikute piirkonnas oli
nii kontrollil kui RicBaCKO mutandil hinnanguliselt vordne. Sellest voime jareldada, et RIC-
8A vilja liilitamisel pole NC derivaatide migreerumine antud piirkonda héiritud. Gays, RIC-

8A otsene interaktsioonipartner, ekspressioon siidames oli mutandil alla reguleeritud. Sarnase
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tulemuseni Nes;Ric8aCKO hiireliini uurides on joutud ka neokorteksit ja hipokampust (Kask
et al., 2015) ning tiivirakke (Ruisu et al., 2017) uurides. RIC-8A on G-valkudele
molekulaarseks tSaperoniks, vahendades Ga-subiihikute seondumist plasmamembraaniga ning
sellega kontrollides nende hulka rakus (Gabay et al., 2011). Samuti omab RIC-8A GEF toimet
Ga subiihikutele, mis pikendab ja véimendab G-valgu signaali (Afshar et al., 2005; Bastiani ja
Mendel, 2006; Tall et al., 2003). NCCs-de korrektseks migreerumiseks on vajalik RIC-8A
Oige interaktsioon signaalikaskaadis olevate valkudega, mille puudumine viib rakkude
ebakorrektse migreerumise ja adhesiooni vihenemiseni (Fuentealba et al., 2013). Laminiini ja
integriini ekspressiooni vaatasime, et tuvastada, kas RIC-8A puudumisel ilmneb signaaliraja
haireid rakkude adhesioonil ja migratsioonil. Laminiin, peamine basaalmembraani (BM) valk
(Timpl, 1996), timbritseb tulevaste veresoonte rakke siidames (Rienks et al., 2014). Meie
katsete tulemused néitasid, et Ric8CKO hiirte vaskulaarpdimikute piirkonnas on Laminiini
ekspressiooni tase kdrgem vorreldes pesakonnakaaslaste sama piirkonnaga. See lubab oletada,
et varasem vaskulaarpdimikute arenemine mutantsete hiirte siidametes pohjustab varasemat
BM teket, mille tulemusena laminiini ekspressioon mutandi vaskulaarpdimiku piirkonnas oli
korgem. Basaalmembraanil lokaliseeritud laminiin on vdimeline seonduma lébi
rakumembraani ulatuva integriiniga (Belkin ja Stepp, 2000). Integriin on vajalik BM-laminiin
vorgustiku tekkeks, mis on aluseks korrektsele BM-le, mis voimaldab rakkude adhesiooni
ning rakk-BM vahelist kontakti (Yang et al., 2015). Meie katse tulemused néitasid, et f1-
Integriini ekspressioon oli RicBCKO ja pesakonnakaaslaste siidames sarnane. See lubab
arvata, et Bl-Integriini hulk vaskulaarpdimikute piirkonnas pole mutantsel hiirel vorreldes
kontrolliga muutunud, kuid see lubab iiksnes spekuleerida, kas B1-Integriini aktiveeritud
vormi hulk on mutantse ja kontrollhiire puhul vaskulaarpdimikute piirkonnas vordne (Ruisu
et al.,, 2017). Gayz on vdimeline raku sees seonduma integriiniga (Gong et al., 2010).
Varasemalt on leitud, et RIC-8A puudumisel on rakkude seondumine laminiinile hdiritud, mis
viib rakkude ebakorrektse migreerumiseni (Kask et al., 2015). Samuti on leitud, et RIC-8A on
vajalik B1-Integriin aktivatsiooniks ja f1-Integriini poolt vahendatud rakkude migratsiooniks
(Ruisu et al., 2017). Sellest vdime oletada, et RIC-8A puudumine pohjustab Gays
allareguleerimist, mis voib omakorda viia B1-Integriini inaktivatsioonini. See omakorda voib
pOhjustada laminiini ebakorrapdrasust BM-l, ning viia NCC-de, epikardi rakkude ja
kardiomiiotsiiiitide adhesiooni ja migratsiooni hiireteni. Lisaks vdivad need pohjustada CA

vaskulaarpoimikute ja trabeekulite anomaaliaid ning kompakteerumishdireid, mis vdivad olla
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sama hiireliini PO siidamete puhul leitud defektide pdhjuseks (Piia Hurt, bakalaureuset6o

2015).
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KOKKUVOTE

Antud bakalaureuset6d eesmargiks oli uurida ja kirjeldada Nestin-cre;Ric8a konditsionaalsete

hiirte siidame voimalikke arengudefekte, poorates suuremat tdhelepanu vaskulaarpdimikute

piirkonnale, kus arenevad vélja pargarterid. Samuti tahtsime uurida, mis vois olla

eelkirjeldatud defektide pohjuseks. Selleks uurisime neuraalharjarakkude markerit aSMA-d,

RIC-8A otsest interaktsioonipartnerit Gayz, basaalmembraani peamist komponenti Laminiin-1

ning B1-Integriini.

Bakalaureuset66 kokkuvotteks tegime jargmised jareldused:

Vanuses E13.5 ja E14.5 esinevad Ric8CKO embriiotel morfoloogilised erinevused
vorreldes pesakonnakaaslastega, milleks on kompakteerumishdired vatsakeste vaheseinas,
viiksemad ja horedamad trabeckulid vatsakestes ning vaskulaarpdimikute kiirem vélja

arenemine

Vanuses E14.5 esinesid Ric8CKO embriiotel vaskulaarpdimikute piirkonnas korgem

Laminiin-1 ekspressioonitase

Vanuses E14.5 ei tuvastanud me Ric8CKO ja tema pesakonnakaaslaste puhul pI1-

Integriini ekspressioonitaseme muutust

Vanuses E14.5 leidsime, et Ric8CKO embriiotel on Gayz ekspressioon
vaskulaarpdimikute piirkonnas ja aordi iimbruses alla reguleeritud, kuid ei suutnud
tuvastada erinevust aSMA positiivsete rakkude hulgas eelpool nimetatud piirkondades

Vanuses E14.5 leidsime, et kontrollembriiote vaskulaarpdimikute piirkonnas on Gaas ja
aSMA kolokalisatsioon suurem ning aSMA filamendid moodustavad rakke ithendavaid
struktuure, seevastu Ric8CKO hiireliinil kolokalisatsioon peaaegu puudus ning rakkudel

el olnud iiksteisega filamentide kaudu iihendatud
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RESUMEE/SUMMARY

Nestin-cre;Ric8a mutant mouse’s heart development during the formation of coronary

arteries
Hanna Antson
Summary

Cardiogenesis can be considered to be one of the most important stages of organogenesis,
which ensures the possibility of further development of the embryo. Consequently, defects in
the development of the heart can lead to embryonic lethality at the early stages of

development.

Coronary arteries arise in the heart of the mouse at the age of E16 and their main function is
to supply the heart with oxygenated blood and nutrients. Their development begins at the
early stages of cardiogenesis by the formation of the vascular plexus regions, which is
associated with the correct differentiation, migration and adhesion of the neural crest cell

derivates.

Neural crest cell derivates, which arise from pluripotent neural crest cells, contribute to
different development of various cardiac structures, including outflow tracks and coronary
arteries. Correct differentiation, migration and adhesion of cells originating from the neural
crest are associated with G-protein-regulated signaling pathways. RIC-8 is a molecular
chaperon and a guanine exchange factor for G-proteins, which results in a normal level of G-
proteins in the cell, and the amplified and prolonged signal transmitted by them. In our mouse
line, Ric8 was removed from the Nestin-cre positive cells. Therefore, we wanted to
investigate what effect G-proteins and G-protein-regulated downstream signaling pathways

have on a developing heart.

The aim of this Bachelor’s thesis was to investigate mouse cardiogenesis and describe
possible defects, in the heart of the Nestin-Cre;Ric8a conditional mice at the age E13.5 and
E14.5. To investigate the causes of defects earlier found in PO mice, we focused our attention
to the vascular plexus region. We also wanted to investigate what might have been the cause

of the defects. Therefore we examined the neural creat marker, aSMA, the direct interaction
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partner of RIC-8A, Gal3, the main component of the basement membrane, Laminin-1, and

Laminin-1’s main receptor, B1-Integrin.
To conclude the bachelor thesis, we made the following conclusions:

e At the ages E13.5 and E14.5, we detected morphological differences between RicBCKO
embryos and its littermates. Mutant mice had compaction disturbance in the ventricular
septum, smaller and thinner trabecula carneae and faster development of the vascular

plexuses

e Atthe age E14.5, the RicBCKO embryos showed a higher expression of Laminin-1 in the

vascular plexus area

o At the age E14.5, we did not detect difference in the expression level of B1-integrin

between Ric8CKO mutant mice and its littermates

e At the age E14.5, we detected that in Ric8CKO embryos the Gal3 expression was
downregulated in the plexuses and around the aorta, but we could not detect the difference

between aSMA positive cells in the abovementioned regions

e At the age E14.5, we found that control mice in the area of the plexuses larger than the
Gal3 and aSMA colocalization and form nucleus-forming structures, whereas, on the
RicBCKO mouse line, the colocalization was almost absent, and the cells did not have a

structure interconnec
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