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KASUTATUD LUHENDID

AVE — anterioorne vistseraalne endoderm

Baz — bazooka

BM - basaalmembraan

CCT - chaperonin-containing t-complex polypeptide 1
Cerl — cerberusl

DAPI — 4°,6-Diamidino-2-phenylindole

dNTP — nukleotiid trifosfaat

DRIP79 — dopamine-receptor interacting protein 79
DVE — distaalne vistseraalne endoderm

EDTA — ctiileendiamiintetraatsetaat

EMT — epiteliaal-mesenhiimaalne transitsioon
EXVE — ekstra-embriionaalne vistseraalne endoderm
EXM — ekstra-embriionaalne mesoderm

FGF4 — fibroblast growth factor 4

Fog — folded gastrulation

GAP — GTPaase aktiveeriv valk

GATAA4/6 — GATA binding protein 4/6

GDI — guaniini nukleotiidi dissotsiatsiooni inhibiitor
GDP — guanosiin difosfaat

GEF —guaniini nukleotiidivahetusfaktor

GPCR — G-protein coupled receptor (G valkudega seotud retseptor)
GTP — guanosiin trifosfaat

ICM — inner cell mass (sisemine rakumass)



Leftyl — left-right determination factor 1
Lama-1 — laminiin-al

Lnl — laminiin-1

MMP9 — maatriks metalloproteaas-9

NuMa — nuclear mitotic aparatus protein

PBS — fosfaatpuhverdatud soolalahus

PCR — poliimeraas ahelreaktsioon

PE — primitiivne endoderm

PEN - polyethyen naphthalate

PFA - paraformaldehiiiid

Pins — partner of inscuteable

PhLP-1 — phosducin like protein-1

PL-1 — platsentaalne laktogeen-1

Prl3d1 — prolactin family 3, subfamily d, member 1
pTG rakk — primaarne trofoblasti gigantrakk
PTHrP — parathyroid hormone related protein
RhoA — Ras homolog gene family, member A
RIC8 — resistance to inhibitors of cholinesterase 8
RM — Reichert’i membraan

TAE - tris-atsetaat-EDTA

TE — trofektoderm

VE — vistseraalne endoderm

YS - yolk sac (rebukott)



SISSEJUHATUS

Imetajate ekstra-embriionaalsete kudede normaalne areng on héddavajalik embriio
korrektseks implanteerumiseks emakasse ning raseduse edukaks kulgemiseks. Ekstra-
embriionaalsed koed vahendavad embriio kontakti ema organismiga ning nad omavad olulist
rolli embriio kaitsmisel ema immuunsiisteemi eest ja embriio varustamisel toitainetega.
Ekstra-embriionaalsete kudede arengudefektide puhul ei kujune embriio ja ema organismi
vahel vilja funktsionaalset kontakti ning seetdttu on sellised defektid paljudel juhtudel
embriionaalselt letaalsed. Lisaks sellele voivad ekstra-embriionaalsete kudede defektid
panna ohtu ka ema tervise. Niiteks on iiheks selliseks ekstra-embriionaalsete kudede
defektist pohjustatud haiguseks preeklampsia, mis voib raskematel juhtudel viia ema voi

loote surmaga Idppevate tiisistusteni.

Heaoluiihiskonnas on itha kasvavamaks probleemiks viljatus, mille lahendusena
ndhakse in vitro viljastamist. Ka in vitro viljastamisel on Kriitilise tdhtsusega kehavaliselt
viljastatud munaraku edukas implanteerumine emakasse, mis sOltub nii emaka
vastuvotlikkusest kui ka ekstra-embriionaalsete kudede funktsionaalsusest. Samuti katkevad
paljud loomulikul teel tekkinud rasedused implantatsiooni staadiumis ning pole voimalik
tapselt hinnata kui suur hulk rasedusi sel pdhjusel avastamata jadb. Arvestades seda, kui
tdhtis on raseduse varajane staadium raseduse edukaks kulgemiseks on oluline uurida nende
kudede arengut, mis méingivad varajase raseduse edukal kulgemisel olulist rolli. Kuigi hiire
ekstra-embriionaalsete kudede areng erineb mdneti inimese ekstra-embriionaalsete kudede
arengust, siis on hiir siiski hea mudelorganism selleks, et uurida ekstra-embriionaalsetes

kudedes toimuvaid molekulaarseid mehhanisme.

Kédesolevas  magistritods on  kisitletud loomariigis  konserveerunud  guaniini
nukleotiidivahetusfaktor RIC8 vdimalikku rolli hiire ekstra-embriionaalsete kudede arengus.
On teada, et Ric8 homosiigootset mutatsiooni kandvad embriiod surevad gastrulatsiooni
staadiumis omades erinevaid arengudefekte embriionaalsetes kudedes. Ric8” embriiote
ekstra-embriionaalsete kudede arengut pole varasemalt pohjalikult uuritud. Magistritoo
eesmirgiks on analiiiisida ja kirjeldada Ric8” embriiote ekstra-embriionaalsete kudede
morfoloogiat ja histoloogiat varajases post-implantatsioonilises arengus. Toos késitletakse
eelkdige rebukoti ja vistseraalse endodermi arengut pregastrulatsiooni ja gastrulatsiooni

staadiumis.



Magistritdo teoreetilises osas antakse iilevaade koduhiire Mus musculus ekstra-
embriionaalsete kudede arengust alates implantatsiooni staadiumist kuni embriionaalse
vanuseni E7.5. Lisaks sellele késitletakse teoreetilises osas guaniini nukleotiidivahetusfaktor

RIC8 teadaolevaid funktsioone ning RIC8 puudusega kaasnevaid arengudefekte erinevates
mudelorganismides.



KIRJANDUSE ULEVAADE

1. Ekstra-embriionaalsete kudede areng

1.1 Primaarsed trofoblasti gigantrakud

Hiire embriio implantatsioon emakasse algab neljanda embriionaalse arengupéeva
(E4.0) 16pus ning see toimub tdnu Dblastotsiisti ja emakakoe vastastikkustele
interaktsioonidele (Paria jt., 1993). Blastotsiisti staadiumis embriios on eristatavad kolm
koetliiipi: sisemine rakumass (ICM), primitiivne endoderm (PE) ja trofektoderm (TE)
(Joonis 1). ICM paneb arengu kdigus aluse embriio kudedele ning PE ja TE panustavad
ekstra-embriionaalsete kudede arengusse (Yamanaka jt., 2006) (Joonis 1). Implantatsiooni
vahendavad TE rakud, mis jagunevad polaarseteks ja muraalseteks TE rakkudeks vastavalt
paiknemisele ICM suhtes (Joonis 1). Polaarne TE on kontaktis sisemise rakumassiga ning
tdnu sealt ldhtuvatele signaalidele jatkub polaarse TE rakkude proliferatsioon ka parast
implantatsiooni  staadiumit ning neist arenevad ekstra-embriionaalne ektoderm,
ektoplatsentaalkoonus ja moodustuva platsenta trofoblasti rakud (Rossant, 2001). Muraalse
TE rakud, mis pole kontaktis sisemise rakumassiga, 1opetavad implantatsiooni staadiumis
jagunemise, kuid neis jatkub DNA endoreduplikatsioon ning nad diferentseeruvad
primaarseteks trofoblasti gigantrakkudeks (pTG rakk) (Cross jt., 1994; Rossant, 2001).
Loplikult diferentseerunud ja diferentseerumata seisundi regulatsioonis on iiheks oluliseks
komponendiks FGF4 (fibroblast growth factor 4), mille signaal takistab sisemise
rakumassiga kontaktis olevate trofoblastide diferentseerumist pTG rakkudeks (Leunda-Casi
jt., 2001). Muraalse TE paritolu pTG rakud omavad arvukalt erinevaid funktsioone nii
implantatsioonilise kui ka post-implantatsioonilise arengu kéigus. pTG rakud vahendavad
blastotsiisti kontakti emaka epiteeliga, kutsuvad esile detsidualiseerumist ja tungivad emaka
stroomasse. Nende protsesside tulemusena luuakse ema ja lootevaheline ithendus, mille
kaudu toimub toitainete ja endokriinsete signaalide vahendamine enne funktsionaalse

platsenta vilja kujunemist (Cross jt., 1994).

Emaka ettevalmistamine embriio implantatsiooniks toimub ema organismi poolt
toodetud suguhormoonide progesteroon ja Ostrogeen koostoimel (Dey jt., 2004).
Progesteroon ja Ostrogeen reguleerivad embriio ja emakakoe vahelisi interaktsioone ning

voimaldavad embriiot iimbritseva emaka endomeetriumi detsidualiseerumist (Ramathal jt.,
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2010). TE interaktsioon emaka epiteeliga kutsub esile muutusi emakakoe
geeniekspressioonis, mis on samuti vajalik detsidualiseerumiseks ja implantatsiooni
efektiivseks toimumiseks (Paria jt., 2001). Detsidualiseerumise kdigus moodustunud emaka
detsiidua on oluline varajase tiinuse sdilitamiseks ja embriio kasvamiseks ning jidb embriiot

timbritsema kuni funktsionaalse platsenta vélja kujunemiseni vanuses E10.5 ( Ramathal jt.,
2010).

E3.5 _ EG6.0
Primaarsed
trofoblasti Ektoplatsentaal
gigantrakud koonus

Polaarne trofektoderm

Sisemine
rakumass
F’ng’ngwne Vistseraalne
endoderm endoderm
Parietaalne
endoderm
Blastotsadl © Reichert’i
Rebukott Q‘Q membraan
Muraalne trofektoderm Y

Epiblast Ekstra-embriionaalne

ektoderm

Joonis 1. Hiire embriio preimplantatsioonilises ja postimplantatsioonilises staadiumis. Vanuses E3.5 on
embriio blastotsiisti staadiumis ning koosneb trofektodermist (sinine), sisemisest rakumassist (roosa) ja
primitiivsest endodermist (roheline). Trofektoderm jaguneb polaarseks ja muraalseks trofektodermiks vastavalt
oma paiknemisele sisemise rakumassi suhtes. Polaarne trofektoderm on kontaktis sisemise rakumassiga ning
muraalne trofektoderm timbritseb blastots66li. Vanuses E6.0 on embriio saavutanud munasilindri staadiumi.
Muraalse trofektodermi rakkudest on arenenud primaarsed trofoblasti gigantrakud, mis on kontaktis Reichert’i
membraaniga. Reichert’i membraani rebukoti poolsel pinnal paiknevad parietaalse endodermi rakud, mille
eellaseks on primitiivse endodermi rakud, mis blastotsiisti staadiumis siilitasid kontakti trofektodermiga.
Polaarse trofektodermi rakkudest arenevad ektoplantsentaalkoonus ja ekstra-embriionaalne ektoderm.
Sisemisest rakumassist on arenenud epiblast, mida katab primitiivse endodermi rakkude diferentseerumisena
tekkinud vistseraalne endoderm. Epiblasti sisemuses paikneb proamniootiline 63s. Joonis modifitseeritud

(Rossant ja Cross, 2001) jargi.



Muraalse TE rakkude diferentseerumine pTG rakkudeks algab implantatsiooni
staadiumis ning holmab endas muutusi rakkude polaarsuses, liikkuvuses ja adhesioonivoimes
(Sutherland, 2003). TE kontakt emaka epiteeliga toob kaasa emaka epiteeli rakkude
apoptoosi ja voimaldab TE otsest kontakti emaka epiteeli all paikneva basaalmembraani ja
emaka stroomaga (Aplin ja Kimber, 2004). Erinevatel basaalmembraani komponentidel on
trofoblastide diferentseerumisele erinev moju (Klaffky jt,. 2001; Schultz jt., 1997).
Trofoblastide rakukultuuris on ndidatud, et trofoblastide proliferatsiooni ja migratsiooni
edukus soltub sellest missugust tiiiipi laminiini rakkude maatriks sisaldab (Klaftky jt., 2001).
Naiteks takistab laminiin-1 (a1B1y1) trofoblasti rakkude proliferatsiooni (Klaffky jt., 2001).
Kuna varajases arengus ekspresseeruvad erinevates embriio ja emaka piirkondades erinevad
laminiini subiihikud, siis on vdimalik trofoblasti gigantrakkude diferentseerumise kontroll
1abi erinevate laminiini subiihikute ekspressiooni (Klaffky jt., 2001; Miner jt., 2004; Shim
jt., 1997).

TE adhesioonis basaalmembraanile on oluline roll integriini perekonna valkudel
(Sutherland, 2003). Trofoblastide adhesioonis ja migratsioonis fibronektiini maatriksil
osalevad integriinid a5B1, aVB3 ja allbB3, mis lokaliseeruvad fokaalse adhesiooni
kompleksidesse (Rout jt., 2004). Kontakt basaalmembraani komponendi fibronektiiniga
kutsub esile a5B1 integriini imberpaigutumist TE rakkudes ning mdjutab seeldbi
trofoblastide diferentseerumist ja integriinidest sdltuvat adhesiooni basaalmembraanile
(Schultz jt., 1997). Integriin a4B1 ekspresseerub implantatsiooni kdigus nii TE rakkudes kui
implantatsioonisaidis vastusena Ostrogeeni toimele (Basak jt., 2002). Integriin 1 mutantsed
blastotsiistid on vodimelised implanteeruma ning nende TE areng kulgeb normaalselt.
Trofoblastide kinnitumine emaka detsiiduale on aga ndrk ning mutandid surevad vanuses
E5.5 tdnu erinevatele arengudefektidele, mis holmavad peamiselt sisemise rakumassi

vadrarengut (Stephens jt., 1995).

Lisaks integriinide ekspressioonile ja muutustele rakkude polaarsuses toimuvad
trofoblastide diferentseerumise kdigus ka iimberkorraldused trofoblastide aktiini
tsiitoskeletis (Parast jt., 2001). Trofoblasti gigantrakkude diferentseerumisel organiseerub
aktiin stressifiibriteks ning tekivad fokaalsed adhesioonid raku ja ekstratsellulaarse maatriksi
vahel (Parast jt., 2001). Implantatsiooni kdigus omandavad muraalse TE rakud fagotsiitoosi
voime, Mis sdilib nende diferentseerumisel trofoblasti gigantrakkudeks (Rassoulzadegan jt.,
2000). Aktiini tsiitoskeleti remodelleerimine on eelduseks fagotsiitoosi protsessi

toimumisele rakkudes (May ja Machesky, 2001). Trofoblasti gigantrakkude invasioon
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emaka detsiiduasse toimub fagotsiitootilise mehhanismi kaudu (Parast jt., 2001). Lisaks
sellele sekreteerivad trofoblasti gigantrakud ka erinevaid proteaase, mis holbustavad
invasiooni detsiiduasse (Alexander jt., 1996; Plaks jt., 2013; Screen jt., 2008). Niiteks
ekspresseerivad trofoblasti rakud tsiisteiini proteaase katepsiin-7 ja katepsiin-8, mis lisaks
proteoliiiitilisele  aktiivsusele méngivad rolli ka trofoblastide diferentseerumise
regulatsioonis (Screen jt., 2008). Trofoblasti gigantrakkudes toimub ka néiiteks maatriks
metalloproteaas-9 (MMP9) siintees (Alexander jt., 1996). MMP9” embriiotes toimub
MMP9 substraadi kollageen IV kuhjumine primaarsete trofoblasti gigantrakkude imber
implantatsioonisaidis ning see parsib trofoblasti gigantrakkude funktsiooni (Plaks jt., 2013).

Loplikult diferentseerunud pTG rakud vooderdavad implantatsioonisaiti, olles
otseses kontaktis detsiiduaga. pTG rakud on omavahel iithendatud B-kateniini sisaldavate
adherentsete liiduste kaudu (Parast jt., 2001). pTG rakud omavad mitmeid funktsioone ka
pérast implantatsiooni toimumist, kuna nad sekreteerivad erinevaid para- ja endokriinseid
faktoreid, mis on olulised tiinuse edukaks kulgemiseks. pTG rakkudes ekspresseerub pri3dl
geen, mis kodeerib valku platsentaalne laktogeen-1 (PL-1) (Simmons jt., 2008). PL-1
stimuleerib progesterooni tootmist ema organismis (Thordarson jt., 1997). Trofektodermi
péritolu ekstra-embriionaalsed koed, kaasa arvatud pTG rakud, ekspresseerivad vere
hiitibimist takistavat valku trombomoduliin, mille puudus viib embriionaalse letaalsuseni

vanuses E8.5 (Isermann jt., 2003).

1.2 Parietaalne endoderm ja Reichert’i membraan

Vanuses E6.0 on hiire embriio saavutanud iseloomuliku munasilindri kuju ning
toimuvad ettevalmistused gastrulatsiooniks. Munasilindri staadiumis koosneb embriio
epiblastist, ekstra-embriionaalsest ektodermist, ektoplatsentaalkoonusest ja rebukotist.
Rebukoti moodustavad primaarsed trofoblasti gigantrakud, Reichert’i membraan,
parietaalne endoderm ja vistseraalne endoderm (Joonis 1). Rebukott vdimaldab ema ja
embriio vahelist toitainete ja gaaside vahetust enne funktsionaalse platsenta vilja kujunemist

vanuses E10.5.

Primitiivse endodermi diferentseerumine parietaalseks ja vistseraalseks endodermiks
toimub vanuses E4.75. Primitiivse endodermi rakkudele on omane GATA4 (GATA binding
protein 4) ja GATAG6 (GATA binding protein 6) transkriptsioonifaktorite ekspressioon (Cai

jt., 2008). Primitiivne endoderm, mis on kontaktis sisemise rakumassiga paneb aluse
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vistseraalse endodermi arengule. Primitiivse endodermi rakkude arengus vistseraalse
endodermi rakkudeks kaotavad rakud GATAG6 ekspressiooni samas kui parietaalse
endodermi rakkudes séilib nii GATAG6 kui GATA4 ekspressioon (Cai jt., 2008). Primitiivse
endodermi diferentseerumine parietaalseks endodermiks toimub 1dbi epiteliaal-
mesenhiimaalse transitsiooni (EMT) (Veltmaat jt., 2000). EMT kéigus kaovad epiteliaalsete
rakkude vahelt adherentsed liidused, rakud vabanevad epiteeli basaalmembraanist, toimuvad
timberkorraldused raku tsiitoskeletis ja rakud on voimelised migreeruma iiksikute rakkudena
(Yang ja Weinberg, 2008). Uheks mehhanismiks, mille kaudu parietaalse endodermi
rakkude EMT toimub on Snail ekspressiooni regulatsioon PTHrP (parathyroid hormone
related protein) poolt, mille siinteesi eest vastutavad trofoblasti ja detsiidua rakud (Veltmaat
jt., 2000). Snail osaleb EMT protsessis surudes maha E-kaderiini ekspressiooni ja
viahendades seeldbi rakkude vahelist adhesiooni (Cano jt., 2000). Parietaalse endodermi
rakud alustavad implantatsiooni staadiumis migreerumist ja katavad implantatsioonisaiti
vooderdavate trofoblastide blastots66li poolele jadva pinna (Bielinska jt., 1999). Parietaalse
endodermi rakkude migratsioon on esimene migratsioonisiindmus arenevas embriios ning
see toimub Rho signaaliraja vahendusel (Mills jt., 2005). Parietaalse endodermi rakud
stinteesivad suurel hulgal Reichert’i membraani komponente laminiin-1 ja kollageen 1V
(Niimi jt., 2004). Lisaks sellele ekspresseerivad parietaalse endodermi rakkud ka ensiitime
ja tSaperone, mis on vajalikud ekstratsellulaarse maatriksi komponentide post-

translatsioonilisteks modifikatsioonideks (Futaki jt., 2003).

Reichert’i membraan on spetsiaalne ekstra-embriionaalne struktuur, mis eksisteerib
ainult nériliste ja nahkhiirte embriiogeneesis (Weiler-Guettler jt., 1996). Reichert’i
membraan paikneb detsiiduaga kontaktis olevate primaarsete trofoblasti gigantrakkude ja
parietaalse endodermi rakkude vahel (Joonis 2B). Reichert’i membraani koos trofoblasti
gigantrakkude ja parietaalse endodermi rakkudega nimetatakse ka rebukoti platsentaks ja see
vahendab toitainete ja hapniku transporti embriiosse difusiooni kaudu (Haghighi Poodeh jt.,
2012). Reichert’i membraan toimib filtrina, mille kaudu liiguvad makromolekulid embriio
ja ema organismi vahel. Reichert’i membraanist piddsevad 1dbi iisna suured valgud nagu
nditeks 7y-globuliinid ja ferritiin (Smith ja Stickland, 1981). Reichert’i membraanis
ekspresseeruvad erinevad laminiini subiihikud, nidogeen-1 ja nidogeen-2, kollageen 1V ja
perlekaan (Gersdorff jt., 2005). Vanuses E7.5 osalevad Reichert’i membraani koosseisu
kuuluvad laminiin-1 ja laminiin-10/11 trofoblasti gigantrakkude funktsiooni regulatsioonis
(Klaffky jt., 2001, 2006; Miner jt., 2004). Reichert’i membraanis ekspresseeruv laminiin-1
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takistab trofoblastide invasiooni embriio suunas samal ajal kui Reichert’i membraanis
ekspresseeruv laminiin-10/11 vodimaldab trofoblastide kontakti sédilimist Reichert’i
membraaniga (Joonis 2C) (Klaffky jt., 2006). Emaka detsiiduas ekspresseeruv laminiin-
10/11 soodustab trofoblastide invasiooni detsiiduasse (Joonis 2D) (Klaffky jt., 2001, 2006;
Miner jt., 2004). Samas ei ekspresseeru trofoblastidega kontaktis olevates emaka detsiidua
rakkude basaalmembraanis laminiin-1 ja seetottu puudub invasiooni takistav signaal
detsiidua suunas (Klaffky jt., 2001).

A

Joonis 2. Primaarsete trofoblasti gigantrakkude interaktsioon Reichert’i membraani ja detsiiduaga (A)
Skemaatiline kujutis embriiost vanuses E7.5. Rohelisega on tédhistatud piirkonnad kus paiknevad trofektodermi
péritolu rakud. Punasega on tahistatud primitiivse endodermi ja epiblasti paritolu rakud. (B) Rebukoti emaka
poole jadv osa, mis koosneb primaarsetest trofoblasti gigantrakkudest (roheline), Reichert’i membraanist (lilla)
ja parietaalse endodermi rakkudest (hall). Primaarsed trofoblasti gigantrakud on otseses kontaktis detsiiduaga
(hall helesinise piirjoonega) ja Reichert’i membraaniga. (C) Reichert’i membraanis ekspresseerub Laminin-1
(Lnl), mis takistab primaarsete trofoblasti gigantrakkude invasiooni embriio suunas. Reichert’i membraanis
ekspresseeruv Laminin-10/11 (Ln10/11) on oluline primaarsete trofoblasti gigantrakkude adhesiooniks
Reichert’i membraanile. (D) Detsiidua rakkudes ekspresseeruv Laminin-10/11 vdimaldab primaarsete
trofoblasti gigantrakkude invasiooni detsiiduasse. Samal ajal puudub detsiidua rakkudes Laminin-1, mis

inhibeeriks invasiooni detsiiduasse. Joonis modifitseeritud (Klaffky jt., 2006; Sutherland 2003) jérgi.
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Kui arengu kiigus esineb Reichert’i membraanis katkeid, siis pddsevad ema vere
rakud rebukoti ddnsusesse (Poschl jt., 2004; Williamson jt., 1997). Lama-1"7" embriiotel
puudub Reichert’i membraan tdielikult ning nad surevad enne vanust E7.0 (Miner jt., 2004).
Reichert’i membraani komponentide vélja lilitamine embriiotes kutsub lisaks esile ka
hulgaliselt defekte embriio iildises arengus. Seega ei ole iiheselt selge kui suur roll on
Reichert’t membraani defektidel embriionaalse letaalsuse pohjustamises (Miner jt,. 2004,
Poschl jt., 2004; Williamson jt., 1997). Lama-17 embriiote puhul oletatakse, et trofoblasti
rakkude diferentseerumine on tdnu Reichert’i membraani puudusele hdiritud ning embriio

jadb seetdttu toitainete ja hapniku puudusesse (Miner jt,. 2004).

1.3 Vistseraalne endoderm

Primitiivne endoderm, mis on sisemisest rakumassist eraldatud basaalmembraaniga
jaab epiteelina katma sisemist rakumassi ja sellest arenevat epiblasti, diferentseerudes
vistseraalseks endodermiks (VE). Funktsionaalse VE vilja kujunemisel on oluline laminiini
korrektne ekspressioon VE basaalmembraanis (Akerlund jt., 2009). Embriioidkehades, mis
on laminiin-al globulaarsete doméénide 4-5 (a1LG4-5) defitsiitsed, toimub endotsiitoosis
osalevate geenide ekspressiooni langus, mis viitab VE defektsele diferentseerumisele
(Akerlund jt., 2009). VE ja epiblasti vahel paiknev basaalmembraan on vajalik epiblasti
rakkude polariseerumiseks ja proamniootlise donsuse tekkeks (Murray ja Edgar, 2000).
Nendes epiblasti rakkudes, mis ei ole kontaktis basaalmembraaniga kaivitub apoptoos ning
selle protsessi tulemusena tekib proamniootiline 3onsus (Coucouvanis ja Martin, 1995). VE
katab munasilindri staadiumis embriios ekstra-embriionaalset ektodermi ja epiblasti (Joonis
1). VE rakud, mis katavad epiblasti on olemuselt kuboidsed rakud, mille apikaalne pind on
kaetud mikrohattudega ja sisaldab apikaalseid vakuoole (Kawamura jt., 2012). VE rakud,
mis paiknevad ekstra-embriionaalsel poolel on morfoloogialt piklikumad ja neis sisalduvad
apikaalsed vakuoolid on tunduvalt suuremad kui epiblasti katva VE rakkude apikaalsed
vakuoolid (Kawamura jt., 2012).

VE rakkudes toimuvad endotsiitootilised protsessid, mis on vajalikud toitainete ja
signaalmolekulide transportimiseks embriiosse (Wallingford ja Giachelli, 2014).
Emapoolsete faktorite endotsiitoos vistseraalses endodermis toimub 1dbi mikroautofaagia
sarnase protsessi (Kawamura jt., 2012). Endotsiiteeritud molekulid transporditakse varajaste
endosoomide abil apikaalse vakuooli pinnale, kus toimub apikaalse vakuooli membraani
invaginatsioon ehk sissesopistumine (Kawamura jt., 2012). Seeldbi apikaalse vakuooli
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sisemusse sattunud endosoomi {imbritseb topeltmembraan, mis koosneb endosoomi
membraanist ja apikaalse vakuooli péritolu membraanist (Kawamura jt., 2012, Wada jt.,
2013). VE rakkude apikaalses osas paiknevad apikaalsed vakuoolid on olemuselt spetsiaalset
tiitipi lisosoomid (Wada jt., 2013). Apikaalses vakuoolis sisalduvad lipaasid lagundavad
endosoomi limbritseva apikaalse vakuooli paritolu membraani, seejérel laguneb endosoomi
membraan ja endosoomi sisu vabaneb apikaalse vakuooli luumenisse (Kawamura jt., 2012).
Kuna mikroautofaagia on imetajate rakkudes vihelevinud, siis ei ole selle protsessi tdpsemad

molekulaarsed mehhanismid selged (Mijaljica jt., 2011).

VE rakkudest parinevad signaalid on vajalikud embriio anterio-posterioorse kehatelje
vilja kujunemiseks ning embriio korrektse kehaplaani kujundamiseks (Thomas ja
Beddington, 1996). Vanuses E5.5 on epiblasti katva VE distaalses osas vilja kujunenud
spetsiifiline rakkude populatsioon, mida nimetatakse distaalseks vistseraalseks endodermiks
(DVE) (Takaoka ja Hamada, 2012). DVE rakkudele on omane spetsiifiliste markerite Cerl
ja Leftyl ekspressioon (Takaoka jt., 2011). Vanuses E5.5 muutub DVE rakkude morfoloogia
kuboidsest silinderjaks ning DVE rakud alustavad kollektiivset proksimaalset migratsiooni
tulevase anterioorse pooluse suunas (Migeotte jt., 2010). Olles joudnud vanuses E5.75
epiblasti ja ekstra-embriionaalse ektodermi piirile kaotavad osad DVE rakud Leftyl
ekspressiooni ning neist saavad anterioorse vistseraalse endodermi (AVE) eellasrakud, mis
migreeruvad koigepealt tagasi embriio distaalsesse osasse (Takaoka ja Hamada, 2012). Seal
omandavad Leftyl negatiivsed AVE eellasrakud Leftyl ekspressiooni ja migreeruvad DVE
rakkude jarel proksimaalselt anterioorsele poolusele, kus vanuseks E6.5 on neist
moodustunud funktsionaalne AVE (Takaoka ja Hamada, 2012). DVE ja AVE rakkude
migreerumine vistseraalses endodermis toimub interkalatsiooni kaudu, mis mdjutab
epiblasti katvat vistseraalset endodermi, kuid ei too kaasa rakkude timberpaigutumist ekstra-
embriionaalses vistseraalses endodermis (ExVE) (Trichas jt., 2011). AVE’st tulenevate
signaalide tulemusena ekspresseeruvad embriio epiblasti anterioorsel ja posterioorsel
poolusel erinevad geenid (Perea-Gomez jt., 2001). Epiblasti posterioorsele poolusele on
omane Nodal ekspressioon, mis on vajalik lirgjuti piirkonna vilja kujunemiseks (Varlet jt.,
1997). Nodal mutantsetel embriiotel ei teki tirgjutti ja nende mesodermi rakkude migratsioon
on héiritud, mistottu ilmnevad alates vanusest E7.5 tdsised gastrulatsiooni defektid (Conlon
jt., 1994). AVE’s ekspresseeruvad Leftyl ja Cerl toimivad Nodal ekspressiooni
antagonistina ja seetottu positsioneerub lirgjutt posterioorsele poolusele (Perea-Gomez jt.,

2002). Selleks, et takistada AVE migratsioon ekstra-embriionaalsele poolusele on
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geeniekspressioon EXVE ja epiblasti katva VE piirkonnas erinev (Trichas jt., 2011). EXVE
piirkonnas on maha reguleeritud DvlI-2 (Dishevelled) valgu ekspressioon ja raku apikaalses
osas lles reguleeritud F-aktiini ekspressioon. Selline modifikatsioon muudab EXVE rakud
staatiliseks ning takistab AVE rakkude migreerumist ekstra-embriionaalsele poolusele
(Trichas jt., 2011).

VE rakud on vajalikud ka embriio normaalse vaskulogeneesi (veresoonte teke) ja
hematopoeesi (vererakkude teke) toimumiseks. Ekstra-embriionaalse mesodermi (ExM)
piirkonnas, mida katab ExVE tekivad vanuses E8.0 veresaared ning see tdhistab embriio
vaskulogeneesi ja hematopoeesi algust (Boucher ja Pedersen, 1996). In vitro kultuuris on
ndidatud, et hematopoees saab toimida ka ilma ExVE rakkude olemasoluta, kuid

vaskulogeneesiks on hddavajalik nii ExM kui EXVE olemasolu (Palis jt., 1995).

2. Guaniini nukleotiidivahetusfaktor RIC8

2.1 RICS iildine iseloomustus

RIC8 (Resistance to Inhibitors of Colinesterase) on evolutsiooniliselt
konserveerunud valk, mida kirjeldati esmalt nematoodi Caenorhabditis elegans
nédrvisisteemis ~ (Miller  jt., 2000). RIC8 toimib G valkude guaniini
nukleotiidivahetusfaktorina (GEF) osaledes seelibi G valkude poolt vahendatud
retseptorsoltumatus signaaliiilekandes (Tall jt., 2003). Lisaks tdidab RIC8 G valkude
biosiinteesis tSaperoni rolli, olles vajalik vastsiinteesitud Ga subiihikute korrektseks

voltumiseks ja lokalisatsiooniks rakus (Chan jt., 2013).

Heterotrimeersed G valgud koosnevad a, B ja y subiihikust. Inaktiivses olekus on Ga
subithik seotud GDP ja GPy dimeeriga. G valkude aktiveerumiseks on vajalik Ga
subiihikuga seotud GDP vahetus GTP vastu, mis voimaldab Ga-GTP subiihikul vabaneda
Gpy dimeerist. Vabanenud Ga-GTP ja GBy dimeer on seejidrel voimelised jargnevateks

interaktsioonideks rakusiseste efektoritega (Cabera-Vera jt., 2006).

G valkudega seotud retseptorid (GPCR - G protein coupled receptor) on iiks
suuremaid ja mitmekesisemaid valgu perekondi imetajate genoomis (Kroeze jt., 2003).
GPCR vahendusel toimuvad arvukad fiisioloogilised protsessid nagu nditeks
ndrviimpulsside tilekanne, rakkude metabolism, diferentseerumine ja kasv ning poletikuline-

ja immuunvastus (Chattopadhyay, 2014). GPCR struktuur koosneb seitsmest
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transmembraansest a-heeliksist. Retseptor paikneb plasmamembraanis ning selle
ekstratsellulaarne osa vastutab ligandi seondumise eest ja intratsellulaarne osa vastutab

interaktsioonide eest heterotrimeersete G valkudega (Oldham ja Hamm, 2008).

G valkude biosiinteesi rajas osalevad mitmed tSaperonid, mis vdimaldavad
funktsionaalse heterotrimeerse G valgu korrektset moodustumist. Gy subiihiku puhul tdidab
tSaperoni funktsiooni valk DRIP79 (dopamine-receptor interacting protein 79) (Dupré jt.,
2007). GB subiihiku voltumist ja seondumist Gy subiihikuga vahendavad valgud CCT
(chaperonin-containing t-complex polypeptide 1) ja PhLP-1 (phosducin-like protein-1)
(Wells jt., 2006; Humrich jt., 2005). Ga subiihiku tSaperoniks on RICS8, mis osaleb Ga
subiihikute posttranslatsioonilisel voltumisel (Chan jt., 2013). RIC8 puudusel langeb Ga
subtihikute arv rakus oluliselt, Ga subiihikute seondumine raku membraanidele on tugevalt

hiiritud ja toimub vastsiinteesitud Ga subiihikute kiire lagundamine (Gabay jt., 2011).

G valkude aktiveerimine voib toimuda retseptorsdltuvalt ehk kanooniliselt voi
retseptorsdltumatult ehk mittekanooniliselt (Joonis 3). Retseptorsdltuva aktivatsiooni puhul
kutsub Ga subiihiku GDP vahetuse GTP vastu esile ligandi seondumine retseptorile (Joonis
3A). Ligandi seondumine pdhjustab GPCR konformatsioonilise muutuse, mis voimaldab
retseptoril toimida kui guaniini nukleotiidivahetusfaktor ja voimaldada Ga subiihikul GDP
vahetust GTP vastu (Wettschureck ja Offermanns, 2005). Retseptorsdltumatu mehhanismi
puhul viivad aktivatsiooni 1abi erinevad guaniini nukleotiidivahetus faktorid ning ligandi
seondumine retseptorile pole vajalik (Joonis 3B). Uheks selliseks guaniini
nukleotiidivahetus faktoriks on RIC8 (Hewavitharana ja Wedegaertner, 2012). RIC8
seondub Ga-GDP subiihikuga, kataliiisib GDP vabanemist ja stabiliseerib nukleotiidivaba
Ga subiihikut, voimaldades GTP seondumist Ga subiihikuga (Tall jt., 2003). Imetajates
leidub kaks RIC8 paraloogi, RIC8A ja RIC8B, mis on molemad vdimelised interakteeruma
erinevate Ga subiihikutega (Tall jt., 2003). RIC8B on guaniini nukleotiidivahetusfaktoriks
Gas ja Gag, Gaorr, Gaiz subiihikutele (Chan jt., 2011). RIC8A (edaspidi RICS8) toimib
guaniini nukleotiidivahetusfaktorina Gag, Gair, Gao, Gai2 ja Gais subiihikutele (Tall jt.,
2003, Tall ja Gilman, 2004).

RIC8 bioloogilist rolli on ndidatud mitmete mudelorganismide arenguliselt tihtsates
protsessides (Afshar jt., 2004; David jt., 2005; Hampoelz jt., 2005; Ruisu jt., 2013; Tonissoo
jt., 2010). RIC8 osaleb paljudes bioloogilistes protsessides nagu nditeks rakkude

Jagunemine, migratsioon, adhesioon ja signaalililekanne (Fuentealba jt., 2013; Gabay jt.,
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2011; Ma jt, 2012; Woodard jt., 2010). Ric8 puudus on hiirtelele embriionaalselt letaalne
pohjustades mitmesuguseid arenguhdireid gastrulatsioonis (Gabay jt., 2011; Tdnissoo jt.,

2010).

Ligand
—GPCR

GDR- (I @v Heterotrimeerne GDR= (I @
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Joonis 3. G valkude retseptorsdltuv ja retseptorsdltumatu aktivatsioon. (A) G valkude retseptorsdltuv
aktivatsioon. Ligandi seondumisel toimib GPCR guaniini nukleotiidivahetusfaktorina (GEF) ja soodustab GDP
vahetust GTP vastu. Ga-GTP vabaneb Gfy subiihikust ning mdlemad kompleksid on vdimelised jargnevateks
interaktsioonideks rakusiseste efektoritega. (B) G valkude retseptorsdltumatu aktivatsioon. Retseptorsdltumatu
aktivatsiooni kdigus vdimaldab GDP-GTP vahetust GEF RIC8, mis seondub Ga subiihikuga, kataliitisib GDP
hiidroliiiisi ning stabiliseerib nukleotiidivaba Ga subiihikut voimaldades selle seondumist GTPga. (Joonis Tall

jt., 2003 andmete pohjal).

2.2 RICS8 roll rakujagunemises

Rakkude mitmekesisuse tekkimiseks organismi arengus on vajalik astimmeetrilise
rakujagunemise toimumine, mis vdimaldab erineva suuruse ja saatusega tiitarrakkude teket.
Asiimmeetrilise rakujagunemise eelduseks on rakkude polaarsuse vélja kujunemine.
Astimmeetriline rakujagunemine saab toimuda tinu mitoosikddvi asiimmeetrilisele

paigutumisele jagunevas rakus, mida pohjustab erinev mikrotuubulitele mojuv tdmbejoud
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raku vastaspoolustel. Mudelorganismides Drosophila melanogaster ja C. elegans on
ndidatud, et mitoosikéévi korrektseks paigutumiseks asiimmeetrilise rakujagunemise kaigus

on vajalikud heterotrimeersed G valgud (Gotta ja Ahringer, 2001; Schaefer jt., 2000).

Nematoodi C. elegans embriiogeneesis toimub esimene rakujagunemine siigoodis
(Po) pikki anterio-posterioorset telge asiimmeetriliselt ja selle tulemuseks on erineva
suurusega tlitarrakud AB ja P1 (Sulston jt., 1983). Selles protsessis on olulise tdhtsusega Ga
subithikud GAO-1 ja GPA-16, mille puudumise korral on esimene rakujagunemine
simmeetriline (Gotta ja Ahringer, 2001). Ga subiihikute aktivatsioon nematoodi siigoodis
toimub retseptorsoltumatult (Gotta jt., 2003). Retseptorsoltumatul aktivatsioonil osaleb ka
RIC8, mis interakteerub nii GAO-1 kui ka GPA-16 subiihikuga. RIC8 toimib guaniini
nukleotiidivahetusfaktorina GAO-1 subiihikule (Afshar jt., 2004). GPA-16 subiihiku puhul
tagab RIC8 selle subiihiku  kortikaalse lokalisatsiooni, kuid ei toimi
nukleotiidivahetusfaktorina (Afshar jt., 2005). ric8 vélja liilitamine nematoodi siigoodis
poOhjustab mitoosikddvi stimmeetrilist paigutumist mistdttu on rakujagunemisel tekkivad
titarrakud sama suured (Afshar jt., 2004). ric8 ja goa-1 topeltmutatsioon on embriionaalselt
letaalne. Hukkunud embriiod koosnevad erinevatest diferentseerunud kudede rakkudest

millel puudub organiseeritus (Miller ja Rand, 2000).

Aiddikakirbse D. melanogaster embriiogeneesis on niidatud ric8 rolli nii
neuroblastide kui ka sensoorsete eellasrakkude asiimmetrilises jagunemises (David jt., 2005;
Hampoelz jt., 2005). Addikakirbse sensoorsetes eellasrakkudes toob ric8 vilja liilitamine
kaasa tugevad defektid rakkude polaarsusmarkerite Pins (Partner of Inscuteable) ja Baz
(Bazooka) lokalisatsioonis ning Gai subiihiku ekspressioon neis rakkudes kas langeb voi
kaob tdielikult (David, jt., 2005). Lisaks on nididatud, et Ric8 on votmetdhtsusega
dddikakarbse gastrulatsioonis suunates Gaizis subiihiku kortikaalset lokalisatsiooni, mis on
vajalik gastrulatsiooni protsesse reguleerivas Fog (ingl. k. Folded gastrulation) signaalirajas
(Peters ja Rogers, 2013). Analoogselt nematoodi embriiotele, on Ric8 puudus ka
4idikakirbse embriiotele letaalne ning Ric8” embriiod surevad vastse teises staadiumis (L2)

gastrulatsioonidefektide tottu (Hampoelz jt., 2005).

Imetaja rakus on mitoosikddvi moodustumiseks ja korrektseks organiseerumiseks
vajalik valk LGN (G protein signaling modulator 2) (Du jt., 2001). Mitoosi kaigus
moodustab LGN kompleksi valkudega NuMa (Nuclear Mitotic Aparatus protein) ja Gai

ning see kompleks reguleerib interaktsioone astraalsete mikrotuubulite ja raku korteksi vahel
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(Du ja Macara, 2004). RIC8 on voimeline aktiveerima GDP-Gai/LGN/NuMa kompleksi,
vabastades kompleksist GTP-Gai ning vdimaldades NuMA vabanemist LGN’ist (Tall ja
Gilman, 2005). HeLa rakkudes tehtud katsed on ndidanud, et RICS8 aktiivsuse inhibeerimine
toob endaga kaasa mitoosikdédvi orientatsiooni hdireid ning juhuslikku mitoosi aresti voi

mitoosi ajalist pikenemist (Woodard jt., 2010).

2.3 RICS8 roll rakkude migratsioonis ja adhesioonis

Téiskasvanud koduhiire Mus Musculus ajus ekspresseerub RIC8 neokorteksis,
vookadrus, juttkehas, hippokampuses, véikeajus ja kdbikehas (Tonissoo jt., 2003). Kuna ric8
homosiigootne mutatsioon on embriionaalselt letaalne, siis on RIC8 rolli uurimiseks
nérvisiisteemi arengus kasutatud konditsionaalseid mutante (Kask jt., 2015; Ma jt., 2012;
Ruisu jt., 2013). On néidatud, et nii embriionaalses kui postnataalses arengus on RIC8
véikeajus vajalik Bergmani gliia rakkude adhesiooniks basaalmembraanile (Ma jt., 2012).
Imetaja vidikeaju korteks koosneb kolmest kihist mida nimetatakse vilimiseks
molekulaarkihiks, keskmiseks Purkinje rakkude kihiks ja sisemiseks granulaarkihiks
(Voogd ja Glickstein, 1998). Sellise struktuuri saavutamiseks on vajalikud Bergmani gliia
rakud, mis voimaldavad arengus granulaarrakkude eelassrakkude migratsiooni vélimisest
kihist sisemisesse kihti (Sudarov ja Joyner, 2007). Bergmani gliia rakud on unipolaarsed
pikkade fiibritega astrotsiiiidid, mille rakukeha asub Purkinje rakkude kihis ja fiibrid
kulgevad 1abi molekulaarkihi ning on molekulaarkihi pinnal kontaktis basaalmembraaniga
(Yamada ja Watanabe, 2002). Hiirtel, kelle neuraalsetes eellasrakkudes on Ric8 vilja
liillitatud, ei toimu véikeaju kihtide korrapdrast moodustumist, Bergmani gliia rakud pole
organiseerunud ning héiritud on granulaarrakude migratsioon (Ma jt., 2012). In vitro katsed
Ric8 mutantsete gliia rakkudega néitavad, et mutantsetel rakkudel on probleeme
Kinnitumisega laminiinile, mis on basaalmembraani komponent. Sellest tulenevalt on
oletatud, et RIC8 roll viikeaju arengus on seotud Bergmani gliia rakkude ja
basaalmembraani vaheliste interaktsiooni protsessidega (Ma jt., 2012). RIC8 seost
basaalmembraani defektidega on demonstreeritud ka hiljuti avaldatud t60s, mis késitleb Ric8
mutantseid neuraalseid eellasrakke hiire arenevas neokorteksis. Basaalmembraani defektid
ilmnevad neokorteksis alates embriionaalsest vanusest E14.5 ning neid kirjeldab eelkdige
laminiini fragmenteeritud ekspressioon basaalmembraanis. Samuti on Ric8 puudusel
hiiritud mitoosikddvi orientatsioon ja rakkude jagunemine neurogeneesi protsessides (Kask,

jt. 2014).
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Kannuskonna Xenopus tropicalis embriiogeneesis on RIC8 erinevates kudedes
detekteeritav alates varajasest arengust. Hilisemas embriionaalses arengus koondub
ekspressioon neuraalsetesse kudedesse, kaasaarvatud neuraalharja rakkudesse ja nende
derivaatidesse (Maldonado-Agurto jt., 2011). Neuraalharja rakud tekivad embriionaalses
arengus neurulatsiooni kdigus sulgunud neuraaltoru ja epidermise vahelisel alal ning
migreeruvad sealt edasi erinevatesse areneva embriio piirkondadesse, et panustada seal
mitmete erinevate kudede ja organite tekkimisse (Alfandari jt., 2010). In vitro katsed, milles
uurti kannuskonna X. tropicalis xtric8 knock-down neuraalharja rakkude migratsiooni
kemoatraktandi suunas, niitasid et RIC8 on vajalik neuraalharja rakkude suunatud
migratsiooniks. Samas t60s uuriti ka xtric8 knock-down neuraalharja rakkude adhesiooni ja
lamenemist fibonektiini maatriksil ning leiti, et xtric8 knock-down rakkudes oli vihem fosfo-
paksilliini ja sellest tulenevalt oli vihenenud ka fokaalse adhesiooni komplekside arv. Pakuti
vilja hiipotees, mille kohaselt RIC8 osaleb fokaalse adhesiooni kompleksis reguleerides
paksilliini fosforiilerimist 1dbi Ga subiihikute (Fuentealba jt., 2013). Fokaalse adhesiooni
kompleksi kaudu toimub rakkude kinnitumine ekstratsellulaarsele maatriksile integriinide
vahendusel (Sastry ja Burridge, 2000). Paksilliin kuulub fokaalse adhesiooni kompleksi
tstitoplasmaatiliste valkude hulka ning seondub mitmete valkudega, mis on vajalikud aktiini

tstitoskeleti remodelleerimiseks (Turner, 2000).

2.4 RICS roll aktiini tsuitoskeleti diinaamikas

On niidatud, et hiire Ric8”" embriionaalsetes tiivirakkudes (ES) viheneb
poliimeriseeritud aktiini (F-aktiin) hulk vorreldes metsiktiitipi rakkudega 70% vorra. Lisaks
sellele on vorreldes metsiktiitipi rakkudega vdhenenud ka aktiivse RhoA hulk rakkudes
(Gabay jt., 2011). Aktiini diinaamika eest vastutavad rakkudes Rho perekonna GTPaasid,
mille aktiivsust reguleerivad guaniini nukleotiidivahetusfaktorid (GEF), GTP-aase
aktiveerivad valgud (GAP) ja guaniini nukleotiidi dissotsiatsiooni inhibiitorid (GDI)
(Ellenbroek ja Collard, 2007). Uheks Rho guaniini nukleotiidivahetusfaktoriks on p115
RhoGEF, mille aktivatsioon toimub 14dbi Gaiz ja Gais subiihikute (Hart jt., 1998). RIC8 on
vajalik nii Gais subiihiku aktivatsiooniks kui ka lokalisatsiooniks plasmamembraanile
(Gabay jt., 2011; Chan jt., 2011). Ric8” ES rakkudes taastab normaalse F-aktiini taseme
konstitutiivselt aktiivne RhoA. Oletatakse, et RIC8 osaleb aktiini tsutoskeleti
remodelleermises 1dbi Ga subiihikute, mis on vdimelised aktiveerima Rho guaniini

nukleotiidivahetusfaktoreid (Gabay jt., 2011).
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Hiljuti ndidati, et heterotrimeersed G valgud aitavad makrofaagide poolt 1dbi viidavas
fagotsiitoosi protsessis reguleerida aktiini poliimeriseerumist. Makrofaage toodeldi
toksiiniga, mis takistab Gai subiithikuga seondunud GDP vahetust GTP vastu ja GPy
vabanemist ning néhti, et selle protsessi inhibeerimine takistab fagotsiitoosi toimumist ning
aktiini poliimeriseerumist. Uurides mittekanoonilises G valkude rajas osalevaid valke, mis
kolokaliseerusid fagotsiitoosi toimumise piirkonnas F-aktiini ja Ga; subiihikutega leiti, et
itheks selliseks valguks makrofaagides on RIC8. RIC8 valgu taseme alla viimine

makrofaagides vihendab oluliselt makrofaagide fagotsiitoosi voimet (Huang jt., 2014).

2.5 RIC8 koduhiire embriionaalses arengus

Hiire (Mus musculus) 2-rakulise embriio blastomeerides ekspresseerub RICS tsiitoplasmas,
raku korteksis ja mitoosikddvis. RIC8 ekspressioon on embriio koikides kudedes (nii
trofoblasti rakkudes kui ka sisemises rakkude massis ning nende derivaatides) detekteeritav
kogu preimplantatsioonilise arengu viltel (E1.5-E4.0) (Ojastu, 2013, bakalaureusetdo).
Vanuses E5.5-E6.5 ekspresseerub RICS eelkdige embriiot limbritseva emaka detsiidua
rakkudes olles vdhesemal maidral ekspresseerunud ka embriionaalsetes ja ekstra-
embriionaalsetes kudedes. Vanuses E7.0-E8.5 muutub RIC8 ekspressioonimuster
vastupidiseks — ekspressioonitase langeb emapoolsetes kudedes ning tduseb tugevalt
koikides embriionaalsetes- kui ka ekstra-embriionaalsetes kudedes (Tonissoo jt., 2010).
Hilisemas embriionaalses arengus (E9.5-E12.0) on RIC8 ekspressioon eelkdige
neurospetsiifiline ning tdiskasvanud hiires on ekspressioon koondunud kesknérvisiisteemi
kuuluvatesse kudedesse (T&nissoo jt., 2003). Ric8” hiire embriiod on vdimelised
implanteeruma ning algatama gastrulatsiooni kuid arvukate arengudefektide tottu surevad
Ric8” embriiod vanuses E6.5-E8.5 (Gabay jt., 2011; Tonissoo jt., 2010). Ric8” mutantsed
embriiod on arengus kasvult viiksemad, neil esinevad kavitatsioonihdired ning nende
orientatsioon emaka telgede suhtes on ebanormaalne. Vanuses E7.5 pole ric8” embriiotel
vélja kujunenud amnioni ega allantoisi, moodustunud mesoderm ja basaalmembraan on
defektsed ning embriionaalses ektodermis esineb apoptoosi (Tonissoo jt., 2010).
Haplodefitsiitsetel Ric8"" embriiotel ei esine teadaolevaid kéorvalekaldeid normaalsest
arengust, nad ldbivad edukalt pre- ja postnataalse arengu ning on véimelised andma jérglasi

(Gabay jt., 2011; Tonissoo jt., 2003, 2006).
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EKSPERIMENTAALNE OSA

To00 eesmirk

Analiiiisida ja kirjeldada Ric8” embriiote ekstra-embriionaalsete kudede morfoloogiat ja

histoloogiat varajases post-implantatsioonilises arengus.

3. Materjal ja metoodika

3.1 Kasutatud hiireliin

Kéesolevas magistritoos tehtud katsetes kasutati transgeenset LacZ knock-in hiireliini
Ric8-%%* (Ténissoo jt., 2006). Ric8-33Z (edaspidi Ric8”) embriiote saamiseks ristati
omavahel heterosiigootseid Ric8-2?* (edaspidi Ric8™") hiiri. Embriiote vanuseks E0.5 loeti
emashiirtel kopulatsiooni tulemusena tekkiva vaginaalse limakorgi ilmumise padev. Katsete
kiigus vorreldi omavahel Ric8” ja Ric8* voi Ric8*'* embriioid. Ric8*" genotiiiibiga
embriiotel ei esine teadaolevaid korvalekaldeid normaalsest fenotiiiibist, nad 1dbivad edukalt

pre- ja postnataalse arengu ja on vdimelised andma eluterveid jarglasi (Tonissoo jt., 2003,
2006).

Koiki t60s kasutatud hiiri hoiti standardsetes tingimustes ning neile vodimaldati
O00paevaringne ligipdds puhtale s6ogile ja joogile. Eksperimentides kasutatud katseloomad

ohverdati vastavalt Euroopa Liidus kehtestatud eeskirjadele vastavat luba omava isiku poolt.

3.2 Parafiinloikude valmistamine

Embriiod koos neid timbritseva emakakoega fikseeriti 4%-lises paraformaldehiiiidi (PFA)
lahuses fosfaatpuhverdatud soolalahuses (PBS) 5-6 tundi temperatuuril 4°C. Pérast
fikseerimist pesti embriiod PBS’is ning alustati veetustamist tdusva kontsentratsiooniga
(50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 96% ja 2 korda 100%) etanooli lahuses. Veetustatud koetiikid
tosteti seejérel 2 korda kaheks tunniks ksiilooli, seejdrel itheks tunniks parafiini ja jirgnevalt
kolmeks tunniks puhtasse parafiini mida hoiti termostaadis 65°C temperatuuril. Koetiikid
sisestati seejarel parafiini kasutades selleks ettendhtud aparaati Microm AP280-2.

Parafiinblokke sdilitati temperatuuril 4°C.
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Parafiinloikude valmistamiseks kasutati mikrotoomi Microm HM 355s (Thermo Scientific).
Parafiini sisestatud embriiotest tehti 6 um paksused seerialdigud, mis asetati alusklaasidele
Polysine® Slides (Thermo Scientific). Igast embriiost 3-6 1diku asetati genotiipiseerimiseks
PEN-membraaniga kaetud alusklaasidele MembraneSlide 1.0 PEN (Zeiss). Alusklaasidel
koeldikudel lasti kuivada ja kinnituda iile66 temperatuuril 40°C ning seejérel séilitati klaase

temperatuuril 4°C kuni edasise to6tluseni.

3.3 Laser-mikrodissektsioon

Parafiini sisestatud embriiote genotiipiseerimiseks kasutati laser-mikrodissektsiooni, mis
voimaldab PEN-membraaniga kaetud alusklaasidele paigutatud parafiinldoikudelt vilja
1digata embriionaalse koe. Preparaate hoiti {iledd 56°C juures ning seejirel viidi 1dbi
deparafiniseerimine. Alusklaasid kaeti 2 korda 2 min ksiilooliga ning seejarel kanti
klaasidele langevas kontsentratsioonis etanool (100%; 96%; 80%; 70%; 50%). Koeldike
hoiti igas etanooli lahuses 1 min. Seejdrel hoiti koeldike 1 min deioniseeritud vees ddH>O
(mQ). Vesi eemaldati ja klaasidel lasti kuivada. Embriionaalse koe dissekteerimiseks
kasutati laser-mikrodissektsiooni aparatuuri PALM MicroBeam (Zeiss). Embriionaalne

materjal koguti PALM Adhesive Caps 0,5 ml tuubide silikooniga kaetud korgi sisse.

3.4 Immunohistokeemia parafiinloikudele

Alusklaasidel parafiinldigud asetati pooleks tunniks temperatuurile 60°C. Seejarel viidi 1dbi
deparafiniseerimine ja rehiidreerimine. Alusklaasid kaeti 2 korda 5 min kstilooliga, seejdrel
ksiilool eemaldati ning alusklaasid kaeti 2 korda 3 min 100% etanooliga. Edasi kaeti
alusklaasid langevas kontsentratsioonis (96%; 80%; 70%; 50%) etanooli lahusega. Koeldike
hoiti igas etanooli lahuses 2 korda 1 min ning pesti ddH20O vees 2 korda 5 min. Alusklaasidel
koeldike kuumutati 40 min 10mM Na-tsitraatpuhvris (pH 6.0) temperatuuril 97°C ning lasti
alusklaasidel seejarel 30 min toatemperatuuril jahtuda. Koeldike pesti 3 korda 5 min PBS’is
ning permeabiliseriti 20 min 0,1% Triton-X-100 lahusega toatemperatuuril. Seejérel pesti
klaase 3 korda 5 min PBS’iga. Immunoglobuliini mittespetsiifilise seondumise
blokeerimiseks inkubeeriti klaase 1,5 tundi 1% veise seerumi albumiin (BSA) lahuses
PBS’is mis sisaldas 5% Kitse seerumit. Pérast blokeerimist inkubeeriti koeldike pimendatud
niisutuskambris iile66 4°C juures primaarse antikehaga (poliiklonaalne rabbit anti-laminiin-
1, lahjendus 1:500, Sigma-Aldrich) 1% BSA lahuses PBS’is. Koeldike pesti 3 korda 10 min
PBT puhvris (0,1% Tween-20 PBS’is) ning inkubeeriti sekundaarse antikehaga (goat-anti
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rabbit Alexa Fluor 555, lahjendus 1:750, Invitrogen) 1% BSA PBS’is 1,5 tundi
toatemperatuuril pimendatud niisutuskambris. Seejérel pesti koeldike 3 korda 10 min PBT
puhvris ning viidi 14bi tuumade varvimine DAPI’ga (1:1000) PBS’is. Koeldike pesti 2 korda
5 min PBS’is ning preparaadid sulundati sulundusvedelikku Fluoromount G (Electron
Microscopy Sciences). Klaasid kaeti 24x50 mm katteklaasidega (Deltalab) ning klaaside
servad kleebiti kinni labipaistva kiilinelakiga. Preparaate siilitati 4°C juures pimedas kuni
pildistamiseni. Koikides immunohistokeemilistes katsetes kasutati paralleelselt negatiivset
kontrolli (inkubeeriti ainult sekundaarse antikehaga), kontrollimaks sekundaarse antikeha

voimalikku ebaspetsiifilist scondumist.

3.5 Hematoksiiliin-eosiin virving parafiinloikudele

Alusklaasidel parafiinldike hoiti 30 min 60°C juures ning seejérel deparafiniseeriti 16igud
kstilooliga 2 korda 10 min. Jargnevalt rehiidreeriti koeldigud langeva kontsentratsiooniga
(100%; 96%; 80% ja 70%) etanooli lahuses. Loike hoiti igas lahuses 5 min. Koeldike pesti
ddH20 veega ning vérviti 10 min hematoksiiliiniga. Vérv kinnitati hoides 15ike 10 minutit
filtreeritud kraanivees. Jargnevalt vérviti 16ike 1-1,5 min ecosiiniga, millele jargnes vérvi
kinnitamine 10 min jooksul filtreeritud kraanivees. Preparaadid dehiidreeriti kasvava
kontsentratsiooniga (70%; 80%; 96% ja 100%) etanooli lahuses, igas lahuses umbes 1 min.
Koeldike toodeldi ksiilooliga 2 korda 2 min. Seejirel sulundati preparaadid

sulundusvedelikuga Pertex ning klaasid kaeti katteklaasidega.

3.6 Embriiote dissekteerimine

Eelnevalt ohverdatud emashiirtelt dissekteeriti vdlja emakas mis asetati seejérel jaal
asuvasse Petri tassi, mis sisaldas kiilma PBS’i. Kasutades mikroskoopi M165 FC (Leica),
eraldati pintsettide abil emaka miiomeetrium, mille all paikneb detsidualiseerunud
endomeetrium. Detsidualiseerunud endomeetriumis paiknev implantatsioonisait avati
pintsettide abil ning eraldati selles paiknev embriio koos rebukotiga. Embriiod koguti
suupipeti abil PBS’i tilkadesse alusklaasil. Edasise todtluse kdigus hoiti alusklaasi

niisutuskambris, et viltida lahuste aurustumist.
3.7 Whole-mount immunohistokeemia

Emakast vilja dissekteeritud embriiotega viidi 1dbi whole-mount immunohistokeemiline

analiiis. Embriiod fikseeriti 15 min 4% PFA lahuses PBS’is. Seejérel pesti embriioid 10 min
25



PBS’is, 10 min 0,1% Triton X-100 PBS’is ja 10 min PBS’is. Jargnevalt blokeeriti embriioid
1 tund toatemperatuuril 0,1% BSA lahuses PBT puhvris, mis sisaldas 2% kitse seerumit.
Embriiod viidi primaarse antikeha lahusesse (poliiklonaalne rabbit anti-laminiin-1,
lahjendus 1:500, Sigma-Aldrich) 0,1% BSA PBS’is mis sisaldas 2% kitse seerumit ning
inkubeeriti iile66 4°C juures. Embriioid pesti 10 min PBS’is ning inkubeeriti 1 tund 2% kitse
seerum/PBT’s. Seejarel inkubeeriti embriioid sekundaarse antikeha lahuses (goat-anti rabbit
Alexa Fluor 633; lahjendus 1:750; Invitrogen) 0,1% BSA PBS’is 1 tund toatemperatuuril.
Embriioid pesti 10 min PBS’is ning t66deldi tuumade visualiseerimiseks DAPI’ga (1:1000)
PBS’is 10 min ning seejérel pesti 10 min PBS’is. Embriiod sisestati 8-kambrilistele
alusklaasidele sulundusvedelikku Fluoromount G (Electron Microscopy Sciences). Kambrid
kaeti 24x50 mm katteklaasiga (Deltalab) mis kinnitus alusklaasil olevale silikoonribale.
Preparaate séilitati 4°C juures pimedas. Kdikides immunohistokeemilistes katsetes kasutati
paralleelselt negatiivset kontrolli (inkubeeriti ainult sekundaarse antikehaga), kontrollimaks
sekundaarse antikeha voimalikku ebaspetsiifilist seondumist.

3.8 Embriiote genotiipiseerimine

Laser-mikrodissektsiooni kdigus kogutud materjal liitisiti PALM AdhesiveCaps tuubide
silikooniga korgil 4ul liitisilahuses (proteinaas K, 10ug/ml; 10x(NH,),SO, puhver (Solis
BioDyne)) 56°C juures {ile66. Emakast vilja dissekteeritud embriiod, mida kasutati whole-
mount immunohistokeemilises analiitisis liitisiti 15 pl liiisilahuses (proteinaas K, 10pg/ml;
10x(NH,4).SO, puhver (Solis BioDyne)) 56°C juures iile66. Liisaadis sisalduv proteinaas K
inaktiveeriti temperatuuril 98°C 20 min. Saadud genoomset DNA’d kasutati jargnevalt

embriiote genotlipiseerimiseks alleel-spetsiifilise PCR’iga.
PCR kasutati jargnevaid alleelspetsiifilisi praimereid:
LacZ300 5" - CGC ATC GTAACCGTGCATCT -3,
RicPTGgenoF 5- CTC TCC CAG CAT CCCTCAC -3/,

PTG(Ric8)inlrev 5 - CAC ACC CCA GCC GAG TTG - 3.

26



PCR’i reaktsioonisegu koosnes: 10x(NH4)2SO4 puhver (Solis BioDyne), 25 mM MgCl>
(Fermentas), 2mM dNTP, praimer RicPTGgenoF 2ng/ul, praimerid LacZ300 ja
PTG(Ric8)inlrev 1ng/ul, Taq poliimeraas 0.02U/ul, 2ul DNA ja ddH20. Reaktsiooni
kogumaht oli 10 pl.

Kasutatud PCR-i programmi parameetrid:
95 °C 5 minutit

95 °C 30 sekundit,

58 °C 40 sekundit, — 33 tsiklit

72 °C 1 minut,

72 °C 10 minutit.

PCR tulemusena saadud produkte analiiiisiti 1%-lise TAE (Tris-atsetaat-EDTA)
agaroosgeelektoforeesil ning produktide hindamiseks kasutati DNA pikkusmarkerit (1kb
DNA ladder; Fermentas).

3.9 Preparaatide pildistamine

Embriioid vaadeldi ja pildistati Olympus 1X81 mikroskoobiga, mis on varustatud
FluoView1000 konfokaalsiisteemiga. 3D mudelite koostamiseks kasutati Olympus
FluoView FV1000 Ver 3.0 Viewer tarkvara. Parafiinldikude vaatlemiseks ja pildistamiseks
kasutati mikroskoopi Olympus BX51, mis on varustatud kaameraga Olympus DP71.
Pildipaneelide koostamiseks kasutati Adobe Photoshop CS6 tarkvara.

3.10 Morfomeetrilised méotmised ja statistika

Morfomeetrilised mdotmised viidi 1dbi Adobe Photoshop CS6 tarkvaraga, kasutades
referentsina standardiseeritud 0,01 mm sammuga modteldiku. Morfomeetrilised moStmised
viidi 1dbi hematoksiiliin-eosiin varvinguga koeldikudel. Ekstra-embriionaalse vistseraalse
endodermi (EXVE) rakkude morfoloogia kvantitatiivseks kirjeldamiseks moddeti ExVE
rakkude kogupikkus ja EXVE rakkude apikaalse osa pikkus. Rakkude basaalse osa pikkus
tuletati arvutuslikult meetodil lahutades raku kogupikkusest apikaalse osa pikkuse. Vanuses

E6.5 mdddeti igas embriios (n=3 Ric8”; n=3 Ric8"™") viie jirjestikkuse ExVE raku
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kogupikkus ja samade rakkude apikaalse osa pikkus. Vanuses E7.5 mdddeti igas embriios
(n=3 Ric8”"; n=3 Ric8*"*) kiimne jirjestikkuse ExVE raku kogupikkus ja samade rakkude
apikaalse osa pikkus. Rebukoti morfomeetrilisel mootmisel (E5.5, E6.5 ja E7.5) mdodeti iga
embriio (=3 Ric8”; n=3 Ric8"* vodi Ric8*" kdigis uuritud vanustes) keskmistest
seerialdikudest kolme jarjestikkuse 16igu rebukoti pikkus ja laius ning embriio munasilindri
pikkus ja laius (Joonis 7). Statistiliseks analiiiisiks kasutati programmi Excel 2013
(Microsoft Office). Statistilise olulisuse hindamiseks kasutati t-testi ning statistiliselt

oluliseks loeti tulemused mille p-vaartus <0,05.
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4. TULEMUSED

4.1 Ric8” embriiote Reichert’i — ja basaalmembraani kirjeldamine vanuses
E6.5

Arenevat embriiot imbritseb parietaalse endodermi ja trofoblasti rakkude vahel paiknev
mitmekihiline basaalmembraan — Reichert’i membraani (RM). Selleks, et hinnata Reichert’i
membraani terviklikkust dissekteeriti emakast vélja embriiod koos ekstra-embriionaalsete
kudedega (RM, rebukott, ektoplatsentaalkoonus) ning RM  visualiseeriti
immunohistokeemiliselt. RM visualiseerimiseks kasutati laminiin-1 vastast antikeha.
Laminiin-1 kuulub RM komponentide hulka. Embriiotest tehti konfokaalmikroskoobiga 3D
pesakonnakaaslaste Reichert’i membraani 3D kujutistega. Vordlusena kasutatud Ric8*"
genotiiiibiga embriiotel ei esine teadaolevaid kdrvalekaldeid normaalsest fenotiiiibist, nad
labivad edukalt pre- ja postnataalse arengu ja on vdimelised andma eluterveid jarglasi

(Tdnissoo jt., 2003,2006).

Analiiiisi tulemusena tiheldati, et Ric8” Reichert’i membraan sarnaneb iildjoontes
pesakonnakaaslaste Reichert’i membraanile (Joonis 4). Uheks silmapaistvaks erinevuseks
on Ric8”" embriiote Reichert’i membraani iimbritsev tihe rakkude mass (Joonis 4F, valge
nooleots). Kuna rakud katavad tihedalt eelkdige embriio proksimaalset osa, siis on selles
osas ka laminiini ekspressiooni mérgatavalt raskem detekteerida, kuna RM on rakkude poolt
varjestatud (Joonis 4E ja F). Erinevalt Ric8” embriiotest on Ric8*" embriiote puhul
Reichert’i membraani pinnal niha iiksikuid rakke (Joonis 4C, valge nooleots). Ric8"
embriiotele on iseloomulik ka Reichert’it membraani distaalses otsas asuv laminiini rikas
vélja venitatud morfoloogiaga ebatavaline moodustis (Joonis 4E ja F, kollased nooleotsad),
mis pesakonnakaaslaste puhul puudub téielikult (Joonis 4C) v&i on tunduvalt vdiksem.
Lihemal vaatlusel on niha, et Ric8” embriiote Reichert’i membraan ning sellega seotud
rakkude mass sisaldab piirkondi, milles laminiin-1 lokaliseerub iiksikute tdppidena (Joonis
4E ja F, roheline nooleots). Selleks, et saada selgust, kuidas paiknevad RM kontaktis olevad
rakud RM suhtes vaadeldi seeriapilte, millest 3D kujutised on koostatud (Joonis 5). Ric8*"
embriiote puhul on ndha, et Reichert’i membraani pinnal paiknevad liksikud rakud on tihedas
kontaktis Reichert’i membraaniga, mis annab aluse véita, et tegemist on primaarsete
trofoblasti gigantrakkudega (pTG rakud) (Joonis 5C, oranz nooleots). Ric8” embriiote puhul

on nidha Reichert’t membraaniga otseses kontaktis olevaid rakke (tdenéoliselt pTG rakud;
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Joonis 5F, oranz nooleots), kui ka hulgaliselt rakke, mis paiknevad Reichert’i membraanist
eemal (Joonis 5F, valge nooleots) Nende rakkude ldheduses on detekteeritavad ka

ebatiiiipilised laminiini rikkad tépid (Joonis 5E ja F, roheline nooleots).

Joonis 4. Ric8” embriiote Reichert’i membraani 3D kujutis vanuses E6.5. (A-C) Ric8*" embriio Reichert’i
membraanis (RM) ekspresseerub laminiin iihtlaselt. RM katavad iiksikud rakud (C, valge nooleots). (D-F)
Ric8” embriiote RM laminiini ekspressioonis on lisaks iihtlasele ekspressioonile niha ka iiksikuid laminiini
kogumeid (E ja F, roheline nooleots). Reichert’i membraani katab tihe rakkude mass (F, valge nooleots).
Embriio distaalses otsas on ndha ebatavalist laminiini rikast moodustist (F, kollane nooleots), mis
pesakonnakaaslasel puudub. Rakutuumade visualiseerimiseks on kasutatud DAPI’t. Lnl — laminiin-1.
Mbaotkava 40pm.
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Joonis 5. Reichert’i membraani iimbritsevate rakkude paigutus konfokaalmikroskoopia seerialdikudel
vanuses E6.5. (A-C) Ric8™ embriio Reichert’i membraan (RM). (C) Ric8* embriio RM pinnal on niiha
primaarseid trofoblasti gigantrakke (oranz nooleots). (D-F) Ric8” embriio RM. (F) Ric8” embriio RM’i
iimbritseb rakkude mass (valge nooleots). Leidub ka ebatiiiipilisi laminiini kogumeid (roheline nooleots). RM
pinnal on niha primaarseid trofoblasti gigantrakke (oranz nooleots). Rakutuumade visualiseerimiseks on

kasutatud DAPI’t. Lnl — laminiin-1. Mddtkava 40 um

Selleks, et uurida tdpsemalt Reichert’i membraani ja ka basaalmembraani E6.5 vanustes
Ric8”" embriiotes teostati immunofluorestsents analiiiis Ric8” ja Ric8*" embriiotest tehtud
histoloogilistele koeldikudele. Analiiiisi tulemused niitasid, et Ric8” Reichert’i membraan
on terviklik (Joonis 6B ja E). Seda kinnitab ka see, et immunohistokeemilise meetodiga
ebaspetsiifiliselt markunud (Joonis 6C) emapoolsed eriitrotsiitidid (tuumata rakud)
Reichert’i membraani iimbruses ei ole padsenud Ric8”" embriiote rebukoti sisemusse (Joonis
6B ja E). Kiill aga on eriitrotsiiiitide hulk Ric8”" embriiote Reichert’i membraani iimbruses
tunduvalt suurem kui Ric8* pesakonnakaaslasel (Joonis 6A ja B; punased viikesed iimarad
tuumata rakud). Ric87 embriiote puhul jiib detsiidua ja RM vahele tunduvalt suurem
vahemik kui Ric8*" pesakonnakaaslasel , mis on tiitunud ema eriitrotsiiiitidega (Joonis 6B
ja E). Ric8" embriiote kiilgmistel sagitaalldikudel on nihtav iseloomulik rebukotist ja
Reicherti membraanist moodustunud véljaveninud struktuur embriio distaalses otsas, mis on

tugeva laminiini signaaliga (Joonis 6B, valge nool). Selle omapirase struktuuri sisemuses
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on detekteeritavad ka mitmed tuumaga rakud (Joonis 6B). Heterosiigootidel sarnase
morfoloogiaga struktuuri ei ole (Joonis 6A). Lisaks on Ric8” embriiote rebukoti parietaalse
endodermi rakkude iimber mérgatavalt rohkem niha laminiini margist kui Ric8* embriiotel
(Joonis 6 D ja E), mistdttu niib Ric8*" embriiote RM peenem ja selgepiirilisem vorreldes

Ric8”" embriiotega (Joonis 6A ja B, F ja G).

Teine oluline basaalmembraan (BM), mida vaadeldi paikneb vistseraalse endodermi all. See
BM on ekstra-embriionaalses — ja embriionaalses osas selgesti nihtav ning Ric8*' jaRic8”"
embriiotes iildjoontes sarnane (Joonis 6A, B, D-F). Embriio distaalses osas paiknev BM on
nii Ric8”" kui Ric8*" embriiote puhul raskemini detekteeritav (Joonis 6A, B, D, E). Samas

osadel Ric8” embriiotel ei ole VE rakkude iimber paiknev laminiini ekspressioon tuvastatav

(Joonis 6G).
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Joonis 6. E6.5 embriiote basaalmembraanide analiiiis. (A) Ric8*" embriio kiilgmine sagitaalldik. Embriiol
on eristatav selgelt kulgev Reichert’i membraan (RM) ja basaalmembraan (BM). Embriio distaalses otsas ja
kiilgedel on niiha vihesel méiral ema eriitrotsiiiite (B) Ric8” embriio kiilgmine sagitaalldik. RM on terviklik
kuid seda timbritseb hulgaliselt ema eriitrotsiiiite. Rebukoti sisemuses eriitrotsiiiite pole. Embriio distaalses
tipus paikneb laminiini rikas moodustis, milles on niha ka tuumaga rakke (valge nool). (C) Negatiivne kontroll,
mille puhul pole viidud 14bi to6tlust primaarse antikehaga. Laminiini ekspressioon puudub. Sekundaarse
antikehaga on ebaspetsiifiliselt reageerinud ema eriitrotsiiiidid. (D) Ric8*" embriio keskmine sagitaalldik.
Embriiol on eristatav selgelt kulgev RM ja BM. (E) Ric87 embriio keskmine sagitaalldik. Reichert’i membraani
imbritseb hulgaliselt ema eriitrotsiilite. PE rakke timbritseb tugev laminiini signaal. BM on selgelt
detekteeritav, viljaarvatud embriio distaalses osas. (F) Ric8** embriio ristlik embriio distaalsest osast.
Vistseraalse endodermi (VE) ja epiblasti vahel paiknev BM pole selgelt vilja kujunenud. Laminiin {imbritseb
ka VE rakke. RM kulgeb selgelt ja iihtlaselt. (G) Ric8” embriio ristldik embriio distaalsest osast. VE ja
epiblasti vahel kulgev basaalmembraan pole detekteeritav. RM laminiini ekspressioon on vdrreldes Ric8*'*
embriioga ndrgem ja hajusam. Rakutuumade visualiseerimiseks on kasutatud DAPI’t. Lithendid: BM-
basaalmembraan; Lnl — laminiin-1; RM — Reichert’i membraan; PE — parietaalne endoderm. Mdadtkava 100

pum
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4.2 Ric8' embriiote rebukoti morfomeetriline analiiiis

Ric8” embriiote rebukoti arengu kirjeldamiseks analiiiisiti hematoksiiliin-eosiin virvinguga
sagitaal-tasapinnas koeldike ning viidi 14bi morfomeetrilised motmised. Ric8” embriioid

vorreldi Ric8** ja Ric8*" genotiiiibiga pesakonnakaaslastega.

Koeldikude histoloogilis-morfoloogilisel analiiiisil selgus, et embriionaalses vanuses
E7.5 on Ric8” embriiod selgelt viiksemad kui pesakonnakaaslased. Ric8” embriiotele on
iseloomulik varieeruva morfoloogiaga selgete arenguanomaaliatega trofektodermi péritolu
ektoplatsentaalkoonus ja ekstra-embriionaalne ektoderm (Joonis 7B). Lisaks kirjeldab neid
korrektselt moodustunud 0dnte (ektoplatsentaaldds, ekso-tséloom ja proamniootiline d3s)
puudumine ning embriionaalsete kudede arengudefektid (Joonis 7B), mida on varasemalt
pdhjalikult kirjeldatud (Tdnissoo jt., 2010) ning millel kdesolev t66 ei peatu. Munasilindri
kujulist embriiot iimbritseb rebukott, mille moodustavad vistseraalne endoderm ning
parietaalne endoderm ja sellega seotud Reichert’i membraan (Joonis 7A). Ric8” embriiotel
on rebukott munasilindri pikitelje suunas ebanormaalselt vélja veninud (Joonis 7B).
Silmapaistev erinevus on Ric8” embriiote rebukoti distaalses otsas, kus embriio ja rebukoti
vahele jddb tunduvalt suurem vahemik kui pesakonnakaaslaste puhul (Joonis 7A ja B).
Lisaks on Ric8” embriiotel vorreldes pesakonnakaaslastega rebukoti iimber

ebaproportsionaalselt palju emapoolseid ertitrotsiiiite (Joonis 7B, tuumata rakud).

Selgitamaks kuidas toimub Ric8” rebukoti areng viidi ldbi morfomeetrilised
modtmised ES.5, E6.5 ja E7.5 vanustes embriiotes. Morfomeetriliste modtmiste kdigus
moddeti sagitaaltasapinnas embriio (munasilindri embriionaalne ja ekstraembriionaalne osa)
ja teda limbritseva rebukoti pikkust ning laiust. Embriio pikkuseks loeti proksimaalselt
paikneva ektoplatsentaalkoonuse ja embriio vistseraalse endodermi distaalse otsa vahele
jaav vahemaa (Joonis7A ja B, sinised punktiirjooned). Rebukoti pikkuseks loeti
proksimaalselt paikneva ektoplatsentaalkoonuse ja rebukoti parietaalse endodermi distaalse
otsa vahele jddv vahemaa (Joonis7A ja B; p-d telje pikkus). Analiiiisi tulemusena selgus, et
Ric8”" embriiod on oma pesakonnakaaslastest kogu vaadeldud arenguperioodi viltel (ES.5-

E7.5) oluliselt lithemad (p<0,05) (Joonis 8).

Ric8”" embriiote laius (mdddetuna piirkonnast, kus embriio on kdige laiem) vanuses

E5.5 ja E6.5 oluliselt ei erine (p=0,21 ja p=0,5 vastavalt), kuigi Ric8” embriiod on
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pesakonnakaaslastest monevdrra kitsamad (Joonis 9). Gastrulatsiooni staadiumis (E7.5) on

Ric87 embriiote laius pesakonnakaaslastest juba oluliselt viiksem (p<0,01) (Joonis 9).

Joonis 7. Ric8” embriiote fenotiiiip vanuses E7.5. (A) Ric8" embriiol on korrektselt vilja arenenud
kehadoned, selgelt on eristatavad embriionaalne ja ekstra-embriionaalne osa, eristunud on mesoderm ja
ektoderm. Munasilindrit timbritseb parietaalne endoderm koos Reichert’i membraaniga, mis koos vistseraalse
endodermiga moodustavad normaalse suurusega rebukoti. Rebukoti emaka poolse seina (PE-parietaalne
endoderm) ja embriio vahele jddb nii embriio kiilgedelt kui embriio distaalsest tipust iihtlase suurusega
vahemik. (B) Ric8" embriio on vdrreldes Ric8*" embriioga tunduvalt viiksem, omades mitmesuguseid
arengudefekte. Rebukott on ebanormaalselt suurenenud. Ric8” embriio ja rebukoti emaka poolse seina (PE-
parietaalne endoderm) vahele jadv vahemik on embriio distaalses osas tunduvalt suurem kui embriio killgedel.
Joonistel on punase kaksiknoolega tahistatud teljed mille suhtes mdddeti rebukoti pikkust (p-proksimaalne; d-
distaane) ja kollase kaksiknoolega teljed mille suhtes mdddeti rebukoti laiust. Sinise punktiirjoone vahele jaidb
embriio munasilindri mdddetud pikkus pikki proksimaal-distaalset telge. Lithendid: Ac — amniootiline 63s; E
— epiblast; Epc — ektoplatsentaal koonus; Etc — ektoplatsentaal-60s; Exc — ekso-tséloom; Exe — ekstra-
embriionaalne ektoderm; ExM — ekstra-embriionaalne mesoderm; PE — parietaalne endoderm; VE -

vistseraalne endoderm; YS — rebukott. Mdotkava 100um.

Rebukoti mddtmistulemused néitasid, et vanuses E5.5 on Ric8” embriiote rebukott
pesakonnakaaslaste omast oluliselt kitsam (modddetuna piirkonnast kus rebukott on kdige
laiem) ja ka lithem (p<0,01 ja p<0,05 vastavalt) (Joonis 10 ja Joonis 11). Vanuses E6.5
statistiliselt olulist erinevust Ric8” embriiote ja pesakonnakaaslaste rebukoti pikkuses ega
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laiuses ei esine (p=0,4 ja p=0,6), ehkki Ric8” embriiote rebukott on pesakonnakaaslaste
omast monevorra (keskmiselt 28,68 um) pikem (Joonis 10 ja Joonis 11). Tdhelepanuviirselt
on vanuses E7.5 Ric8” embriiote rebukoti pikkus pesakonnakaaslaste omaga vorreldes
oluliselt suurem (p<0,05) (Joonis 11), samas ei esine Ric8” embriiotel rebukoti
ebanormaalset laienemist (p=0,09) (Joonis 10).

Kokkuvotvalt nditavad nii histoloogiline analiilis kui morfomeetrilised modtmised, et
pregastrulatsiooni arenguetapis toimub Ric8” embriiote rebukoti ebanormaalne pikenemine
ning gastrulatsiooni etapil on rebukoti pikkus saavutanud ebaproportsionaalselt suured

modtmed (Joonis 12).
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Joonis 8. Embriiote pikkuse morfomeetriline analiiiis E5.5-E7.5. Vanuses E5.5, E6.5 ja E7.5 on Ric8™"
embriiod vorreldes pesakonnakaaslastega (wt/het) oluliselt lithemad. Koigis vaadeldud vanustes kasutati kolme
(nii Ric8” kui Ric8" vdi Ric8*'*) embriio 1dikudelt saadud andmeid. Vearibad joonisel téhistavad

standardviga. Statistilise olulisuse tuvastamiseks on kasutatud t-testi. * p<0,05
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Joonis 9. Embriiote laiuse morfomeetriline analiiiis E5.5-E7.5. Vanuses E5.5 ja E6.5 Ric8" embriiote
laiuses vorreldes pesakonnakaaslastega (wt/het) olulist erinevust ei esine. Vanuses E7.5 on Ric8” embriiod
vérreldes pesakonnakaaslastega oluliselt kitsamad. Kdigis vaadeldud vanustes kasutati kolme (nii Ric8” kui

Ric8™" vdi Ric8*'*) embriio 16ikudelt saadud andmeid. Vearibad joonisel tihistavad standardviga. ** p<0,01
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Joonis 10. Rebukoti laiuse morfomeetriline analiiiis ES.5-E7.5. Vanuses E5.5 on Ric8” embriiote rebukott
vorreldes pesakonnakaaslastega (wt/het) oluliselt kitsam. Vanuses E6.5 ja E7.5 Ric8” embriiote ja
pesakonnakaaslaste rebukoti laiuste vahel olulist erinevust ei esine. Kdigis vaadeldud vanustes kasutati kolme
(nii Ric8” kui Ric8" vdi Ric8*'*) embriio 1dikudelt saadud andmeid. Vearibad joonisel tihistavad
standardviga. ** p<0,01
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Joonis 11. Rebukoti pikkuse morfomeetriline analiiiis E5.5-E7.5. Vanuses E5.5 on Ric8” embriiote
rebukott pesakonnakaaslaste (wt/het) rebukotist oluliselt lithem (mdddetuna ektoplatsentaalkoonusest
parietaalse endodermi distaalse otsani). Alates vanusest E6.5 algab Ric8” embriiotel rebukoti ebanormaalne
pikenemine ning vanuseks E7.5 on Ric8” embriio rebukott vdrreldes pesakonnakaaslastega statistiliselt
oluliselt pikem. Kdigis vaadeldud vanustes kasutati kolme (nii Ric8” kui Ric8*" vdi Ric8**) embriio 15ikudelt

saadud andmeid. Vearibad joonisel téhistavad standardviga. * p<0,05
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[ Ric8-/- rebukott

B WT/het embriio
B WT/het rebukott

Joonis 12. Skemaatiline esitlus embriiote rebukoti arengu diinaamikast. Vanuses E5.5 on Ric8” embriiote
rebukott vdrreldes pesakonnakaaslastega oluliselt lihem. Alates vanusest E6.5 algab Ric8” embriiote rebukoti
pikenemine vorreldes pesakonnakaaslastega, saavutades ebanormaalselt suured mdotmed vanuseks E7.5.
Joonisel on kujutatud embriio ja rebukoti reaalsed proportsionaalsed suhted erinevate genotiilipide puhul

erinevates vanustes.
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4.3 Ric8’ embriiote ekstra-embriionaalse vistseraalse endodermi
iseloomustamine

Ric8” embriiote ekstra-embriionaalse vistseraalse endodermi (ExVE) morfoloogia
kirjeldamiseks vorreldi histoloogilisi hematoksiiliin-eosiin vérvinguga koeldike Ric8” ja

Ric8*'* embriiotest vanuses E6.5 ja E7.5.

Varases gastrulatsiooni staadiumis, vanuses E6.5 sarnaneb Ric8” embriiote EXVE
rakkude fenotiiiip Ric8** embriiote omaga (Joonis 13A ja B). Mdlema genotiiiibi puhul on
selgelt eristatavad pikliku kujuga EXVE rakkude apikaalsed osad, mis sisaldavad suuri
apikaalseid vakuoole, kui ka rakkude basaalsed osad, milles paikneb rakutuum (Joonis 13A
ja B; apikaalne — punane nooleots, basaalne — kollane nooleots). Apikaalsed vakuoolid on
mdlema genotiiiibi puhul vorreldava suurusega (Joonis 13A ja B, must nool). Kuigi
visuaalsel hindamisel tundub, et Ric8” ExVE rakkude morfoloogias vorreldes Ric8** EXVE
rakkudega tosiseid kdrvalekaldeid ei esine, teostati tdpsemaks analiilisiks ExXVE rakkude
morfomeetrilised mddtmised. Saadud andmete analiiiisil selgus, et Ric8” embriiote EXVE
rakud on vanuses E6.5 Ric8** embriiote ExXVE rakkudest statistiliselt oluliselt (p<0.05)
lithemad (Joonis 14). Kui vaadelda ExXVE rakkude apikaalset osa, siis Ric8” embriiotel on
see vorreldes Ric8** embriiotega oluliselt liihem (p<0,05). Samuti on Ric8” embriiote
ExVE rakkude basaalne osa mdnevdrra lithem kui Ric8** embriiote ExVE rakkude basaalne
osa, ehkki tegemist pole statistiliselt olulisuse erinevusega (p=0,19) (Joonis 14). Vaatamata
viiksematele mddtmetele on Ric8” embriiote ExVE rakkudel apikaalse ja basaalse osa

iildine proportsionaalne jaotus (54% basaalne/46% apikaalne) sarnane Ric8** embriiotele.

Gastrulatsiooni staadiumis, vanuses E7.5 on Ric8” ja Ric8"* embriiote vahelised
erinevused ExVE rakkude morfoloogias selgesti eristatavad (Joonis 13C ja D). Ric8**
embriiote EXVE rakud on silinderepiteelile omaselt pikliku kujuga, rakkude basaalne ja
apikaalne osa on selgelt eristuv ning apikaalses osas on ndhtavad suured apikaalsed
vakuoolid (Joonis 13C, kollane ja punane nooleots, must nool). Ric8”" EXVE rakud on
erinevalt Ric8** ExVE rakkudest pigem kuboidse kujuga ning nende apikaalne osa on
mirgatavalt Shem ning lamenenud. Lisaks sellele pole Ric8” ExVE rakkude apikaalsed
vakuoolid nii selgelt eristatavad kui Ric8*'* embriiote ExVE rakkudes, olles oma mddtmetelt

tunduvalt vdaiksemad (Joonis 13D).
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E7.5

Joonis 23. Ric8” ja Ric8"* embriiote ExVE histoloogiline analiiiis. (A) Vanuses E6.5 on Ric8** (+/+)
embriio ExVE rakkudel selgelt eristatav raku apikaalne osa, mis sisaldab apikaalseid vakuoole ja raku basaalne
osa, milles paikneb rakutuum. (B) Ric8” embriio ExVE rakkudes on sarnaselt Ric8** EXVE rakkudele
eristatavad nii vakuoole sisaldav apikaalne kui ka tuuma sisaldav basaalne osa. (C) E7.5 vanuses Ric8*"*
embriios on vilja venitatud piklike ExVE rakkude apikaalne ja basaalne osa teineteisest selgelt eristatavad ja
apikaalses osas on niha mitmeid vakuoole. (D) Ric8” embriio ExVE rakud on vanuses E7.5 vdrreldes Ric8*'*
ExVE rakkudega tunduvalt lamedamad ja kuboidsemad. Rakkude mérgatavalt Shenenud apikaalses osas ei ole
voimalik selgelt eristada apikaalseid vakuoole. Lithendid: av - apikaalne vakuool; EXE - ekstra-embriionaalne
ektoderm; EXM - ekstra-embriionaalne mesoderm; ExVE - ekstra-embriionaalne vistseraalne endoderm; YS -
rebukott. Must nool osutab apikaalsele vakuoolile. Kollane nooleots tdhistab ExVE rakkude basaalset osa.

Punane nooleots tahistab EXVE rakkude apikaalset osa. Modtkava: 20pum
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Morfomeetriline analiiiis kinnitab, et vanuses E7.5 on Ric8” embriiote ExVE rakud
Ric8*"* embriiote ExXVE rakkudest oluliselt (~2 korda) liihemad (p<0,01; Joonis 15). Nii
apikaalse kui basaalse osa pikkused on Ric8’ embriiote ExVE rakkudes vorreldes Ric8*/*
embriiote apikaalse ja basaalse osa pikkustega oluliselt lithemad (p<0,01; Joonis 15). Lisaks
sellele on muutunud EXVE rakkude apikaalse ja basaalse osa proportsionaalne jaotus rakus.
Ric8** embriiote ExVE rakkude basaalse osa pikkus on keskmiselt 13,5 pum ja moodustab
56% raku kogupikkusest ning apikaalse osa pikkus on keskmiselt 10,52 pm, moodustades
44% raku kogupikkusest. Samas on Ric8” embriiote ExVE rakkude basaalse osa pikkus
keskmiselt 7,22 um ja moodustab 60% raku kogupikkusest ning apikaalse osa pikkus on
keskmiselt 4,65 pm moodustades 40% raku kogupikkusest.
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Joonis 14. Ric8” ExVE rakkude morfomeetriliste méotmiste tulemused vanuses E6.5. Ric8” embriiote
(n=3) ExVE rakud on vdrreldes Ric8*"* embriiote (n=3) ExVE rakkudega oluliselt liihemad. ExVE rakkude
basaalse osa keskmine pikkus on Ric8™ ja Ric8** embriiotel sarnane. Ric8” EXVE rakkude apikaalse osa
keskmine pikkus on oluliselt lihem kui Ric8* embriiotel. Vearibad joonisel tdhistavad standardviga.

Statistilise olulisuse hindamiseks on kasutatud t-testi. * p<0,05
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Joonis 15. Ric8”" ExVE rakkude morfomeetriliste modtmiste tulemused vanuses E7.5. Ric8” embriiote
(n=3) ExVE rakkude keskmine pikkus on oluliselt liihem kui Ric8** embriiote (n=3) EXVE rakkudel. Ric8"
embriiote ExVE rakkude basaalsed kui ka apikaalsed osad on vdrreldes Ric8** embriiote ExVE rakkudega
tunduvalt lithemad. Vearibad joonisel tihistavad standardviga. Statistilise olulisuse hindamiseks on kasutatud

t-testi. ** p<0.01
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ARUTELU

Kiesoleva magistritod eesmirgiks oli analiiiisida ja kirjeldada Ric8” embriiote ekstra-
embriionaalsete kudede morfoloogiat ja histoloogiat varajases post-implantatsioonilises
arengus. Ekstra-embriionaalsete kudede korrektne areng on hddavajalik tiinuse normaalseks
kulgemiseks ja sdilimiseks. Ekstra-embriionaalsed koed vahendavad ema ja loote vahelisi
interaktsioone, kaitsevad embriiot ema immuunsiisteemi eest ning nende kudede vahendusel
jouavad embriioni toitained. Magistritdos kirjeldatud katsetes uuriti embriioid vanuses E5.5-
E7.5. Sellel arenguperioodil kuuluvad ekstraembriionaalsete kudede hulka trofektodermi
péritolu primaarsed trofoblasti gigantrakud (pTG rakud), ektoplatsentaalkoonus ja ekstra-
embriionaalne ektoderm ning primitiivse endodermi péritolu parietaalne endoderm ja
vistseraalne endoderm. Parietaalse endodermi ja pTG rakkude vahele jddb parietaalse
endodermi rakkude poolt siinteesitud Reichert’i membraan (RM), mis toimib filtrina mille

kaudu liiguvad makromolekulid embriio ja ema organismi vahel.

Antud t66s analiiiisiti Ric8” embriiote Reichert’i membraani struktuuri whole-mount
immunohistokeemilisel meetodil vanuses E6.5. Katsete tulemusena selgus, et Ric8”
embriiote Reichert’i membraan on terviklik. Seda toetab eelkdige fakt, et Ric8” embriiote
puhul ei tdheldatud ema vererakkude sattumist rebukotti. Ema vererakkude esinemine
rebukoti sisemuses on iildine indikaator sellest, et Reichert’t membraanis esineb katkeid
(Péschl jt., 2004; Williamson jt., 1997). Kuna ema vererakke Ric8” embriio rebukotis ei
esine voib viita, et Ric8” embriio RM toimib efektiivse barjadrina ema organismi ja embriio

vahel. Siiski on Reichert’i membraanil embriionaalses arengus ka teine oluline funktsioon.

Reichert’t membraani pinnal paiknevad primaarsed trofoblasti gigantrakud, mis on
olulised ema ja loote vahelise tihenduse loomisel (Cross jt., 1994). Varasemalt on nédidatud,
et Ric8 ekspresseerub pTGC rakkudes (Tonissoo jt., 2010). Reichert’i membraan reguleerib
pTG rakkude funktsiooni 1dbi erinevate laminiini subiihikute ekspressiooni (Klaffky jt.,
2001, 2006; Miner jt., 2004). pTG rakud interakteeruvad neis ekspresseeruva integriini
retseptori a7p1l kaudu laminiini isovormidega, mis mojutavad pTG rakkude funktsiooni
erinevalt (Klaffky jt., 2001). pTG rakud on invasiivsed rakud, mis tungivad emaka
detsiiduasse. See funktsioon on otseselt seotud pTG rakkudes ekspresseeruva integriini ja
implantatsioonisaidis ekspresseeruvate laminiinide vaheliste interaktsioonidega (Klaffky jt.,
2001, 2006). Magistritoos naidati mitmeid Ric8” embriiote arenguanomaaliaid, mis vdiks

otseselt voi kaudselt olla seotud pTG rakkude héiritud funktsiooniga. Néiteks tiheldati Ric8
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" vilja dissekteeritud embriiote puhul seda, et Ric8” embriiote pinnal paikneb rohkem rakke
kui Ric8*" embriiote pinnal. Selleks, et teada, kui suur hulk neist rakkudest on pTG rakud
oleks vaja kasutada monda pTG rakkude spetsiifilist markerit. Selliseks pTG rakkude
spetsiifiliseks markeriks on néiteks platsentaalne laktogeen-1 (PL-1) (Simmons jt., 2008).
Lisaks leidus Ric8” mutantseid embriioid iimbritsevatel rakkudel ebatiiiipilisi laminiini
kogumikke. Kuna embriiot iimbritseva detsiidua rakkudes laminiin-1 sel perioodil ei
ekspresseeru, siis ei saa ndhtud laminiini ekspressioon olla detsiidua péritolu (Klaftky jt.,
2001). Histoloogilistel preparaatidel nihti, et Ric8” embriiote Reichert’i membraani
timbritseb hulgaliselt ema eriitrotsiiiite ning detsiidua ja Reichert’i membraani vahele jaib
suur vahemik. Ric8*" embriiote puhul on ema eriitrotsiiiitide hulk tunduvalt madalam ja
Reichert’t membraan paikneb vastu detsiiduat. Neid anomaaliaid arvestades voib oletada,
et Ric8”" embriiotes on hiiritud pTG rakkude fagotsiitootilise mehhanismi kaudu toimuv
invasioon emaka detsiiduasse. RIC8 rolli on ndidatud fagotsiitootilistes protsessides. RIC8
valgu vihenenud ekspressioon makrofaagides vihendab oluliselt makrofaagide fagotsiitoosi
voimet (Huang jt., 2014). Voimalik, et RIC8 puudus modjutab pTG rakkude invasiooni
voimet ka integriinide kaudu. Integriini retseptorite aktiveerimisel osalevad erinevad G
valgud (Patel, 2004). RIC8 osaleb G valkude poolt vahendatud signaaliiilekande rajas
guaniini nukleotiidivahetusfaktorina ning lisaks toimib Ga subiihikute tSaperonina (Chan jt.,
2013; Tall jt., 2003). Integriinide normaalne funktsioon on emaka ja embriio vahelise
kontakti loomiseks hddavajalik. Integriin B1 mutantsed embriiod ei ole vdoimelised looma
tugevat kontakti emaka detsiiduaga ning surevad vanuses E5.5 erinevate arengudefektide
tottu (Stephens jt., 1995).

pTG rakud ekspresseerivad ka erinevaid para- ja endokriinseid faktoreid, mis on
olulised tiinuse edukaks kulgemiseks. Néiteks ekspresseerub neis vere hiiiibimist takistav
valk trombomoduliin, mille puudus on embriionaalselt letaalne (Isermann jt., 2003). Vere
hiiiibimise takistamine on oluline selleks, et embriioni jduaks piisavalt toitaineid. Ric8”
embriiotel on tdheldatud ema vererakkude (eriitrotsiilitide) kogunemist Reichert’i
membraani timbrusesse. Sellise fenotiiiibi tiheks pohjuseks voiks olla pTG rakkude hairitud
funktsioon. Selle oletuse kinnitamiseks oleks oluline teada, kas Reichert’i membraani

umbritsev veri on hiitibinud.

Kiesolevas to0s nihti ka mitmeid defekte Ric8” embriiote rebukoti arengus. Vanuses
E6.5 tiheldati laminiini ebanormaalset kogunemist Ric8”- embriiote distaalsesse otsa. Lisaks

sellele algab selles vanuses ka Ric8” embriiote rebukoti ebanormaalne vilja venimine, mis
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vanuses E7.5 on saavutanud mérkimisvadrsed mootmed. Gastrulatsiooni staadiumis toimub
embriio toitmine ekstraembriionaalsete kudede vahendusel. Toitained jouavad ldbi
Reichert’t membraani difusiooni kaudu rebukoti 0dnsusesse, kust need transporditakse
vistseraalse endodermi vahendusel embriioni. Vistseraalse endodermi rakkudes toimuvat
endotslitoosi protsessi nimetatakse mikroautofaagia sarnaseks protsessiks (Kawamura jt.,
2012). VE rakkudel on spetsiifiline morfoloogia, mis on eriti selgelt vilja kujunenud ekstra-
embriionaalse vistseraalse endodermi rakkudes. ExXVE rakud sisaldavad suuri apikaalseid
vakuoole, milles toimub endotsiiteeritud molekulide protsessimine (Kawamura jt., 2012).
Kiesolevas t60s analiiiisiti Ric8”7" embriiote ExVe rakkude morfoloogiat ning analiiiisi
tulemusena selgus, et vanuses E7.5 on Ric8” ExVE rakkude morfoloogia tugevalt hiirunud.
Ric8”" EXVE rakkude apikaalses osas paiknevad apikaalsed vakuoolid on tunduvalt
véaiksemad ning rakkude apikaalse ja basaalse osa proportsioonid on oluliselt muutunud. See
annab infot sellest, et Ric8”" embriiote EXVE ei funktsioneeri efektiivselt, ning see voib olla
ka pdhjuseks, miks toimub vedeliku kogunemine rebukotti ja rebukoti vdlja venimine. Lisaks
sellele voib oletada, et Ric8” embriio jasb tinu defektsetele EXVE rakkudele toitainete
vaegusesse. Seda tdestab ilmekalt ka fakt, et Ric8” embriiod on kasvult viiksemad ja neil

esineb arenguline mahajaamus (TOnissoo jt., 2010).

Vistseraalne endoderm toimib ka embriio kehaplaani kujundavate signaalide
vahendajana ja on oluline anterio-posterioorse kehatelje vélja kujunemiseks (Thomas ja
Beddington, 1996). Vistseraalse endodermi endotsiitoosi defektide puhul toimub anterio-
posterioorse telje markerite Lefty, Cerl, Nodal ja Brahyury korrektne positisioneerumine
E6.2 vanuses embriios, kuid nende markerite ekspressioonitase on madalam, embriiod ei 1dbi
korrektselt gastrulatsiooni ja surevad gastrulatsioonistaadiumis (Kawamura jt., 2012). Ric8"
I embriiote puhul on varasemalt vaadeldud Cerl ja Nodal ekspressiooni vanuses E6.5
(Tdnissoo jt., 2010). Ric8” embriiotes toimub nende markerite positsioneerumine samuti
ildiselt korrektselt kuid ekspressioon on ndrgem ning embriiod surevad
gastrulatsioonidefektide tottu (Tonissoo jt., 2010). Seega vodivad embriios esinevad
gastrulatsioonidefektid tuleneda ekstra-embriionaalse koe, vistseraalse endodermi,
defektsest arengust. RIC8 roll vistseraalse endodermi endotsiitoolilise funktsiooni vilja
kujunemisel voib olla seotud laminiini ekspressiooniga. Katsetes embriioidkehadega on
nididatud, et embriioidkehad, mis on laminiin-al globulaarsete domdanide 4-5 defitsiitsed
toimub endotsiitoosis osalevate geenide ekspressioonitaseme langus, mis viitab VE

defektsele diferentseerumisele (Akerlund jt., 2009). In vitro katsetes Ric8 mutantsete gliia
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rakkudega on néidatud, et nendel rakkudel on probleeme kinnitumisega laminiinile (Ma jt.,
2012). Basaalmembraani defekte on tdheldatud ka neurospetsiifiliste Ric8 konditsionaalsete
hiire mutantide ajukelmete all paiknevas basaalmembraanis (Kask jt., 2015). Samuti on
teada, et vanuses E7.5 esineb Ric8” embriiotel VE basaalmembraanis defekte (Tonisoo jt.,
2010). Sellest tulenevalt voib Ric8-/- embriiote ExVE rakkudel kirjeldatud morfoloogiline
eripara olla seotud ExVE rakkude all paikneva basaalmembraaniga, mis vanuses E6.5 on
vorreldav pesakonnakaaslastega kuid milles esinevate defektide ilmnemist on tdheldatud

vanuses E7.5 (Tdnissoo jt., 2010).

Kiesolevas t60s demonstreeriti mitmeid Ric8”7 embriiote ekstra-embriionaalsete
kudede defekte. Ric8”" embriiotel on tdsiseid probleeme rebukoti ning vistseraalse
endodermi arengus. Varasemalt ei ole Ric87 embriiote ekstra-embriionaalsete kudede
arengule tdhelepanu pooratud, kuid kéesoleva t66 tulemused niitavad, et ekstra-
embriionaalsete kudede defektidel voib olla oluline roll Ric8” embriiotele omaste

arenguanomaaliate ja letaalsuse tekkel.
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KOKKUVOTE

Kiesoleva magistritéd eesmirgiks oli analiiiisida ja kirjeldada Ric8” embriiote ekstra-
embriionaalsete kudede morfoloogiat ja histoloogiat varajases post-implantatsioonilises

arengus.
Eksperimentaalses osas saadud tulemuste pdhjal tehti jirgnevad kokkuvdtvad jareldused:

1. Ric8" Reichert’i membraan on terviklik ning vdimeline toimima efektiivse
barjdérina ema organismi ja embriio vahel.

2. Vanuses E6.5 on Ric8” embriiote basaalmembraan intaktne.

3. Ric8" embriiote rebukott hakkab vanuses E6.5 ebanormaalselt pikenema, saavutades
ebaproportsionaalselt suured mdotmed vanuseks E7.5.

4. Ric8" embriiote rebukoti distaalses osas paikneb ebatiiiipiline laminiini-rikas rakke
sisaldav vilja veninud morfoloogiaga struktuur.

5. Ric8" embriiote ekstraembriionaalne vistseraalne endoderm (ExVE) on vanuses
E7.5 defektne. Rakud on lithemad ning sisaldavad vorreldes pesakonnakaaslaste

EXVE rakkudega tunduvalt viiksemaid apikaalseid vakuoole.
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SUMMARY

Guanine exchange factor RIC8 in the development of mouse extraembryonic tissues.
Marii Ojastu

The development of extra-embryonic tissues is a critical prerequisite for effective
implantation and development of the embryo. In the embryonic development of mice the
extra-embryonic tissues protect the embryo from mothers immune system and provide
nutrition for the embryo before the development of a fully functional placenta. The extra-
embryonic tissues responsible for those functions are the primary trophoblast giant cells,
Reichert’s membrane and parietal and visceral endoderm that together form the yolk sac.
Therefore it is important to study the molecular processes that are part of the development
of those tissues with carry such big responsibility in the early development of the mouse
embryo. The current research focused on analysing and describing the morphology and
histology of extra-embryonic tissues in RIC8 mutant mice. RIC8 is a conserved guanine
exchange factor that functions in G protein signaling pathway. It also has an additional role
as a chaperone in the synthesis of G protein a subunits. Numerous studies have shown RIC8
role in fundamentally important biological processes like cell division, adhesion, migration
and signal transduction. Absence of RIC8 has proven to be embryonically lethal in mice.
RIC8 deficient embryos die around 7.5 days into embryonic development due to various
defects in gastrulation. Through immunohistochemical and histological methods we show
that RIC8 mutants express various defects in the development of extraembryonic tissues. We
establised that the yolk sac and the basement membrane of RIC8 mutants (E6.5) is intact,
although it shows diferent developmental anomalities. We demonstrated exessive synthesis
of basement membrane component laminin-1 in the distal part of RIC8 mutant embryos yolk
sac. In addition we establised that the yolk sac of RIC8 mutant embryos grows exessively in
lenght and reaches abnormal size by the embryonic day 7.5. The morphology of the cells of
extra-embryonic visceral endoderm (ExVE) of RIC8 mutant embryos has drastically
changed compared to the littermates. By the embryonic day E7.5 the cells of RIC8 mutant
EXVE have reduced in size and show very small apical vacuoles. The results conclude that
the extra-embryonic tissues that form the yolk sac of RIC8 mutant embryos express various

defects that have a potentially strong impact on the development of the mutant embryos.
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