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INFOLEHT

RIC8 olulisuse uurimine spermatogeneesis, kasutades mudelina

isassugurakkude spetsiifilist Stra8Cre* Ric8'aZ/°x hjireliini

Sugurakud on ainsad rakud, mis v@imaldavad jarglastele edasi kanda vanematelt périt
geneetilist informatsiooni. Spermatogenees hélmab endas slimmeetrilist ning asummeetrilist
jagunemist ning vastavate protsesside eest vastutavad evolutsiooniliselt konserveerunud
valgud, néiteks RIC8. Uurimaks RIC8 olulisust spermatogeneesi protsessis, lulitati
spermatogoonides vastav valk hiirtel alates arengujargust P3 vélja. Kéesoleva bakalaureusetto
eksperimentaalses osas saadud tulemustele toetudes tehti jargnevad jareldused: RIC8
konditsionaalne valjalilitamine spermatogoonidest ei pdhjusta muutusi  véaanilistes
seemnetorukestes olevate rakkude populatsioonis, kuid Ric8”7 genoomiga isenditel esinesid
haired spermatogeense epiteeli struktuuris ning rakkude korrapérases paiknemises vaanilistes

seemnetorukestes.
Markdnad: spermatogenees, RIC8, spermatogeensed rakud, vaaniline seemnetoruke

CERCS kood: Arengubioloogia, loomade kasv, ontogenees, embriioloogia

The role of RIC8 in murine spermatogenesis using germ-cell specific

conditional Stra8Cre*"Ric8'2Zox mouse strain

Gametes are unique cells that provide a transmission of genetic information to the next
generation. It has been revealed that gametogenesis is a sensitive process which comprises
symmetrical and asymmetrical cell division. These processes are regulated by evolutionally
conserved proteins, for instance RIC8. In the current study the Ric8 gene was conditionally
knocked-out since P3 spermatogonia to research the role of RIC8 in spermatogenesis.
According to the results it can be assumed that deletion of RIC8 from P3 spermatogonia do not
cause any changes in population of spermatogenic cells and Sertoli cells. However, the structure
of spermatogenic epithelium and the localization of spermatogenic cells was defective in

Ric8” mice.
Key words: spermatogenesis, RIC8, spermatogenic cells, seminiferous tubule
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KASUTATUD LUHENDID

As - A-single spermatogonia

Apr - A-paired spermatogonia

Aal - A-aligned spermatogonia

BAX - BCL2-associated X protein

BCL2 - B cell leukemia/lymphoma 2
BCL-XL - Bcl2I1 - BCL2-like 1

CCT - concerted action of chaperonin

DAG - diatsutlglitserool

ddH20 — deioniseeritud vesi

E - embrionaalne arengupéev

ES — ectoplasmatic specialization

FSH - folliikuleid stimuleeriv hormoon

GAP - GTPase activating protein

GEF - guanine nucleotide exchange factor
GOA-1 - Guanine nucleotide-binding protein G(0) subunit alpha
GPA-16 - Guanine nucleotide-binding protein alpha-16 subunit
GPCR - G-protein coupled receptors

LGN - Leu-Gly-Asn repeat enriched proteins
NuMa - nuclear mitotic apparatus

P - postnataalne arengupéaev

PAR - partitionating protein

PFA - paraformaldehtid

PBS - fosfaat-puhverdatud soolalahus

PhLP-1 - phosducin-like protein-1



RGS - regulator of G protein signalling

RGS7 - regulator of G protein signalling 7

RICS8 - Resistance to Inhibitors of Cholinesterase 8
SSC - spermatogonial stem cells

TBC — tubulo-bulbaarne kompleks



SISSEJUHATUS

Suguliselt paljunevate organismide vOime saada jarglasi sGltub vahetult elujduliste
sugurakkude korrektsest valmimisest ehk gametogeneesist. Sugurakud on ainsad rakud
organismis, mis vdimaldavad jarglastele edasi kanda vanematelt périt geneetilist
informatsiooni. Antud rakkude, mida iseloomustab haploidne kromosoomistik, allasurutud
ainevahetus ja puuduv jagunemisv@ime, areng algab diploidsetest eellasrakkudest meioosi teel
ning leiab aset isasorganismidel munandites ning emasorganismidel munasarjades.
Gametogenees holmab endas nii simmeetrilist kui ka asummeetrilist rakujagunemist ning
vastavate protsesside eest vastutavad mitmed evolutsiooniliselt konserveerunud
valgukompleksid. Uheks kesksemaks rakujagunemise reguleerijaks on heterotrimeersed G-
valgud, mille retseptorid paiknevad rakkude pinnal, sidudes endaga erinevaid ligande ning
vahendades seekaudu signaale rakult rakule. G-valkude vahendatud signaale vGimendab
guaniini nukleotiidivahetusfaktor (GEF), mille Uheks nditeks on antud bakalaureusetoos
kasitletav RIC8 valk. Mitmed uurimust6dd on ndidanud, et RIC8 puudumine pdhjustab héireid

signaali Ulekandes ning rakkude simmeetrilises ja asimmeetrilises jagunemises.

Héired nii emas- kui ka isassugurakkude valmimisel v@ivad pdhjustada viljakuse langust.
PBhjused vdivad olla tingitud nii geneetilistest kui keskkonnafaktoritest. Maailma
Tervishoiuorganisatsiooni andmetel on 15% paaridest kogu maailmas raskusi lapse saamisega.
Tanapéeval on tha enam uuritud meeste viljakust mdjutavaid faktoreid ning on leitud, et

viljatuse pohjused on ligikaudu 40% mehepoolsed.

Ké&esoleva bakalaureusetdt eesmargiks oli uurida, kas guaniini nukleotiidivahetusfaktori RIC8
konditsionaalne valjaliilitamine koduhiire (Mus musculus) P3 arengujargus olevatest
spermatogoonidest pohjustab héireid spermatogeneesis. Kitsamateks eesmarkideks oli vilja
selgitada RIC8 puudusest tingitud anatoomilised-morfoloogilised defektid vaanilistes
seemnetorukestes ning véaniliste seemnetorukeste rakkude populatsioonid, kasutades mudelina
Stra8Cre* Ric8'2# hiireliini.

Bakalaureusetdo teoreetilises osas antakse kirjanduslik ilevaade koduhiire postembriionaalsest
spermatogeneesist ning kirjeldatakse guaniini nukleotiidivahetusfaktori RIC8 bioloogilist rolli
nérvisiisteemis, varajases embriogeneesis ja asummeetrilises jagunemises erinevate
mudelorganismide néitel. Eksperimentaalses osas iseloomustatakse Ric8 knock-out
suguklpsete isashiirte vaanilistes seemnetorukestes olevaid defekte ning vaanilistes

seemnetorukestes olevate rakkude populatsioone.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Guaniini nukleotiidivahetusfaktor RICS8

1.1.1. RICS8 uldine iseloomustus

RIC8 (resistant to inhibitors of cholinesterase) on loomariigis evolutsiooniliselt
konserveerunud 63kDa tsutoplasmaatiline valk (tuntud ka nime all kui Synembryn), mis
isoleeriti esmakordselt Caenorhabditis elegans-i mutantidelt, kellel esines letaalsus
koliinesteraasi inhibiitorite suhtes (Miller jt., 1996). Imetajates on kirjeldatud kaks RIC8
paraloogi: RICBA (edaspidi RIC8) ja RIC8B (Tall jt., 2003). Mudelorganismi Xenopus laevis
pdhjal on kirjeldatud vastava valgu struktuuri, nimelt koosneb RIC8 kiimnest armadillo
motiivist, mis on moodustunud kokkupakitud alfaheeliksitest (Figueroa jt., 2009). RIC8
funktsioneerib nukleotiidivahetusfaktorina (GEF-na) guaniininukleotiidi siduvatele G-valgu
subtihikutele: Gag, Gai, Gao, Gass (Tall jt., 2003). RIC8 valgu seost on ndidatud mitmetes
erinevates bioloogilistes protsessides: embriionaalses arengus (Nagayoshi jt., 2008; Tdnissoo
jt., 2010), sunaptilises signaalitlekandes (Miller jt., 2000; Malik jt., 2005; Reynolds jt., 2005;
Schade jt., 2005; Wang jt., 2005; Nishimura jt., 2006; Fenech jt., 2009), rakkude jagunemises
(Miller ja Rand, 2000; Afshar jt., 2004; Couwenbergs jt., 2004; Afshar jt., 2005; David jt., 2005;
Hampoelz jt., 2005; Wang jt., 2005; Woodard jt., 2010), migratsioonis ja adhesioonis (Wang
jt., 2011; Amoureux jt., 2012 ; Ma jt., 2012), narvislsteemis (Klattenhoff jt. 2003; Tall jt. 2003;
Tonissoo jt., 2003; Couwenbergs jt. 2004; Reynolds jt. 2005; Schade jt. 2005; Vellano jt., 2010)
ning lisaks toimib antud guaniini nukleotiidivahetusfaktor ka kui molekulaarne chaperon
(Gabay jt., 2011; Thomas jt., 2011; Chan jt., 2013).

1.1.2. RICS8 biokeemiline funktsioon

Heterotrimeersed G-valgud koosnevad kolmest subihikust: o, B ja y, mis toimivad Kui
ekstratsellulaarsed signaalide vahendajad (Gilman, 1987). G-valgu signaaliradasid jaotatakse

kanooniliseks ja mittekanooniliseks (Hinrichs jt., 2012) .

Kanoonilises G-valgu signaalirajas edastatakse rakuvéline signaal G-valk seoseliste
transmembraansete retseptorite  (GPCR — G-protein coupled receptors) vahendusel
heterotrimeersetele G-valkudele, mis kannavad selle edasi rakusisestele signaaliradadele
(Neves jt., 2002). Antud signaalirada aktiveeritakse ligandi seostumisel GPCR

tsutoplasmaatilise osaga (Bastiani jt., 2006), mille tagajarjel omandab retseptor guaniini
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nukleotiidivahetusfaktori (GEF) aktiivsuse ning stimuleerib Ga-subihikuga seotud GDP
vahetamist GTP vastu. Ga-GTP kompleks dissotsieerub Gy kiljest ning seondub rakusisese
efektoriga, mis kannab signaali edasi (Neer, 1995). Ga-subiihikule omane GTP-aasne aktiivsus
hidrollusib GTP y-fosfaadi, mille tulemusena taastub Go-GDP vorm, mis seostub uuesti GBy

sublihikuga ning signaal 18petatakse (Joonis 1B) (Bastiani jt., 2006).

S S Pi

Joonis 1. Mittekanooniline ja kanooniline G-valkude poolt vahendatud signaalirada. (A) Mittekanoonilises
signaalirajas aktiveeritakse heterotrimeerne G-valk retseptorsdltumatult. Go-GDP-ga seondub RIC8, mis
stimuleerib GDP vabanemist kompleksist ja asendamist GTP-ga, aktiveerides G-valgu. G-valgu signalisatsiooni
regulaator 7 (RGS7) deaktiveerib Ga-GTP. (B) Kanoonilises signaalirajas aktiveeritakse heterotrimeerne G-valk
ligandi seostumisel GPCR-i GEF aktiivsuse poolt. Ga. GTP-aasset aktiivsust aitavad reguleerida erinevad GAP
valgud. Ga valgu GTP-aasne aktiivsus (GAP) hidrolilsib GTP taas GDP-ks ning toimub taasiihinemine By
dimeeriga. Lihendid: GEF, guaniini nukleotiidivahetusfaktor; Pi, fosfaatihend; RGS7, G-valgu
signalisatsiooniregulaator 7; SE, efekt; (Hinrichs jt., 2012 jargi).

Mittekanoonilises G-valgu signaalirajas on GPCR vahetunud intratsellulaarse GEF-i, néiteks
RIC8 vastu (Tall jt., 2003; Reynolds jt., 2005, Wilkie ja Kinch, 2005), mis toimib GEF-na Gauo,
Guayg, Goj valkudele (Tall jt., 2003). Samuti on RIC8 interaktsiooni ndidatud nii Gos kui ka Gous
sublhikutega (Klattenhoff jt., 2003; Tall jt., 2003). Antud signaalirajas seondub RIC8 ainult
dissotsieerunud Go subiihikuga. RIC8 interakteerub Ga-GDP vormiga, mille tulemusena

vabaneb GDP ja tekib stabiilne nukleotiidivaba kompleks RIC8-Ga. Sellise kompleksiga on
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vOimeline liituma GTP, mis vabastab RICS8 ja tekitab aktiivse Go-GTP vormi (Tall jt., 2003;
Reynolds jt., 2005, Wilkie ja Kinch, 2005). Seondudes nukleotiidivaba Ga subiihikuga vaib
uheks RIC8 vdimalikuks funktsiooniks pidada G-valgu signaali vGimendamist ning selle
kestvuse pikendamist (Tall jt., 2003) (Joonis 1A).

RGS perekonna valgud (regulator of G-protein signaling proteins) on inhibiitorid aktiivsele
Ga-GTP vormile, seondudes aktiivse Ga sublhikuga ja stimuleerides selle GTP-aasset
aktiivsust. Selle tulemusel litheneb aktiivse Ga-GTP vormi eluiga ja véheneb G-valkude poolt
edasikantav signaal (De Vries jt., 2000) (Joonis 1A). RIC8 on vdimeline vabastama Ga
subihikuid RGS valkude inhibeerivast efektist, vabastades RGS-Ga-GDP kompleksist GDP ja
vBimaldades GTP seondumist Go subiihikuga (Vellano jt., 2011) (Joonis 1A).

2011. aastal avaldas Gregory G. Tall-i t66riihm teadusartikli, milles tutvustati RIC8 uudset
voimalikku rolli. Eelpool mainitud teadusartiklis kirjeldati, et RIC8 toimib kui molekulaarne
chaperon, osaledes siinteesitud Ga-subiihiku seondumisel endomembraaniga. Tsutosoolsetes
ribosoomides sinteesitud Ga-sublhiku valguahelad ei ole vdimelised seostuma
guaniinnukleotiididega enne, kui nad pole tsitosoolis korralikult voltunud ega tekkinud
guaniinnukleotiidi seondumistaskut. Kui RIC8 seondub ribosoomil suinteesitud Ga-le, vaib see
olla korrektse voltumise (ks faktoritest. Go pakkimise ajal tekib ajutine RIC8-Ga-CCT (CCT-
concerted action of chaperonin) kompleks, sisaldades veel PhLP-1 (phosducin-like protein-1)
valku. Parast pakkimist vabaneb RIC8-Ga kompleks, kus RIC8, kaitudes kui eskort-chaperon,
transpordib nukleotiidivaba Ga subiihiku tsttoplasmavorgustiku ehk endoplasmaatilise
retiikulumi  membraanspetsiifilisele  faktorile.  Tsltoplasmavérgustikus  dissotsieerub
kompleksist RIC8 ning seejarel transporditakse Ga-GDP kompleks plasmamembraanile. Tall-
i toogrupi katsed on naidanud, et Ric8’ embriionaalsete tiivirakkudes transleeritakse
endogeenseid Goi ja Gog efektiivselt, kuid integreeritakse halvasti endomembraanidesse.
SeetOttu jadvad paljud valgud tsitoplasmasse ning seejarel need degradeeritakse. Seekaudu
tagatakse uhtlasi G-valkude optimaalne hulk plasmamembraanil. (Gabay jt., 2011; Chan jt.,
2013)

1.1.3. RICS roll narviststeemis

Nukleotiidivahetusfaktori RIC8 rolli narvisusteemis on néidatud erinevatel mudelorganismidel
Ga sublihikute Gog, Gai ja Gas kaudu, mis moodustavad stinaptilise signaliseerimisvdrgustiku,
mis vastutavad mitmesuguste protsesside eest nagu maélu, Gppimise ja kaitumise eest

(Klattenhoff jt. 2003; Tall jt. 2003; Couwenbergs jt. 2004; Reynolds jt. 2005; Schade jt. 2005).
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Eelpool mainitud Go subiihikud moodustavad antagonistliku signaaliraja, mis kontrollib
stnaptilist  transmissiooni, reguleerides intratsellulaarset diatstiulglutserooli  (DAG)
kontsentratsiooni ning seekaudu neurotransmitterite sekretsiooni (Miller jt., 2000; Tall jt.
2003). Slnaptilise transmissiooni eest vastutav on subiihik Gog, mis aktiveerib fosfolipaasi C
ja seeldbi DAG tekkimise, mis omakorda on oluline kontrollimaks Ca?* vabanemist (Smrcka
jt., 1991; Singer jt., 1997). Goo subuhik mojub sutnaptilisele Ulekandele inhibeerivalt,
aktiveerides DAG Kkinaasi, vahendades seega DAG taset organismis (Miller jt., 2000).
Nukleotiidivahetusfaktor RIC8 aktiveerib eelpool kirjeldatud signaaliraja nematoodis, mille
tagajarjel tduseb DAG tase ja vaheneb atsetullkoliini vabanemine sunapsis (Miller, 1996;
Miller ja Rand, 2000). RIC8 mutantsetel téiskasvanud C. elegans isenditel tdheldati ka
resistentsust koliinesteraasi inhibiitori suhtes ning kahjustunud neurotransmitterite vabanemist,
mis pdhjustavad organismi véhenenud liikumisvdimet ja munemist, samuti védhenenud keha
painutusvdimet (Miller jt., 1996; Miller ja Rand, 2000).

2003. aastal avastas Alar Karise toogrupp, et hiire varajases arengus E9.5-E12.5 on RIC8
tugevalt neurospetsiifiline, avaldudes kraniaalganglionides, neuraaltorus, simpaatilises tives,
la4tses, vomeronasaalorganis ja endolimfaatilises juhas. Tdaiskasvanud hiirel on RICS8
ekspresseeritud peaajus mitmetes kaitumuslikult tahtsates piirkondades: neokorteksis,
hipokampuses, véikeajus, ajuripatsis, ependumaalses kihis, vOokaarus, juttkehas ja
kabindarmes (Tdnissoo jt., 2003). Haplodefitsiitsetel Ric8*" heterosiigootsetel hiirtel esineb
kdrgenenud &revus, vahenenud ruumiline taju ning dppimisvéime (Tdnissoo jt., 2006). Kui
Ric8 vdlja lilitada postmitootilistest neuronitest, pohjustab see defektset neuromuskulaarset
fenotliipi ning sundinud isendid surevad postembriionaalses vanuses PO—P6 (Ruisu jt., 2013).
Kui Ric8 valja lulitada neurogeneesi varasematel etappidel neuraalsetest eellasrakkudest,
pdhjustab see héireid neuraaltoru sulgemisel, rakkude migreerumist marginaaltsooni ning
suurajukoore basaalmembraani  katkendlikkust, mis omakorda p&hjustab neuronite
ebakorrektset migratsiooni. Vastavad knock-out loomad surid 12 tundi pdrast sundi ning neil
esinesid kaditumishdired (Kask jt., 2015). 2012. aastal tehtud uuringus, kus samuti elimineeriti
neuraalsete eellasrakkude spetsiifiline Ric8 ekspressioon, avastati, et vaikeajus asetsevad
Bergmanni gliia rakud ei kinnitu basaalmembraanile, millest tulenevalt vaikeaju kihid ei
moodustu korrektselt. (Ma jt., 2012).
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1.1.4. RICS8 roll varajases embriiogeneesis ja rakujagunemises

Varajases embriiogeneesis tekivad astmmeetrilisel rakujagunemisel erineva suurusega
titarrakud, mis hilisemas arengus voivad oma funktsioonilt ning médtmetelt erineda, andes
aluse rakkude diferentseerumisele ja kudede kujunemisele (Horvitz ja Herskowitz, 1992).
Astimmeetrilise jagunemise eelduseks on korrektne mitoosikéavi paigutumine ja rakkude
polaarsus. Selle juures mangivad olulist rolli mitmesugused molekulaarsed faktorid, néiteks
heterotrimeersed G-valgud ja nendega interakteeruvad valgud (Gotta ja Ahringer, 2001;
Schaefer jt., 2001). Mudelorganismi C. elegans sugoodi anafaasis paigutub mitoosikaav
asimmeetriliselt piki anterioposterioorset telge, mille tulemusena tekib aslimmeetriline
jagunemine: 18igustub suurem anterioorne ja vaiksem posterioorne blastomeer (Grill jt., 2001).
Aslimmeetria on pohjustatud tdmbemehhanismide erinevusest mitoosik&avi eri poolustel, kus
tugevama jouga tbmbab posterioorne poolus. G-valkude GEF RIC8 on (ks sellise
asimmeetrilise ~ jagunemise  regulatsiooni  vétmekomponente  nematoodi  varases
embriogeneesis. (Miller ja Rand, 2000; Afshar jt. 2004; Couwenbergs jt. 2004; Wilkie ja
Kinch, 2005). C. elegans-i esimestel I16igustumiste etappidel osalevad RIC8 ja Ga, reguleerivad
tsentrosoomide liikumist, P1 tsentrosoomi lamendumist, mitoosikaavi joondumist ja tuumade
migratsiooni, mis on aluseks asummeetrilistele blastomeeride jagunemisele (Miller jt., 2000;
Afshar jt.,2004; Couwenbergs jt., 2004). RIC8 kontrollib kadvi positsiooni formeerumist,
modulleerides Ga aktiivsust ning selle kaudu k&avi tdmbejoudude tugevust (Couwenbergs jt.,
2004). Lisaks osalevad C. elegans-i embriio asimmeetrilises jagunemises Gai perekonda
kuuluvad GOA-1 (Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha) ja GPA-16
(Guanine nucleotide-binding protein alpha-16 subunit) valgud ning nendega seonduvad GPR-
1/2 valgud (G-protein regulatory motif 1/2), mille hulk 18igustuva embriio posterioorsel
poolusel on mérgatavalt suurem (Colombo jt.,, 2003; Afshar jt., 2004). GPR-1/2 valgud
moodustavad kompleksi GDP-seoselise Go. valguga ning reguleerides pooluste tdmbejdu
asimmeetrilisust (Gotta jt., 2003). RIC8 interakteerub nii GOA-1 kui ka GPA-16-ga (Afshar
jt., 2004). Katsed on ndidanud, et nende G-valkude elimineerimisel RNAI abil pdhjustab
tsentrosoomide tdmbejou vahenemist ja vordsustumist sugoodi eri poolustel, mistottu C.
elegans-i esimesel 16igustumisel on blastomeerid simmeetrilised (Miller jt., 2000; Gotta jt.,
2003). Ric8 rolli asummeetrilise jagunemise kujunemises on néidatud ka teises
mudelorganismis, kelleks on Drosophila melanogaster. Aadikakarbse embriiotega labiviidud
uurimused nditasid, et Ric8 osaleb neuraalsete eellasrakkude ehk neuroblastide ja sensoorsete
eellasrakkude astimmeetrilises jagunemises, aidates reguleerida koosttds G-valkudega

mitoosikadvi orientatsiooni ning selle kaudu sailitada tltarrakkude suuruse erinevuseid. Kui
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metsiktilpi dadikakarbse embriiote neuraalsete eellasrakkude jagunemisel tekkinud
mitoosik&av asus telje tasapinnal, siis ric8 mutantsetes neuroblastides oli mitoosikadv nihkunud
rohkem kui 20°. Selline kadvi positsiooni muutus pdhjustab neuroblastide simmeetrilist
rakujagunemist (David jt., 2005; Hampoelz jt., 2005; Wang jt., 2005). ric8 valjalulitamine on
embrionaalselt letaalne nii &adikakarbses kui ka varbussis (Hampoelz jt., 2005; Wang jt.,
2005).

Mitoosikaavi orientatsiooni eest imetajarakkudel vastutab konserveerunud valkude kompleks,
mis koosneb Gai, LGN (Leu-Gly-Asn repeat enriched proteins) ning NuMa-st (Nuclear mitotic
apparatus protein), mis tekib kui GTP-aasset aktiivsust omav valk RGS-7 (G-valkude
signaliseermise regulaator) hiidroliiiisib Ga-seoselise GTP GDP-ks (Vellano jt., 2011). Antud
kompleks osaleb mikrotuubulite Kkortikaalsete kinnituste I6hkumises ja mitoosikéavi
rotatsioonis (Du ja Macara, 2004). Mitootilistes rakkudes seondub RIC8 Gai-GDP-LGN-NuMa
kompleksiga, vahetades GDP GTP vastu, ankurdades LGN, NuMa ja dneiini rakukorteksile
ning aidates joondada mitoosik&évi (Tall ja Gilman, 2005; Tall jt., 2003). RIC8 vabastab
kataliiiitiliselt Gai-GTP vormi ja pohjustab sellega NuMa ja LGN-i vabanemise. Vabanenud
NuMa seondub mikrotuubulite mootorvalkudele, reguleerides astraalsete mikrotuubulite
tdmbejbudusid (Du ja Macara, 2004). RIC8 lokaliseerub mitoosis rakukorteksis, poolustel,
tsentromeeridel ning raku kontraktiilses aktiinirdngas (Woodard jt., 2010). Ric8 ekspressiooni
vihendamine pdhjustab defekte Gai-LGN-NuMa kompleksi dissotsiatisoonil ning mitoosikéaévi
asetuses (Woodard jt., 2010). Ric8 puudumine p&hjustab koduhiirtel (Mus musculus)
gastrulatsioonis mitmeid arenguhdireid, naiteks amnioni ja allantoisi moodustumise ning
kavitatsiooni héired, basaalmembraani defektid, héired rakkude kinnitumisel ja migratsioonis,
indutseeritud apoptoos embriionaalses ektodermis ning embriio kehatelgede vale paiknemine
emaka suhtes. Eelpool mainitud arenguhdired kulmineeruvad embriionaalse suremusega
ajavahemikus E6.5-E8.5. (Tonissoo jt., 2011)

1.2. Postnataalne spermatogenees

Spermatogenees on protsess, mille kdigus arenevad primordiaalsetest idutee rakkudest (PGC)
isassugurakud ehk spermid. PGC-d kujunevad hiirel proksimaalse epiblasti rakkudest E6.5
arengupéeval, mis migreeruvad esialgu ekstraembriionaalsesse mesodermi ning sealt edasi
E10.5 arengupéevaks genitaalvalli (Ginsburg jt., 1990; Wistuba jt., 2007). Genitaalvalli
joudnud PGC-d nimetatakse gonotsultideks (Ewen ja Koopman, 2010) . Vanuses PO paiknevad
gonotstiudid  vaanilise seemnetorukese tsentris (Drumond jt., 2011). Postnataalne
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spermatogenees algab hiirtel vanuses P1-P3, kui gonotsiidid labivad jarjestikku mitu
mitootilist jagunemist ning liiguvad vastu vé&nilise seemnetorukese basaalmembraani.
Véaanilise seemnetorukese basaalmembraanis panevad gonotsiiidid aluse spermatogoonsetele
tvirakkudele (SSC). Kupsete spermide tootmine baseerub diferentseerumata A
spermatogoonidel, mille arengujérgu esimeseks etapiks on As (A-single) spermatogoonid
(Vergouwen jt., 1991; Nagano jt., 2000; McLean jt., 2003). As spermatogooniks nimetatakse
tvirakku, mis on simmeetriliselt jagunedes vdimeline ennast mitootiliselt taas tootma ja
sellega spermatogoonset tlvirakkude populatsiooni séilitama v8i moodustama kaks Apr (A-
paired) spermatogooni. Samas eksisteerib ka spermatogoonsete tiivirakkude astiimmeetrilise
jagunemise néiteks &adikakarbse spermatogeneesis, mille tulemusena tekib Uhest As
spermatogoonist ks As ja Uks Apr spermatogoon (De Rooij, 1998; De Rooij, 2001; Cheng jt.,
2008). Alates sellest staadiumist kuni spermideni jaadvad kdik arenevad isassugurakud pérast
jagunemisi Uksteisega rakkudevaheliste sildade kaudu hendatuks ning sellest tulenevalt
toimub ka sugurakkude kaskaadne valmimine. Apr spermatogoonid jagunevad edasi Aa (A-
aligned) spermatogoonideks, mis jadvad hendatuks neljakaupa ning vdivad edasi jaguneda
kuni 32 rakuks, jaades rakkudevaheliste sildade kaudu thendatuks (De Rooij, 1998; De Rooij,
2001). Jargnevalt diferentseeruvad Aa spermatogoonid A: spermatogoonideks. Vastavad
spermatogoonid on hiires tuvastatavad vanuses P3—P6 (Drumond jt., 2011). A1 spermatogoonid
labivad kuus mitoosiprotsessi, jagunedes edasi Az, As, A4, Ain ning B spermatogoonideks. B
spermatogoonid on Umara heterokromatiinirikka tuumaga rakud ning detekteeritavad hiires
vanuses P8. B spermatogoonid, labides hematotestikulaarse barjaari, jagunevad primaarseteks
spermatotsiiitideks, mis sisenevad umbes 10 pédeva pérast isendi stindi meioosi esimesse
jagunemisse (Bowels ja Koopman, 2007; Qian jt., 2014). Primaarsed spermatotsiidid on
detekteeritavad meioosi leptoteeni faasis vanuses P8—P10, sugoteeni faasis vanuses P12 ning
ning pahhuteeni faasis vanuses P14-P20 (McLean jt., 2003; Phillips jt., 2010; Drumond jt.,
2011). Meioosi esimeses profaasis toimub homoloogiliste kromosoomide ristsiire. Esimese
meioosi 10puks jadvad ddekromatiidid kokku ning moodustuvad sekundaarsed diploidsed
spermatotsiiidid (Zamudio jt., 2008). Meioosi toimumise korrektsus sdltub oluliselt histoonide
modifikatsioonist (Sasaki ja Matsui, 2008). Nimelt meioosis histoonid metuleeritakse ning
deatsetiileeritakse, millega supresseeritakse spermatotsiitide globaalne geeniekspressioon (Li,
2002). Sekundaarsetest spermatotsulitidest arenevad meioosi teise jagunemise kéigus
ummargused haploidsed spermatiidid, mis on detekteeritavad vanusest P20 (Phillips jt., 2010).
Alates vanusest P20, kuni hiire sugukipsuse saabumiseni P30 arenevad spermiogeneesi kdigus
piklikud elongeerunud peaga spermatiidid, millel arenevad viburid. Tsukli 16pus vabanevad

vadniliste seemnetorukeste valendikku sirpjad ning kondenseerunud tuumaga kiipsed spermid.
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Seega hiire isassugurakkude I6pliku valmimiseni toimub kokku 9-11 rakujagunemist
(O’Donnell jt., 2011) (Joonis 2A ja 2B). Spermatiidi pea elongeerimise kdigus asendatakse
spermatiidide somaatilised histoonid protamiinide vastu, mis indutseerivad kromatiini
kondenseerumist, muutes spermi pea hiidrodiinaamilisemaks, mis v8imaldab emassuguteedes
paremini liikuda (Lewis jt., 2003; Zhao jt., 2005). Samuti v6imaldavad protamiinid spermil
DNA-d kompaktsemalt kokku pakkida ning sellest tingituna spermi geneetiliste info
transkriptsioonilist vaigistamist (Miller jt., 2010). Samas jadb 15% DNA-st seotuks
posttranslatsiooniliselt modifitseeritud histoonidega, mis on vajalik viljastumisel aktiivsete
imprinditud geenide margistamiseks (Braun, 2001; Godmann jt.,, 2009). Kromatiini
kokkupakkimisele jargneb tstitoplasma sildade eemaldamine Sertoli rakkude poolt ning viburi
ja hudroltutilisi enstiime sisaldava akrosoomi moodustamine (Fawcett jt., 1959; Kimmins jt.,
2007). Valminud spermid vabanevad Sertoli rakkude abil seemnetorukeste luumenisse ehk

toimub spermiatsioon (Russell ja Clermont, 1976).

Postnataalse spermatogeneesi alguses muutub algne SSC-de populatsioon. Esimese
spermatogeneesi tstikli ajal toimub laialdane spermatogoonide apoptoos. On leitud, et apoptoosi
minevad spermatogoonid ekspresseerivad apoptootilist valku BAX (BCL2-associated X
protein) ning arvatakse, et see vOib olla vajalik Sertoli rakkude ja spermatogoonide vahelise
suhtarvu sdilitamiseks ning normaalse spermatogeneesi arenguks téiskasvanud organismis.
Transgeensed hiired, kellel ekspresseeritakse sugurakkudes antiapoptootilist valku BCL2 (B
cell leukemia/lymphoma 2) vGi Uleekspresseeritakse samasse perekonda kuuluvat valku BCL-
XL (Bcl2I1 - BCL2-like 1), on steriilsed. (Rodriguez jt., 1997)

Lisaks eelpool nimetatud spermatogeensetele rakkudele, sisaldavad vaanilised
seemnetorukesed tugi- ehk Sertoli rakke. Vaaniliste seemnetorukeste basaalmembraaniga
kontaktis olevad Sertoli rakud moodustavad hematotestikulaarse barjaari, mille funktsiooniks
on kaitsta arenevaid spermatotsudite ja spermatiide autoimmuunsete reaktsioonide eest (Walker
ja Cheng, 2005). Sertoli rakud moodustavad spermatiididega ankurliiduseid ehk
ektoplasmaatilisi spetsialiseerituspiirkondi (ES). ES piirkonna kaudu on Gihenduses Sertoli rakk
ja elongeeruv spermatiid, v6imaldades viimasel liikuda l&bi Sertoli raku epiteeli ja jouda
seemnetorukese luumenisse. ES koosneb heksagonaalselt pakitud aktiinifilamentidest, mis on
surutud Sertoli raku plasmamembraani ja selle all oleva endoplasmaatilise retiikulumi vahele
(Qian jt., 2014). Vastav piirkond seondab mikrotuubuleid ja mootorvalke (Guttman jt., 2000).
Seega saab vdita, et Sertoli rakud moodustavad ,raja,” mis vdimaldab spermatogeensetel
rakkudel véanilise seemnetorukese basaalmembraanilt luumenisse jOuda. Erinevates

arenguastmes spermatogeensed rakud asuvad kihiti Sertoli rakkude vahel ning nende areng
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toimub seemnetorukese perifeeriast valendiku suunas. Muutused seemnetorukeste idu- ehk
spermatogeense epiteeli kindlas paigas moodustavad spermatogeense epiteeli tsukli, mis
koosneb eri rakkude arenguastmete spetsiifilisest kombinatsioonist ehk staadiumist. Né&iteks
hiirel eksisteerib spermatogeense epiteeli tsikli staadiume kaksteist (Hess ja Chen, 1992)
(Joonis 2C).
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Joonis 2. Spermatogeense epiteeli tsikli staadiumid. (A) Postnataalse spermatogeneesi kdigus kujunevad
spermatogoonsetest tlvirakkudest (SSC) elongeerunud spermatiidid. (B) Postnataalse spermatogeneesi kdigus
liiguvad spermatogeensed rakud vastavalt arengu staadiumile basaalmembraanilt luumeni suunas. (C) Rooma
numbrid 1-XII tahistavad spermatogeense epiteeli tsiikli staadiume. Lihendid: A, A spermatogoonid; In, A
spermatogoonid, B, B spermatogoonid; D, diploteeni staadiumis olevad spermatotstitdid; Pl; preleptoteeni
staadiumis olevad spermatotsiiidid; L; leptoteeni staadiumis olevad spermatotstiiidid; Z, zligoteeni staadiumis
olevad spermatotsiitidid; P, pahhuteeni staadiumis olevad spermatotsuidid; 1-9, immargused spermatiidid; 10—
12, varases elongatsioonis olevad spermatiidid; 13-14, hilises elongatsioonis olevad spermatiidid; 15-16
elongeerunud spermatiidid. Sertoli rakke (hallid klotsid) leidub igas spermatogeense epiteeli tsukli staadiumis
(Terada jt., 2010 jargi).

Vééniliste seemnetorukeste sidekoelises seinas paiknevad peritubulaarsed rakud.
Peritubulaarsed rakud on miuoidsed rakud, mille funktsiooniks on tekitada peristaltika

vadnilistes seemnetorukestes, mille tulemusena mittemotiilsed elongeerunud spermid
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vabanevad Sertoli rakkudest ning liiguvad munandimanusesse jarelvalmima (Bressler ja Ross,
1972).

1.2.1. Spermiatsioon

Spermiatsiooniks nimetatakse elongeerunud spermatiidide vabanemist Sertoli rakkudest
seemnetorukese valendikku. Hiirel algab spermiatsioon spermatogeneesi VII staadiumis ning
I6ppeb VIII staadiumis, kestes ligikaudu 82 tundi. Spermiatsiooni kdigus toimuvad paragrahvis
1.2. kirjeldatud muutused spermatiidi ehituses (transformatsioon), mille kdigus moodustub
Umarast spermatiidist elongeerunud spermatiidid viburi, akrosoomi ning protamiinide poolt
kokku pakitud DNAga. Spermiatsiooni I8ppedes fagotsuteerivad Sertoli rakud Uleliigse
spermatiidide tsutoplasma ning elongeerunud spermatiidid vabanevad seemnetorukeste
valendikku. Selleks, et saaks toimuda spermatiidide vabanemine seemnetorukese luumenisse,
toimub spermiatsiooni I6ppfaasis ES piirkondade eemaldamine. Siiski on ndidatud, et peale ES
piirkondade eraldamist ja enne spermatiidide vabanemist luumenisse jadvad spermatiidid ja
Sertoli rakk omavahel veel adhesioonsete liiduste kaudu thendusse umbes 22,5 tunniks.
(O’Donnell jt., 2011)

Spermiatsioonil moodustuvad hilise spermatiidi peaosa ja Sertoli rakkude vahele 24 tubulo-
bulbaarset kompleksi (TBC) (O’Donnell jt. 2011; Upadhyay jt., 2012). K&ige enam tekib neid
vaéanilise seemnetorukese epiteliaalse tsiikli 11-V staadiumites ning need resorbeeruvad tsukli
VI-VII staadiumite tstklite ajal (Qian jt., 2014). TBC’d kujutavad endast elongeerunud
spermatiidi tsitoplasma véljasopistusi, mis invagineeruvad Sertoli rakkude tstitoplasmasse,
moodustades silindrikujulise topeltmembraaniga tubulaarse struktuuri. Tuubul koosneb Sertoli
raku plasmamembraanist ning selle vastas olevast tihedast spermatiidi membraanist, mida
aaristavad aktiinifilamendid (Upadhyay jt., 2012; Qian jt., 2014). Tubulaarsest osast struktuuri
tipu poole jaab bulbaarne regioon, mida timbritseb Sertoli raku endoplasmaatiline retiikulum
ning klatriini sisaldav harjastega kaetud TBC lohk (bristel-coated pit) (Young jt., 2009).
TBC’de vahendusel toimub spermatiidi tsiitoplasma ning Sertoli rakkude ja spermatiidide
vahelise ES piirkonna eemaldamine (Sprando ja Russell, 1987; Guttman jt., 2004). Viimane
voimaldab ES piirkonal taastekkida (Guttman jt., 2004).

Spermiatsiooni arenedes pikeneb Sertoli raku apikaalne tsttoplasma, mis on vajalik
elongeerunud spermatiidi likkamise luumenisse. Roti puhul on VII spermatogeense epiteeli
faasi 16puks spermatiidi tsuitoplasma kondenseerunud ja ankurdatud Sertoli raku epiteelile ning

sellest hetkest alates nimetatakse seda tsiitoplasma sagaraks ning hiljem elongeerunud
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spermatiidi tdielikul eraldumisel jadkkehaks (Sprando ja Russell, 1987; O’Donnell jt., 2011).
Enne spermatiidide vabanemist valendikku on véikene osa Sertoli rakkude tsutoplasmast
seostunud spermatiidi pea- ja vaheosaga (O’Donnell jt., 2011). Spermatogeense epiteeli tsikli
VIII faasis toimub Sertoli rakkude poolt reguleeritud spermatiidide vabanemine véaniliste
seemnetorukeste valendikku, kust alates nimetatakse neid kulpseteks spermideks ehk
spermatosoidideks. Peritubulaarsete rakkude tekitatud kontraktsioonid suunavad spermid edasi
munandivorku ja l1abi selle munandimanusesse (Russell jt., 1989). Tsltoplasma jadkkehad
fagotsiteeritakse Sertoli rakkude poolt (Russell jt., 1989). Spermiatsiooni labiviimiseks on
olulisteks endokriinseteks regulaatoriteks folliikuleid stimuleeriv hormoon (FSH) ja androgeen.
Katsed on ndidanud, et eelpool nimetatud regulaatorite puudumine testistes ei v6imalda
elongeerunud spermatiididel eralduda Sertoli rakkudest (O’Donnell jt., 2009).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. T6O eesmargid

Ké&esoleva bakalaureusetdo suuremaks eesmargiks oli iseloomustada isasugurakkude
spetsiifilist Ric8 mutantset hiireliini Stra8Cre* Ric8'2#!°* (edaspidi nimetatud Stra8Ric8K°)

Kitsamateks eesmarkideks oli:

1. Vaélja selgitada RIC8 puudusest tingitud anatoomilised-morfoloogilised defektid
taiskasavanud hiirte munandites
2. Valja selgitada, kas RIC8 puudus pdhjustab haireid vaaniliste seemnetorukeste rakkude

populatsioonides

2.2. Materjal ja meetodid

2.2.1. Hiireliin Stra8Ric8K°

Ké&esolevas bakalaureusetdts on kasutatud isassugurakkude spetsiifilist konditsionaalset

hiireliini  Stra8Ric8“X°, kus Ric8 geen liilitatakse vilja alates P3 arengustaadiumis

spermatogoonidest (Sadate-Ngatchou jt., 2008). Sra8Ric8°K® hiireliini saamiseks kasutati

jargmiseid hiireliine:

1. Stra8Cre*" hiireliin, kus Cre-rekombinaasi ekspressioon on kontrollitud Stra8 geeni
promootori poolt (Sadate-Ngatchou jt., 2008).

2. Ric8'2?* lacZ knock-in hiireliin, kus iihes Ric8 alleelis 5 esimest eksonit on asendatud f-
geo kassettiga (TOnissoo jt., 2006).

3. Ric8'hijireliin, kus méarklaudgeeni Ric8 on viidud loxP jérjestused (Ruisu jt., 2013).

Kdikide hiireliinide puhul kasutati geneetilise taustaliinina C57BI/6J hiiri (metsiktulpi hiireliin,

edaspidi wt). Wt hiireliini isaseid kasutati kdesolevas t60s ka kontrollgrupina.

Kdik bakalaureusettds kasutatud katseloomad hoiti standardsetes tingimustes ning neile oli
vBimaldatud oopéevaringselt vabalt kattesaadav puhas vesi ja toit (TUMRI vivaarium).
Bakalaureuset6ds kasutatud katseloomad ohverdati vastavalt Euroopa Liidus kehtestatud nduetele

selleks luba (FELASA) omava spetsialisti poolt.
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2.2.2. Hiirte genotupiseerimine

Hiirte genotiibi kinnitamiseks voeti tdiskasvanud loomal saba otsast eraldatud koematerjal,
mis asetati 1.5ml tuubi pShja (Axygen). Koematerjal liitisiti 100ul-is lutsilahuses (lGusipuhver
[180 mM Tris-HCI (pH 9.0); 20 mM (NH4)2S04; 0.02% Tween 20], deioniseeritud vesi
(ddH20) ning proteinaas K (0,9 U) (Fermentas) tile60 55°C juures. Seejérel llsaadis sisalduv
proteinaas K enstimaatiline aktiivsus inaktiveeriti, inkubeerides lahuseid 20 minutit 98°C
juures. Liusumata koematerjal (luud ja karvad) tsentrifuugiti 16060 x g juures 10min ,
kasutades tsentrifuugi Eppendorf Biofuge Pico (Eppendorf). Lulsitud koematerjalist saadud
genoomset DNA materjali anallusiti alleelspetsiifilise poliimeraasi ahelreaktsiooniga (PCR).

Vastavate geenialleelide genotulpiseerimiseks kasutati jargmisi praimereid:
Ricg"*

riccregenoF: 5" - GGT AGG GCT CAA TGT TGG - 3
riccregenoR: 5°- GCC AAACAATCT CTCGAACC -3
RiC8LacZ/+

LacZ300: 5" - CGCATCG TAACCG TGCATCT-3
RicptggenoF: 5°- CTC TCC CAG CATCCCTCAC -3
Ptginlrev: 5" - CAC ACC CCAGCC GAG TTG -3’
Stra8Cre*"

StraF1: 5> - CTT CCA CAC CCT CTT GCA AC- 3’
iCreR2: 5° - AAT CTT TCT GAC CCG GCAGA-3¥

PCR reaktsioonisegu maht oli 10pul ning koosnes: 1x B puhver (10mM Tris-HCI pH 7.5, 10mM
MgCl., 0,1mg/ml BSA) (Solis), 0,2mM dNTP, 2mM MgCI2 (Fermentas), 0,3uM praimereid,
0,02U/ul Tag-poliimeraas, 1ul DNA ja ddH20. Proovid kanti 1XTBEs (Tris-boraat-EDTA)
valmistatud 1,5% agaroosgeelile, kuhu lisati 7,5ul etiidiumbromiidi. DNA pikkusmarkerina
kasutati 1kb v&i 100bp DNA Ladder’it (Solis).

PCR-i programmi tingimused Stra8Cre*”", Ric8-%%* ja Ric8'™* genotiipiseerimiseks olid

jargmised:
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95°C  5min

95°C 30s

58°C 40s 32 tsuklit
72°C  1min

72°C 10 min

2.2.3. Parafiinildikude valmistamine

Isaste hiirte testised dissekteeriti jahedas 1x PBS-is ja fikseeriti 12 tundi 4% paraformaldehditd
(PFA)/PBS-is 4°C juures. Jargnevalt dehidreeriti koed kasvava kontsentratsiooniga
etanoolireas (vastavalt 50%, 70%, 80%, 90%, 96% ja 2 x 100 %) koikides lahustes tle6o 4°C
juures. Veetustatud materjal to0deldi 2 korda 2 tundi kstileenis toatemperatuuril. Seejérel asetati
mdningate ksileeni jadkidega koematerjal 1 tunniks parafiini, jargnevalt inkubeeriti 3 tundi
puhtas parafiinis. Parafiinivanne hoiti termostaadis 65°C temperatuuril. Koematerjal sisestati
parafiiniga parafiiniblokki ning asetati tahenema killmaplaadile. Parafiinblokke sailitati kuni

I6ikamiseni toatemperatuuril.

Testistest tehti 7um paksused parafiinldigud transversaalses tasapinnas, kasutades mikrotoomi
Microm HM 355s (Termo Scientific). Parafiinldigud asetati alusklaasidele (SuperFrost Plus,
Thermo scientific) ning séilitati  kuni histoloogiliste preparaatide valmistamiseni

toatemperatuuril.

2.2.4. Histoloogiliste preparaatide valmistamine

Parafiinldikude paremaks kinnitumiseks alusklaasidele hoiti neid 30 minutit 60°C juures.
Preparaadid deparafineeriti kstileeniga 2 korda 5 minutit ning rehidreeriti, kasutades alaneva
kontsentratsiooniga (96%, 90%, 80%, 70% ja 50%) etanoolirida. lgat lahjendust hoiti 2 minutit
ning pesti ddH20ga. Seejérel vérviti 10 minutit hematoksdiliiniga tuumade ilmestamiseks.
Varvi fikseerimiseks hoiti 16ike 10 minutit filtreeritud soojas kraanivees. Tsutoplasma
ilmestamiseks varviti preparaate 1-2 minutit eosiiniga (Reahim), millele jargnes vérvi
fikseerimine 10 minuti jooksul filtreeritud soojas kraanivees. Preparaadid dehidreeriti

mdnekimne sekundi jooksul tdusva kontsentratsiooniga alkoholirea (70%, 80%, 90%, 96%,
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100%) ja ksuleeni (1-2 minutit) abil. Koeldigud sulundati Kanada balsami (Sigma-Aldrich)
abil.

2.2.5. Preparaatide pildistamine

Testiste plsipreparaatide vaatlemiseks ja pildistamiseks kasutati mikroskoopi Olympus BX51,
mis on varustatud kaameraga Olympus DP71. Pildipaneelide koostamiseks kasutati Adobe
Photoshop CS6 tarkvara.

2.2.6. Vaaniliste seemnetorukeste defektide hindamine

RIC8 puudusest tingitud anatoomilised-morfoloogiliste defektide hindamiseks kasutati
hematoksuliini ja eosiiniga varvitud preparaate (8 2.2.4.). Iga ohverdatud isendi kohta (vastavalt
Stra8Ric8“K° n=10 ja wt n=10 looma) analiiiisiti viit juhusliku 7 um paksust ristldiku testiste
keskosast ning detekteeriti ja loendati visuaalsel vaatlusel defektsed véaénilised
seemnetorukesed ning jaotati need fenotlubi alusel 5 erinevasse kategooriasse. Lisaks loendati
ka kdik antud I8igul olevad vaanilised seemnetorukesed. Seejarel arvutati defektsete vaaniliste
seemnetorukeste osakaal antud testiselfigus. Selleks jagati vastavalt defekti tudbile thel
ristldigul olevad defektid (nditeks tilp 1 defektid) vaaniliste seemnetorukeste tldarvuga,
millest saadi vastava defekti osakaal ristldigus. Seejarel summeeriti saadud andmed vastavalt

katseloomade genotiibile ning arvutati keskmised vaartused.

Lisaks voOrreldi defektsete vééniliste seemnetorukeste osakaalu eraldi noorte (P90)
Stra8Ric8°K°® n=7 ja wt n=5 ja vanade (P180-P270) Stra8Ric8°X° n=3 ja wt n=5 testistes.
Samuti vdrreldi omavahel vastavalt noori (P90) ja vanu (P180—P270) wt ning StragRic8°

loomade testiseid.

2.2.7. Vaanilistes seemnetorukestes olevate spermatogeensete rakkude

loendamine

Vadaniliste seemnetorukeste rakkude loendamisel kasutati eosiini ja hematoksuliiniga varvitud
preparaate. Vastavate rakkude loendamisel valiti isendi (vastavalt Stra8Ric8° n=10 ja wt
n=10 looma) kohta kolm juhuslikku ristldiku vaanilisest seemnetorukesest (véanilised
seemnetorukesed olid valitud nii, et need oleksid epiteliaalse tsikli VII-IX staadiumis).
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Véaanilistes seemnetorukestes olevad rakud Kkategoriseeriti jargnevalt: spermatogoonid,
spermatotsiiidid, mmargused spermatiidid, elongeerunud spermatiidid ja Sertoli rakud.
Véaanilistes seemnetorukestes olevaid rakke loendati jargnevalt: vaaniline seemnetoruke jaotati
neljaks vordseks sektoriks ning loeti tihes sektoris eraldi igasse kategooriasse kuuluvad rakud
(Joonis 3). Hiljem korrutati saadud arv neljaga. Lisaks vOrreldi vaanilistes seemnetorukestes
olevate rakkude arvu eraldi eraldi noorte (P90) Stra8Ric8“K° n=7 ja wt n=5 ja vanade (P180—
P270) Stra8Ric8“K° n=3 ja wt n=>5 isendite testistes ning varreldi ka omavahel vastavalt noorte
(P90) ja vanade (P180—P270) wt ning Stra8Ric8“K® loomade spermatogeense epiteeli rakkude
arvu.

¥

Sertoli
rakk

r's

Joonis 3. Vaanilistes seemnetorukestes paiknevate rakkude fenotilip. Spermatogoonid on suured immargused
vGi ovaalsed kondenseerunud kromatiiniga rakud. Primaarsed spermatotsiitiidid on md&tmetelt spermatogoonidest
suuremad, neis on tuvastatav palju tsitoplasmat, suur tuumake ning kromatiininiidid. Spermatiidid on
Ummargused, mddtmetelt spermatogoonidest véiksemad rohkem kondenseerunud ja véhem granulaarse
tuumakesega rakud. Sertoli rakud paiknevad iduepiteelirakkude vahel, algavad laia alusega basaalmembraanilt

ning ulatuvad seemnetorukese valendikuni. Sertoli rakud on disperseerunud kromatiiniga ja rohke tsitoplasmaga
(Burkitt, H., G. jt., 1993 jérgi).
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2.2.8. Statistiline analtus

Statistiliseks analulsiks kasutati Excel 2013 (Microsoft) programmi. Statistilise olulisuse
hindamiseks kasutati Student'i t-testi ning statistiliselt oluliseks loeti tulemused, mille olulisuse

nivoo p<0,05.
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2.3. Tulemused

2.3.1. RICS8 puudusest tingitud anatoomilised-morfoloogilised defektid

munandites

Kirjeldamaks RIC8 puudusest tingitud anatoomilisi-morfoloogilisi vGimalikke defekte
munandites, tehti Stra8Ric8°%° (n=10) ning kontrollina kasutatud C57BI/6J (n=10) hiirte
munanditest eosiini ja hematoksuliiniga varvitud histoloogilised preparaadid. Vastavalt
vadniliste seemnetorukeste defektidele jaotati anatoomilised-morfoloogilised koérvalekalded

viide erinevasse tudpi:

1. Laienenud valendikuga, vaga 6huke spermatogeenne epiteel mitmete vakuoolidega (Joonis
4B);

2. Nekrootilised vaanilised seemnetorukesed (Joonis 4C);

3. Spermatogeense epiteeli rakkude esinemine vaanilise seemnetorukese valendikus (Joonis
4D);

4. Ummargustest spermatiididest koosnevate (iksikute kobarate esinemine véaniliste
seemnetorukeste valendiku &arealadel (Joonis 4E).

5. Spermatogeense epiteeli ebakorrektne struktuur (Joonis 4F)

Eelpool loetletud defektide esinemissageduse statistiline anallilis nditas, et oluline (p<0,05)
erinevus wt (n=10) ja Stra8Ric8“KC (n=10) testistes ilmnes eelkdige spermatogeense epiteeli
rakkude (spermatogoonid, Umarad spermatiidid, spermatotsttdid; tutp 3 defekt) esinemise
sageduses vainilise seemnetorukese valendikus. Stra8Ric8KC loomadel esines sellist defekti
margatavalt rohkem (6% kdigist uuritud vaaniliste seemnetorukeste defektidest; 1% kdigist
antud isendil loendatud vaanilistest seemnetorukestest) kui kontroll-loomadel (4% kdigist
uuritud véaaniliste seemnetorukeste defektidest; 0,5% koigist antud isendil loendatud
vaanilistest seemnetorukestest) (Joonis 4D; Joonis 5). Stra8Ric8°K° loomade (n=10) vaanilistes
seemnetorukestes oli ka nn. rakukobaraid (tlup 4) valendiku servaalal oluliselt (p<0.05)
rohkem (Stra8Ric8°KC 65% (11,4% kdigist seemnetorukestest) ja wt vastavalt 52% (7% koigist
seemnetorukestest) kogu defektidest) tdheldatavad kui wt (n=10) kontrollidel (Joonis 4E; Joonis
5).
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Joonis 4. Defektid vaanilistes seemnetorukestes. (A) Etalonina kasutatav wt kontrollisase testise vaanilised
seemnetorukesed, mis on immarguse Uhtlase kujuga, selgesti eristuva valendiku ja spermatogeense epiteeliga
(kollane kriips). (B) Laienenud valendikuga, 6huke spermatogeenne epiteel (kollane kriips) iseloomulike suurte
vakuoolidega (tlip 1 defekt). (C) Nekrootiline (atroofiline) véaniline seemnetoruke, kus enamus
spermaotogeensetest rakkudest havinud (tiup 2 defekt) (D) Spermatogeense epiteeli rakud (enamasti
spermatotstiudid, Gmarad spermatiidid; kollane nooleots) véanilise seemnetorukese valendikus (tiiup 3 defekt). (E)
Ummargustest spermatiididest koosnevate (iksikute kobarate (kollane punktiir) esinemine véaniliste
seemnetorukeste valendiku &&realadel (tuip 4 defekt). (F) Spermatogeense epiteeli ebastandartne
lainjas/vaédndunud struktuur (kollane kdverjoon), valendiku osa ei ole selgelt méaaratletav (kisimark) (tiup 5

defekt). Luhendid: SE, spermatogeenne epiteel; V, valendik; Vak, vakuool. Mddtkava piltidel 50pum.

% 0,2 =k

0,014 0,18
0,012 0,16
0,01 0,14
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Hwt M Stra8Ric8CKO W wt M Stra8Ric8CKO

Joonis 5. Defektsete vaaniliste seemnetorukeste vordlus wt ning Stra8Ric8CKO isendite vahel. Graafikul on
valja toodud vaaniliste seemnetorukeste defektide esinemissagedused (vastavalt defekti tliibile defektid jagatuna

véaniliste seemnetorukeste ldarvuga, millest saadi vastava defekti osakaal ristl6igus). Kontrolltestiseid oli n=10
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ja Stra8Ric8CKO testised n=10. Tahised: 1, tltp 1 defekt; 2, tulp 2 defekt; 3, tltp 3 defekt; 4, tlip 4 defekt; 5,

tlilp 5 defekt. Tarniga on margitud Student t-testiga leitud statistiline olulisus p<0,05.

Vdrreldes omavahel wt ja Stra8Ric8“K° genoomiga noori (P90) isendeid, selgus, et statistiliselt
olulised defektid vastavates testistes olid nekrootilised/atreetilised vaénilised seemnetorukesed
(tup 2) (p<0,05), spermatogeense epiteeli rakkude esinemine véanilise seemnetorukese
luumenis (ttdp 3) (p<0,05) ja Bhukese spermatogeense epiteeli ja laienenud valendikuga
seemnetorukeste esinemine (titp 1) (p<0,05), mida esines Stra8Ric8“K° loomadel margatavalt
ronkem (Joonis 6). Lisaks oli Stra8Ric8“K° loomadel markimisvéarselt kdrgem ka
Ummargustest spermatotsiitidest koosnevate kobarate esinemine vaaniliste seemnetorukeste
luumeni &éarealadel (p<0,05), moodustades defektsetest seemnetorukestest wt isenditel 57% ja
Stra8Ric8“KC genoomiga isenditel 64% (Joonis 6). Samas nd. ebastandartse spermatogeense
epiteeli struktuuriga vaanilisi seemnetorukesi oli mdlema genottlbi puhul sarnase sagedusega
(Joonis 6).

o
0,014 * 0,14
0,012 (—)\—) 0,12 f \
0,01 0,1 I
% %
0,008 0,08
0,006 (—*—) (_A_\ 0,06 I
0,004 1 0,04
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0,002 0,02 =
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0 0
1 2 3 4 5
wt Stra8Ric8CKO wt Stra8Ric8CKO

Joonis 6. Defektsete vaaniliste seemnetorukeste vdrdlus noorte P90 wt ja Stra8Ric8CKO isendite vahel.
Graafiku vertikaalteljel on vélja toodud véaniliste seemnetorukeste defektide esinemissagedused (vastavalt defekti
tlubile on defektid jagatud véaaniliste seemnetorukeste tldarvuga, millest saadi vastava defekti osakaal ristligus).
Kontrolltestiseid oli n=3 ja StraBRic8BCKO testised n=7. Tahised: 1, tlup 1 defekt; 2, thip 2 defekt; 3, tuip 3
defekt; 4, tilp 4 defekt; 5, tliip 5 defekt. Térniga on margitud Student t-testiga leitud statistiline olulisus p<0,05.

Vorreldes vanemate (P180-270) wt ja Stra8Ric8KC isendite vainiliste seemnetorukeste
fenotulpe, leiti Gllatuslikult oluliseks (p<0,05) erinevuseks kahe genotubi vahel titp 5 defekti

alla liigituvat spermatogeense epiteeli ebakorrektse struktuuri sagedasemat esinemist just wt
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vanematel loomadel (Joonis 7), moodustades nendel defektsetest seemnetorukestest vastavalt
24% (Stra8Ric8“K° loomadel oli see vastavalt 13%). Lisaks leiti, et statistiliselt markimisvaarne
(p<0,05) erinevus oli tutp 4 defektile iseloomulike tmmargustest spermatiididest koosnevate
Uksikute kobarate esinemine vaaniliste seemnetorukeste valendiku &arealadel, eelkdige
Stra8Ric8°KC vanadel hiirtel (Joonis 7). Selline defekt moodustab wt isenditel 48% ja
Stra8Ric8K® genoomiga isenditel lausa 66% defektsetest vaanilistest seemnetorukestest
(Joonis 7).
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Joonis 7. Defektsete vaaniliste seemnetorukeste virdlus vanade (P180-270) wt ja Stra8Ric8%KC testistes.
Graafikul on vélja toodud véaaniliste seemnetorukeste defektide esinemissagedused. Kontrolltestiseid oli n=5 ja
Stra8Ric8°K® testised n=3. Tahised: 1, tiitip 1 defekt; 2, tuiip 2 defekt; 3, tulp 3 defekt; 4, tuip 4 defekt; 5, tlip 5

defekt. Tarniga on mérgitud Student t-testiga leitud statistiline olulisus p<0,05.

Lisaks vorreldi omavahel noorte ja vanemate wt isendite defektseid vaanilisi seemnetorukesi.
Leiti, et vanematel loomadel esines margatavalt rohkem (p<0,05) spermatogeense epiteeli
rakkude esinemist vaaniliste seemnetorukeste valendikes (tulp 3 defekt) ning samuti oli
rohkem héiritud spermatogeense epiteeli struktuur (tttp 5 defekt) (Joonis 8). Tlup 3 moodustab
teistest defektsetest vaaniliste seemnetorukestest noorematel wt loomadel 3% ning vanematel
katsehiirtel vastavalt 6%. Spermatogeense epiteeli ebakorrektne struktuur moodustab koikidest
defektsetest vééanilistest seemnetorukestest noorematel 25% ja vanematel 24% (Joonis 8).
Sarnane vdrdlusanaliiiis noorte ja vanade Stra8Ric8K° loomade vahel statistilisi erinevusi kahe

grupi vahel ei ndidanud (Joonis 9).

27



0,015 ” 0,09
0,013 0,08

)\ %
0,011 0,07
0,06

0,009 0,05 )

0,007 0,04
0,005 0,03
0,003 0,02
0,001 i 0,01
! =5 0

-0,001 1 2 3 4 5

B wt (noor) M wt (vana) B wt (noor) M wt (vana)

Joonis 8. Defektsete vaaniliste seemnetorukeste vdrdlus noorte (P90) ja vanade (P180-270) wt isendite vahel.
Graafikul on vilja toodud véaaniliste seemnetorukeste defektide esinemissagedused. Noori oli n=5 ja vanu n=5.
Tahised: 1, tuip 1 defekt; 2, tiup 2 defekt; 3, titp 3 defekt; 4, thip 4 defekt; 5, tiilip 5 defekt. Térniga on mérgitud

Student t-testiga leitud statistiline olulisus p<0,05.
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Joonis 9. Defektsete vaaniliste seemnetorukeste vardlus noorte (P90) ja vanade (P180-270) Stra8Ric8K°
isendite vahel. Graafikul on vélja toodud véaniliste seemnetorukeste defektide esinemissagedused. Noori oli n=7
javanu n=3. Téhised: 1, thiip 1 defekt; 2, tiilip 2 defekt; 3, tiup 3 defekt; 4, tilp 4 defekt; 5, thiip 5 defekt. Térniga

on margitud Student t-testiga leitud statistiline olulisus p<0,05.

2.3.2. Vaanilistes seemnetorukestes olevate rakkude populatsioonid

Taiskasvanud, sugukupsete katsehiirte munandites spermatogeense epiteeli tsukli staadiumis
VII-XI (Joonis 2) olid silmaga eristatavad jargmised spermatogeensed rakud: spermatogoonid,
spermatotstiudid, Sertoli rakud, immargused ning elongeerunud spermatiidid.
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Taiskasvanud wt isashiirte (n=10) vaanilistes seemnetorukestes moodustavad spermatogoonid
9,3% (0,093+0,004), spermatotsutdid 14,5% (0,145+008), Sertoli rakud 6,1% (0,06+0,005),
Ummargused spermatiidid 39,4% (0,394+0,015) ning elongeerunud spermatiidid 31,2%
(0,312+0,02) ja keskmiselt on rakke kokku 416. Stra8Ric8“K° loomadel (n=10) moodustavad
spermatogoonid vastavalt 9,6% (0,096+0,005), spermatotstiudid 13,7% (0,137+0,007), Sertoli
rakud 5,7% (0,057+£0,003), Ummargused spermatiidid 41% (0,409+0,013), elongeerunud
spermatiidid 30,1% (0,301+0,02) vadniliste seemnetorukestes olevatest rakkudest ning
keskmiselt on vaanilises seemnetorukeses kokku 365 rakku. Vorreldes wt ja Stra8Ric8°K©
isendite spermatogeensete rakkude populatsioone omavahel, leiti et need statsitliselt oluliselt ei
erine genotlupide vahel (Joonis 10). Sarnaselt ei eksisteerinud markimisvaarseid erinevusi ka
eraldi voetuna noorte (P90) ning vanade (P180-270) wt ning Stra8Ric8°%° loomade vahel
(Joonis 11 ja 12).
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Joonis 10. Vaaniliste seemnetorukeste rakkude vordlus wt ja Stra8Ric8KC isendite vahel. Vdrreldes t-testiga
wt ja Stra8Ric8%X° isendite rakkude alampopulatsioone vaanilistes seemnetorukestes, selgus, et katseisendite vahel
statistiliselt olulisi erinevusi ei esine. Liihendid: Sg, spermatogoon; Spc, spermatotsiiit; Se, Sertoli rakk; RSp,
Ummargune spermatiid; ESp, elongeerunud spermatiid.
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Joonis 11. Vaaniliste seemnetorukeste rakkude populatsioonide vérdlus noorte (P90) wt ja Stra8Ric8°K°
loomade vahel. Luhendid: Sg, spermatogoon; Spc, spermatotsiiit; Se, Sertoli rakk; RSp, Ummargune spermatiid;

ESp, elongeerunud spermatiid.
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Joonis 12. Vaaniliste seemnetorukeste rakkude vérdlus vanade (P180-270) wt ja Stra8Ric8°<C isendite vahel.
Vorreldes t-testiga vanemate mutantsete (n=2) ja wt (n=5) loomade véaanilistes seemnetorukestes olevate rakkude
populatsioone, ei eksisteeri statistilist olulisust. Lihendid: Sg, spermatogoon; Spc, spermatotstitit; Se, Sertoli rakk;

RSp, ummargune spermatiid; ESp, elongeerunud spermatiid.

Lisaks vaadati eraldi wt noori ja vanu (P180-270) isendeid, ning leiti, et noortes wt loomades
moodustavad spermatogoonid 8,8% (0,088+0,0056), spermatotsuidid 13,7% (0,137+0,008),
Sertoli rakud 7,9% (0,0789+0,007), immargused spermatiidid 40,6% (0,406+0,021) ning
elongeerunud spermatiidid 30% (0,30+0,03) vaé&nilistes seemnetorukestes olevatest rakkudest.

Noortel wt hiirtel on keskmiselt Gihe véanilise seemnetorukese kohta 395 rakku. Samas vanadel
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wt isenditel moodustavad spermatogoonid 9,8% (0,098+0,007), spermatotsiiiidid 15,3%
(0,153+0,012), Sertoli rakud 4,3% (0,043+0,003), uUmmargused spermatiidid 38,2%
(0,382+£0,024) ning elongeerunud spermatiidid 32,5% (0,325+£0,03) véénilistes
seemnetorukestes olevatest rakkudest. Vanades wt isendites on (ihe vaanilise seemnetorukese
kohta 438 rakku. Oluliseks erinevuseks noorte ja vanade kontrollhiirte vahel oli Sertoli rakkude

arv, mis vananedes markimisvaarselt vaheneb 46% (p<0,05) (Joonis 13).
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Joonis 13. Vaaniliste seemnetorukeste rakkude varldus noorte (P90) ja vanade (P180-270) wt isendite vahel.
Vorreldes t-testiga noorte (n=5) ja vanade (n=5) wt isendite rakkude populatsiooni erinevust, on statistiliselt erinev
Sertoli rakkude populatsioon (* p<0,05). Lihendid: Sg, spermatogoon; Spc, spermatotsiit; Se, Sertoli rakk; RSp,

Ummargune spermatiid; ESp, elongeerunud spermatiid.

Analoogne analiiis Stra8Ric8°K° loomadega niitas, et noortes (P90) hiirtes moodustavad
vadnilistes spermatogoonides olevatest rakkude populatsioonidest spermatogoonid 10%
(0,1£0,007), spermatotsitidid 13,3% (0,133+0,007), Sertoli rakud 6,52% (0,0652+0,004),
ummargused spermatiidid 42,1% (0,421+0,013), elongeerunud spermatiidid 28% (0,28+0,017).
Toetudes statistikale, on iihe noore Stra8Ric8°K® isendi vaanilises seemnetorukeses 351 rakku.
Vanades (P180-270) mutantsetes isendites moodustavad spermatogoonid vastavalt 8,6%
(0,086+0,01), spermatotsiiidid 14,4% (0,144+0,015), Sertoli rakud 4% (0,04+0,002),
ummargused spermatiidid 38% (0,38+0,032), elongeerunud spermatiidid 35,1% (0,351+0,041).
Vanades mutantsetes isendites on uUhe vaanilise seemnetorukese kohta 396 rakku. Sarnaselt wt
loomadega on ka Stra8Ric8K° genotiiiibiga hiirtel vananedes vahenenud (40%) Sertoli rakkude

populatsioon véanilises seemnetorukeses (p<0,05) (Joonis 13 ja 14).
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Joonis 14. Vaaniliste seemnetorukeste rakkude vérdlus noorte (P90) ja vanade (P180-270) Stra8Ric8°K®
isendite vahel. Vorreldes t-testiga noorte (n=7) ja vanade (n=3) mutantsete isendite erinevusi vaaniliste
seemnetorukeste rakkude populatsioonides, on statistiliselt oluliseks erinevuseks Sertoli rakkude populatsioon
(*p<0,05). Lihendid: Sg, spermatogoon; Spc, spermatotsiiiit; Se, Sertoli rakk; RSp, immargune spermatiid; ESp,

elongeerunud spermatiid.
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2.4. Arutelu

Ké&esolevas bakalaureusetdos analliusiti RIC8 ja gametogeneesi vahelisi seoseid varasemalt
Tartu Ulikooli arengubioloogia 8ppetooli laborimeeskonna poolt loodud Stra8Ric8<K hiireliini
pdhjal. Stra8 promootori kontrolli all olev Cre-rekombinaas I6ikas spetsiifiliselt loxP saitide
vahel oleva guaniini nukleotiidivahetusfaktori Ric8 geeni esimesed eksonid. Stra8-iCre
ekspressioon algab hiirel arengupéevast P3, mil 16ppeb gonotslitide migreerumine vaanilise
seemnetorukese basaalmembraanile ning algab As spermatogoonide diferentseerumine ning
kestab kuni preleptoteeni spermatotsiiitide staadiumini (Bao jt., 2013; Sadate-Ngatchou jt.,
2008).

Spermatogoonide, spermatotsiiiitide ja spermatiidide koguarvus olulisi erinevusi StragRic8X°
ja wt loomadel ei tédheldatud. Kuna RIC8 on oluline faktor asimmeetrilise/simmeetrilise
jagunemise juures (Miller ja Rand, 2000; Afshar jt., 2004; Couwenbergs jt., 2004; Afshar jt.,
2005; David jt., 2005; Hampoelz jt., 2005; Wang jt., 2005; Woodard jt., 2010), siis voib
eeldada, et ka spermatogeneesi meiootilises jagunemises voib olla hdireid. Kuna antud to06s ei
kasutatud vastavate meioosi staadiumite markereid, siis ei saa 6elda nende andmete pdhjal, kas
RIC8 puudus mojutab hiirte spermatogeneesis meiootilist jagunemist. Varasemalt on naidatud,
et hiire munaraku meioosis soltub RIC8 lokalisatsioon munarakus meioosi faasist, mistottu voib
sellel valgul eri staadiumitel erinev roll olla (Saare jt., 2015). VVGrreldes noorte ja vanade nii wt
kui ka Stra8Ric8°K° genotiiiibiga isendeid, leiti, et loomade vananedes toimub Sertoli rakkude
populatsiooni kahanemine vaanilistes seemnetorukestes, nii Stra8Ric8°KC kui ka wt loomadel
(vastavalt 46% ja 40%). Toetudes varasematele uuringutele, on téheldatud isaste imetajate
vananedes nende vaanilistes seemnetorukestes vakuoolide teket, Sertoli rakkude funktsioonide
vahenemist ning nende kadu (Tanemura jt., 1993). Uhtlasi viheneb ka spermatogeensete
rakkude arv. Kuna Sertoli rakud on olulised spermatogeneesi protsessil, osaledes
spermatogeensete rakkude transportimisel basaalmembraanilt luumenisse ning Kaitstes
vaénilistes seemnetorukestes olevaid rakke autoimmuunsete reaktsioonide eest, kasvab ka
isendi vananedes vaanilistes seemnetorukestes olevate defektide hulk (Tanemura jt., 1993; Xia
jt., 2011). Seega vdib vdita, et defektsete vaaniliste seemnetorukeste osakaalu tdus ja Sertoli
rakkude populatsioonide véhenemine testistes seoses isendi vananemisega on pigem normaalne

ega ole mojutatud RIC8 puudusest.

Koduhiirel algab postnataalne spermatogenees postembriionaalsel arengupdeval PO, kui
gonotsludid migreeruvad vaanilise seemnetorukese basaalmembraanile. Antud protsess kestab

kuni arengustaadiumini P3. Postnataalse spermatogeneesi valtel liiguvad spermatogeensed
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rakud tugirakkude abil vaanilise seemnetorukese basaalmembraanilt luumeni suunas ehk
toimub pidev rakkude adhesioon ja migratsioon. Adhesiooni vahendamisel rakkude ja
ekstratsellullaarse maatriksi (ECM) vahel on olulised mitmed adhesioonimolekulid ning —
valgud: nt. FAK (focal adhesion kinase), c-Src (proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src)
ning c-Yes (Yamaguchi sarcoma viral oncogene homolog-1), mis pdhinevad aktiini
ankurdamisel (Qian jt., 2014). Uheks oluliseks valguks, mis osaleb retseptor tiirosiini kinaasi
(RTK) poolt vahendatud aktiini tsutoskeleti mberpaigutamisel ning sellest tulenevalt ka
rakkude migratsioonil ja adhesioonil on GEF RIC8 ja tema interaktsioonipartner Gays (Wang
jt., 2011). Seega vOib oletada, et RIC8 mdjutab rakkude fokaalset adhesiooni véaanilistes
seemnetorukestes ning rakkude ebakorraparane paiknemine nendes vdi spermatogoonide,-
tsultide voi —tiidide esinemine valendikus vdib-olla pdhjustatud just ebakorrektsest

adhesioonist.

B1-integriin, mida leidub nii gonotstuutide kui ka SSC pinnal, on oluline valk ankurdamaks
ekstratsellullaarse maatriksi molekule, aktiveerides RhoA perekonda kuuluvaid valke
(Shinohara jt., 1999). ECM maatriksi ilheks peamiseks komponendiks on laminiin, mis kasutab
seostumiseks F-aktiini, mis on omakorda mojutatud RhoA raja aktivatsioonist. Lisaks on
naidatud &&dikakarbsel, et profiliin, mis seostab F-aktiini, on vajalik spermatogoonsete
eellasrakkude korrektseks paiknemiseks basaalmembraanil (Shields jt., 2014). Rho-A
signaaliraja aktivatsioonil on oluliseks regulaatoriks RIC8 ja temaga seotud G-valgud (Goui2/13
ja Gag) (Hart jt., 1998; Gong jt., 2010; Gabay jt., 2011).

Uheks oluliseks erinevuseks StragRic8° ja wt loomade vaaniliste seemnetorukeste defektide
seas oli mitteklipsete isassugurakkude (spermatogoonid, spermatotsiiudid, Umarad
spermatiidid) sattumine seemnetorukese valendikku. Ehkki sellist defekti esines ka wt
loomadel, siis Stra8Ric8“K° loomadel oli sellist tiitip 3 defekti margatavalt sagedamini. Uheks
sellise defekti pdhjuseks vdib olla mehhaniline kudede kasitlemise/tootluse artefakt (esineb
peamiselt Uksikutes servaalade torukestes). Tden&olisem variant vOib olla seotud erinevate
Sertoli rakkude hdiretega, mistdttu péaédsevad arenevad sugurakud valendikku (Lanning jt.,
2002; Creasy jt., 2012). Tulp 2 ja 3 iseloomulikud defektid nagu spermatogeense epiteeli
degeneratsioon v8i kadumine, mis péhjustab nekrootilisi voi atreetilisi vaanilisi seemnetorukesi
voivad olla seotud Sertoli rakkude kahjustustega (nt. tstitotoksilisuse, hiipoksia, pdletiku voi
muu taolise poolt), isassugurakkude kahjustustega, vaskulaarsete ja hormonaalsete hairetega
(Creasy jt., 2012). Kuna selliste defektide esinemissagedus oli kdigis vaadeldud riihmades
vordselt madalad nii kontrollhiirtes kui ka Stra8Ric8“%° loomades vdib oelda, et need olid

juhuleiud. Huvitav leid oli iseloomulike Gimaratest spermatiididest moodustunud rakukobarate
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moodustumine luumeni servaalale (tiip 4 defekt), mida leidus Stra8Ric8“K° loomadel
margatavalt ronkem kui wt loomadel. Siinjuures tuleb maérkida, et tegemist vdib olla ka
artefaktiga voOi valesti tdlgendatud defektiga. Teatud spermatogeense epiteeli faasis voivad
sarnase struktuuriga kobaralaadsed spermatiidide kogumikud tekkida, ehkki mitte tksikuid
Umaraid kobaraid. Sarnane situatsioon on 5 tulpi defektiga, mida vdib seostada nii I6ikamise
artefaktiga (nt. servalGik, tangeeritud 18ik, rebenenud I6ik) kui ka reaalse defektiga. Sarnaseid
defekte esines nii wt kui ka StragRic8° loomadel. Oluline erinevus selle defekti sageduse
osas ilmnes illatuslikult hoopis vanemate wt ja Stra8Ric8“KC isaste loomade vérdlemisel, mil

selgus, et vanematel wt isastel esines selliseid struktuurseid haireid rohkem.

Kokkuvotvalt nditavad need tulemused, et Ric8 valja lilitamine p6hjustab mitmesuguseid
spermatogeneesi arenguhéireid, mis on kiillaltki heterogeensed, kuid vaatamata sellele vajaksid
edasist uurimist vastavate sugurakkude spetsiifiliste markeritega. Need oleksid olulised vélja
selgitamaks tdpsemalt nditeks meiootiliste rakkude hulka vaanilistes seemnetorukestes, need
aitaksid identifitseerida rakud, mis liiguvad valel ajal valendikku ning iseloomustada Sertoli
rakke. Antud t60s kasutatud Stra8Cre-rekombinaas likkab Ric8 vélja spetsiifiliselt
spermatogoonidest ja nende jarglastest, samas Sertoli ja Leydigi rakud peaksid RIC8 suhtes
olema muutumatud. Kuna arenevate sugurakkude, Sertoli rakkude ja Leydigi rakkude vahel
kaib vastastikune signalisatsioon, siis oleks otstarbekas uurida edaspidi ka StragRic8°K°
loomadel hormoonide taset, mis vdib teatud tagaside mehhanismide hairituse tdttu olla

muutunud.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva bakalaureusetod eesmargiks oli valja selgitada RIC8 puudusest tingitud
anatoomilised-morfoloogilised defektid vaanilistes seemnetoukestes ning véaniliste

seemnetorukeste rakkude populatsioonid, kasutades mudelina Stra8Ric8<X® hiireliini.
Eksperimentaalses osas saadud tulemuste pohjal tehti jargnevad kokkuvotvad jareldused:

1. RICS8 konditsionaalne valjaltlitamine P3 arengujédrgus olevatest spermatogoonidest ei
pdhjusta muutusi véaniliste seemnetorukestes olevate rakkude populatsioonides,
vorreldes wt isendiga.

2. RIC8 konditsionaalne véljalllitamine P3 arengujargus olevatest spermatogoonidest
vOib pohjustada mitmesuguseid morfoloogilisi ja anatoomilisi spermatogeneesi
arenguhaireid, mis erinevad kohati vastavalt hiire vanusele. Peamisteks defektideks
Stra8Ric8%KC isendites vdrreldes wt isenditega on spermatogeense epiteeli rakkude
esinemine véaanilise seemnetorukese valendikus ning Ummargustest spermatiididest

koosnevate kobarate esinemine vaaniliste seemnetorukeste valendiku aarealadel.
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SUMMARY

The role of RIC8 in murine spermatogenesis using germ-cell specific

conditional Stra8Cre*Ric8'2Z'** mouse strain

Marko Leevik
Summary

Gametes are unique cells that provide a transmission of genetic information to the next
generation. It has been shown that gametogenesis is a sensitive process which comprise
symmetrical and asymmetrical. These processes are regulated by evolutionally conserved
proteins, for instance RIC8, which regulates cell signalisation, adhesioon, migration and
nervous system through G-proteins.

The first aim of the present study was to find out if the deletion of guanine nucleotide exchange
factor RIC8 from germ cells cause morphological and anatomical defects in seminiferous
tubules. In addition, the second aim was to compare the populations of spermatogenic cells and
Sertoli cells in seminiferous tubules. A special germ cell specific conditional mouse strain
StraCre*Ric8'2# (previously constructed) was to evaluate the role of RIC8 in these
processes. These mice lacked RIC8 since P3 spermatogonia until P7 pre-leptotene-stage
spermatocytes. The results showed increased amount of morphological defects in seminiferous
tubules among RIC8 knock-out mice. However, any affect to spermatogenic and Sertoli cell
populations in seminiferous tubules was not detected in Ric8 knock-out mice.
In conclusion, these results indicate that the deletion of RIC8 from P3 spermatogonia may cause

defects in seminiferous tubules.
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