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KASUTATUD LUHENDID

BMP — luu morfogeneetiline valk (ingl k bone morphogenic protein)
BR — blokeeriv reagent (ingl k Blocking Reagent)

CR — karapaksi vall (ingl k carapacial ridge)

DIG — digoksigeniin

E — embriionaalne arengupéev

Eda — ektodusplasiin

Edar — ektodusplasiini retseptor

Edaradd — ektodsplasiini retseptor-seonduv surma domaan (ingl k Edar-associated death

domain)

FGF — fibroblasti kasvufaktor (ingl k fibroblast growth factor)

fls — uimedeta (ingl k finless)

HED - hlpohidrootiline/anhidrootiline ektodermaalne diisplaasia
IKK — IxB kinaas

IxkB — NF-xB inhibiitor (ingl k inhibitor of NF-xB)

IPTG — isopropiiiil B-D-1-tiogalaktopuranosiid

LB — Luria-Bertani sétde

MilliQ — deioniseeritud vesi firmalt Millipore

Nkt — soomusevigadega, ,,alasti* (sks k Nackt)

NF-kB — tuumafaktor kB (ingl k nuclear factor x-light-chain-enhancer of activated B cells)
NTMT — alkaliini fosfataasi puhver

PBS — naatriumfosfaat-puhverdatud soolalahus (ingl k phosphate buffered saline)



PBT - naatriumfosfaat-puhverdatud soolalahus ja Tween20

PFA — paraformaldehiitd

SDS — naatriumdodetstdlsulfaat (ingl k sodium dodecyl sulfate)

Shh — Sonic hedgehog signaalmolekulide perekond

SSC - naatriumtsitraat-puhverdatud soolalahus (ingl k saline-sodium citrate buffer)
TBST — Tris-puhverdatud soolalahus ja Tween20 (ingl k Tris-Buffered Saline and Tween20)
T. scripta — punakdrv-ilukilpkonn (Id k Trachemys scripta)

Ta — Tabby mutatsioon

TGF-p — transformeeriv kasvufaktor B (ingl k transforming growth factor )

TNF — kasvaja nekroosifaktor (ingl k tumor necrosis factor)

Traf — TNF retseptor-seonduv faktor (ingl k TNF receptor-associated factor)

Whnt — Wingless/int signaalmolekulide perekond

wt — metsiktidpi hiir (ingl k wild-type)

X-Gal — 5-bromo-4-kloro-3-indolutl-p-D-galaktopuranosiid



SISSEJUHATUS

Kilpkonnalised, kes lahknesid teistest roomajatest Permi ajastul ligikaudu 270 miljonit aastat
tagasi, omavad iseloomulikku luulist kilpriiud. Kilpkonna kilp on evolutsiooniliselt uudne
struktuur, mis koosneb selgmisest seljakilbist ehk karapaksist ning kdhtmisest kdhukilbist ehk
plastronist, mis on kulgedelt sildade abil Ghendatud. Seljakilbi moodustamiseks on vajalik
karapaksi vall (CR, carapacial ridge), mis moodustub jasemepungade vahel ning laieneb
anterioorselt ja posterioorselt embriio kiilgedel, et kilpkonna roided siseelundite mbritsemise

asemel seljakilbi moodustaksid.

Ektodlsplasiin (Eda), mis on kasvaja nekroosifaktori perekonna valk, osaleb peamiselt naha
tekiste: nddrmete, karvade ja hammaste arengus imetajatel ning soomuste ja uimede arengus
kaladel. Eda olulisust on uuritud Eda signaalraja mutatsioonidest pdhjustatud vigu uurides, sest
defektiga isenditel on vastavaid naha tekiseid vahe, need arenevad ebaharilikeks vdi puuduvad
taielikult, seega saab vastavate mutatsioonidega fenotlibi kaudu uurida Eda funktsiooni naha
tekistes. V&hem on uuritud Eda ekspressiooni mesodermaalset pdritolu organites, sest
mutatsioonidest p&hjustatud vaararengud (luudes) puuduvad voi pole nii ilmsed kui naha tekiste
halbed.

Kéesoleva t66 eesmérk on kirjeldada ektodisplasiini ja tema retseptori ekspressiooni punakdrv-
ilukilpkonna Trachemys scripta embriionaalses arengus ning vorrelda Eda ekspressiooni

kilpkonnas eelnevalt kirjeldatud ektodusplasiini ekspressiooniga selgroogsetes.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Kilpkonna kilbi areng

Kilpkonna kilbi arengu eripara ei véljendu uute signaalradade tekkimises, vaid olemasolevate
signaalradade Umberkorralduses. Kilbi embriionaalses arengus toimub dorsaalse kehaseina
dermise ulatuslik hupertroofia (liigpaisumine) ja sellele jargnev Olavéotme ja toeskeleti (ehk
aksiaalskeleti) tavapdrase suhte Umberkorraldus: rangluud on k&hukilbiga kokku kasvanud
(Alibardi ja Thompson 1999a) ja abaluu asub kilpriiid moodustava rinnakorvi sees (Lyson ja
Joyce, 2012).

Kilpkonnaliste seltsi Testudines peamine uuendus on karapaksi vall, mis tekib ektodermi ja
mesodermi paisena, takistab roiete kasvu kdhu poole (rindkere Umbritsemist) ning suunab nad
seljakilbi dermisesse. Alguses asub CR kahe jasemepunga vahel ning hiljem laieneb ta anterio-
posterioorselt ja moodustab seljakilbi kiilgmised osad. Valli moodustab ektodermi paksenemine
ja all paikneva mesenhiiimi kondenseerumine: protsess, mis on omane epiteel-mesenhiim
interaktsioonidele (Gilbert et al., 2001). FGF (fibroblasti kasvufaktorite) signaalid seljakilbi
dorsolateraalses dermises séilitavad CRi md&lemas embriio pooles ja suunavad migreeruvate
roiete eellasrakke seljakilbi dermisesse. Arenevad roided eritavad luu morfogeneetilisi valke
(BMP), mis algatavad intramembraanse luu moodustumise tmbritsevas dermises (Cebra-Thomas
et al., 2005).

Kaigil kilpkonnadel on kiimme seljakilbiga seonduvat rindkere selgrooluli (rinnalili) ning igal
lalil on Ghepealine roie, mis tihti liigendub sellest anterioorse selgrooliliga. Kilp sisaldab endas
endokondraalseid kere toeselemente, mida katavad dermaalsed luud ja valimine B-keratiini
Kilbistest (scutes) koosnev epidermaalne kiht (Gilbert et al., 2001; Alibardi ja Thompson, 1999a).
Kilpkonna kasvades tuleb kilbiste alla keratiini kihte juurde (Hickman et al., 2006). Iga kilbis
katab konkreetset luupealset ala, aga Kilbiste ja luu muster pole Ukslheses vastavuses.
Epidermaalne kilbise muster areneb enne Kkilbi lubjastumist ja all paiknev dermis on vajalik
Kilbiste moodustumiseks (Gilbert et al., 2001).



1.2 Epiteel-mesenhtim interaktsioonid naha tekiste arengus

Nahk koosneb ektodermaalset paritolu epidermi koest ehk vélimisest epidermist ja
mesodermaalset paritolu mesehiimi koest ehk dermisest. Epidermaalses plakoodis eritatakse
valke, mis annavad all paiknevale dermisele marku kondenseerumiseks, ja dermaalne
mesenhium vastab, eritades faktoreid, mis mé&éravad naha tekiste olemuse, sealhulgas arenemise
sulgedeks, kidnisteks voi soomusteks (Gilbert, 2014). Epidermaalsete naha tekiste areng algab
ektodermaalse plakoodi ilmumisest ehk epiteeli paksenemisest, millega kaasneb plakoodi all

paiknevate mesenhlimaalsete rakkude tihenemine (Pispa ja Thesleff, 2003).

Epiteeli ja mesenhutmi vahelist suhtlust vahendavad mitu signaalmolekulide perekonda: Wnt,
FGF, transformeerivad kasvufaktorid B (TGF-B) ja sonic hedgehog (Shh) (Pispa ja Thesleff,
2003). Viimase aastakiimne jooksul on avastatud TNF perekonna ligandi ektodisplasiin (Eda)

oluline roll epiteeli tekiste morfogeneesis initsiatsioonist diferentseerumiseni (Mikkola, 2008).
1.3 Ektodusplasiin
1.3.1 Eda ja Eda-Al-Edar signaalrada

Ektodusplasiin-A (Eda) on kasvaja nekroosifaktori (TNF) perekonda kuuluv ligi neljasajast
aminohappest koosnev transmembraanne valk, millel on luhikesed kollageeni sarnased gltsiini
kordused (joonis 1). Eda korraldab ekstratsellulaarse maatriksi adhesiooni (Mikkola et al., 1999).
Inimesel on EDA geen X-liiteline (Xql12-q13,1; pikkus 423 Kbp) ning kodeerib kahte isovormi,
Eda-Al ja Eda-A2 (H&aard, 2013). Ektodisplasiini esimene isovorm Eda-Al aktiveerib oma
retseptori Edari, teine isovorm Eda-A2 seondub aga retseptori Xedariga, kusjuures isovormid
erinevad ainult kahe aminohappe poolest, sest nad on retseptor-spetsiifilised (Yan et al., 2000).
Mdlemad isovormid osalevad epidermaalses morfogeneesis (Yan et al., 2000), kuid tdsiasi, et
Eda -/- (puuduvad kdik isovormid), Edar -/- ja Edaradd -/- hiirtel on kdigil hesugused
fenotiiubid (puuduvad vGi ebanormaalsed hambad, vdhesed vdi puuduvad karvad, hélbed
n&darmete arengus (Mikkola ja Thesleff, 2003)) viitab sellele, et Eda-A2 isovorm on arengus
vahem tahtis (Mikkola, 2008).
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Joonis 1. Ektodisplasiini ehitus. Ektodisplasiini N-terminaalne osa paikneb raku sees. Ekstratsellulaarne
osa koosneb TNF ligandi domaanist (TNF), furiini l8ikamissaidist ja kollageeni sarnasest domaanist
(KOL) (Pispa, 2004 pdhjal).

Eda-Al-Edar signaalrada (edaspidi Eda signaalrada), mis koosneb Edast, Edarist ja tsiitoplasmas
olevast Eda retseptor-seostunud surma domé&anist Edaradd (Edar-associated death domain)
(Mikkola, 2008), on vajalik naha tekiste moodustumiseks nii hiirel, inimesel kui kalal (Harris et
al., 2008). Eda signaalrada on integreerunud Wnt ja aktiviini signaalradadega, mis viitab TNF
perekonna valkude funktsioonile epiteel-mesenhiiim interaktsioonides (Laurikkala et al., 2002).

Eda signaalrada algab Eda-Al kinnitumisega oma retseptorile Edar, mis seondub adaptervalgule
Edaradd (seondumist vahendavad mdlema valgu surma doméaanid). Edaradd vahendab Edari
seondumist jargnevate signaalraja molekulidega, Ghendades Edari TNF retseptor-seonduvate
faktoritega (Traf), milleks in vivo on peamiselt Traf6 (Naito et al., 2002). Edaradd valgu surma

domaéaénile isoleerisid Morlon et al. (2005) seondumiskaaslaseks adaptervalgu Tab2 (Tak1-siduva



valgu 2), mis seob Traf6 ja Takl (TGF B-aktiveeritud kinaas 1), aktiveerides seeldbi Takl ja
sellele jargneva IKK (1xB kinaas) kompleksi (Morlon et al., 2005). IKK kompleks, mis koosneb
kahest kinaasi tihikust IKK1/a ja IKK1/B ning regulatoorsest koostisosast IKK/y ehk NEMO, viib
IxB fosfortdlimiseni. Ta algatab iseenda lagunemise ja vabastab transkriptsioonifaktori NF-xB
(Mikkola, 2008; joonis 2).

rakusurm ?

sihtmarkgeenide
transkriptsioon:

Cen2/ctgf, Ist,
Shh, Dkk4, LT,
MadCAM], ...

Joonis 2. Ektodisplasiini signaalrada (Mikkola, 2008 pdhjal).

Kuigi Eda signaalrada pole esimene plakoodi moodustumist algatav signaal, on ta ks esimesi
plakoodi rakkude saatust reguleerivaid molekule (Mustonen et al., 2004). Mutatsioonid Eda
signaalrajas pohjustavad anhidrootilist vOi hipohidrootilist ektodermaalset displaasiat (HED) nii
inimesel (Kere et al., 1996) kui homoloogilisi defekte hiirel (Ferguson et al., 1997; Srivastava et
al., 1997) ning sebrakalal (Harris et al., 2008). Hiires ja inimeses reguleerib signaalrada karvade,

hammaste, higi-, piima- ja slljend&rmete ning mitmete vdiksemate ndédrmete arengut suu, nina ja
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neelualas (Pispa, 2004) ja sebrakalal uimede, soomuste, hammaste, 18pusepiide ja kolju arengut
(Harris et al., 2008).

1.3.2 Eda signaalrada inimeses

1.3.2.1 Ektodermaalne dusplaasia

1875. aastal kirjutas Charles Darwin hindu perekonnast, kellel vdis taheldada (nelja pdlvkonna
véltel ja ainult meestel) I6ike- ja purihammaste ning juuste vahesust ja kuumarabanduse ohtu,
kusjuures terved tutred andsid haiguse edasi ainult poegadele (Darwin, 1875). Haire, millele ta
viitas, on nildseks nimeks saanud anhidrootiline v6i hipohidrootiline ektodermaalne diisplaasia
(HED), ligikaudu kahesajast (Freire-Maia et al., 2001) périlikust ektodermaalsest dusplaasiast
uks tavalisemaid. HED sundroomi pdohjustavad mutatsioonid EDA geenis ning sellele on
iseloomulik hammaste ja kehakarvade véhesus (vastavalt hipodontia ja hupotrinhoos) ning
vahenenud vGime higistada (hipohidroos). HED siindroomiga isikud nakatuvad sagedamini
bronhiiti (tdendoliselt limandarmete vahesuse tdttu) ning higinddrmete puudulikkuse pérast on oht
ulekuumenemiseks, mis vOib osutuda eluohtlikuks ja tekitada ajukahjustuse. EDA geeni
pohjustatud HED (Kere et al., 1996) ning EDAR ja EDARADD mutatsioonidest pdhjustatud
autosoomne retsessiivne ja autosoomne dominantne ektodermaalne dusplaasia (Monreal et al.,
1999; Headon et al., 2001) on fenottdbilt omavahel eristamatud (Mikkola ja Thesleff, 2003).

1.3.2.2 EDA ekspressioon inimeses

EDA ekspressiooni on esimesena vodimalik tdheldada inimese embriio 8. n&dalal alal6ua
epidermises. N&dal hiljem nditavad ekspressiooni areneva jaseme epidermis ning 10. nadalal on
tdheldatav ekspressioon sérmede, kuulmiskanali, kolju ning dla- ja alaléua epidermises ning
alates 16. nddalast embriio kere epidermises. EDA ekspresseerub juuste karvafolliikulites alates
18. nadalast ning tdiskasvanuna lisaks karvafolliikulitele ka eesnddrmes, piima-, higi- ja

rasundarmetes ning hammastes (Montonen et al., 1998).

Inimesel ekspresseerub ektodsplasiin teisteski kohtades peale nende, kus Eda signaalraja
mutatsioonidest tingitud arenguhdireid on Kirjeldatud. Alates 8. nadalast ekspresseerub EDA loote
aju vesiikuleid ja lulisambakanalit Umbritsevates neuroepiteeli rakkudes, 10. né&dalast
spinaalganglionides ja seljaaju eesmises sarves. Tdiskasvanul on EDA ekspressioon téheldatav
sumpaatilistes ganglionides, spinaalganglionides ja hiipotaalamuses (Montonen et al., 1998).
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EDA ekspressioon on ndha 8-nadalase embriio arenevas stidames ja neli nadalat hiljem tliimuses.
12-n&dalases embriios on taheldatav EDA tugev ekspressioon roiete ning 16. nadalal kolju
anterioorsete luude osteoblastides. S6dgitoru epiteelis on EDA ekspressiooni taheldatud alates
embriio 12. nadalast, vaagna epiteelis ning neeru kogumistorukestes alates 20. nddalast
(Montonen et al., 1998).

1.3.3 Eda signaalrada hiires

1.3.3.1 Eda signaalraja mutatsioonidest pohjustatud defektid

1952. aastal isoleeris Falconer spontaanse hiire mutatsiooni Tabby (Ta), kelle fenotiilip erines wt
(wild-type) hiirest karvade, hammaste ja ndarmete poolest—kolm naha tekist, mis antud
fenottiubil arenesid kas ebanormaalseiks, liiga véikesteks (vahesteks) voi puudusid téielikult
(Griineberg, 1965). Ta geen on homoloogne inimese EDA geeniga (Srivastava, 1997). Epiteelsed
organid, mille fenotlilip Ta hiirel erineb wt hiirest, arenevad ektodermist ja selle all paiknevast
mesenhiumi koest (Pispa et al., 1999). Defektid ektodisplasiini ekstratsellulaarses kollageenses
domadnis vdivad olla Ta mutandi ning HED fenotlibi aluseks ning tdendoliselt on antud domdan

téhtis epiteel-mesenhlim vastastikmdjus (Ferguson et al., 1997).

Ta hiire fenottlbile sarnaneb downless (dl) mutant (defektid karvafolliikulite arengus,
vaararenenud hambad ja puudulikud higindarmed), kuid seda p6hjustav geen kodeerib mitte Edat,
vaid tema retseptorit Edar (Headon ja Overbeek, 1999). Homoloogne HED fenotiiip on ka
crinkled (cr) mutandil ning sel puhul on vigane EDARADD geen (Headon et al., 2001). Lisaks
uksikasjalikult uuritud naha tekiste puudulikkusele pdhjustavad mutatsioonid Eda signaalrajas ka
defekte saba lilide (Hill et al., 2002) ja alaldualuu (Bornert et al., 2011) morfoloogias, mis,
arvestades asjaolu, et Eda ekspresseerub inimese loote osteoblastides, annab aluse arvata, et EDA

geen on vajalik ka luu normaalseks arenguks (Hill et al., 2002).
1.3.3.2 Eda ekspressioon hiires

Nagu inimeselgi ekspresseerub hiirel Eda kohades, mida ektodermaalne displaasia (teadaolevalt)
ei kahjusta: mitmetes areneva aju epiteelsetes osades (Pispa et al., 2003), ménel pool kolju
mesenhlumis ja pisarandarmete epiteelis. Tahelepanuvéddrne on Eda ekspressioon
submandibulaarset siiljendaret Umbritsevas mesenhtimis, sest samaaegselt ekspresseerub Edar
epiteelses suljenddrmes ning eelmainitud ekspressioonimuster kinnitab Eda signaalraja toimumist
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epiteeli ja mesenhiiimi vahel. E10 hiire jasemepungas Eda ekspressiooni ei taheldatud, aga see

vOib tuleneda ka Eda ekspressiooni véhesusest (Pispa, 2004).
1.3.4 Eda signaalraja mutatsioonidest tingitud defektid sebrakalas (Danio rerio)

Kuigi ektodisplasiini ega tema retseptorit pole sebrakala embrionaalseks arenguks vaja, on
mdlemad hiljem vajalikud soomuste, kolju, uimede ja hammaste normaalseks véljakujunemiseks.
Eda signalisatsiooniraja mutatsioonidest tingitud sarnased fenottibimuutused on tingitud sellest,
et imetaja karvade ja kala soomuste varajane arenguetapp on evolutsioonis konserveerunud
(Harris et al., 2008).

Sebrakalade mutandid, kelles ilmnevad Eda signaalrajas toimunud mutatsioonidest tingitud
defektid, jagunevad kaheks komplementaarseks grupiks. Esimesse kuuluvad finless mutandid,

kellest esimese, uimede puudulikkusega fIs®"" alleeli isoleerisid Haffter et al. (1996). Kaks

9STel - (Topless alleeli) ja hammaste fenottitipi méjutava fls™" (fang

te370f

jargnevat, dominantse fls
alleeli) isoleerisid Harris et al. (2008). Dermaalse skeleti struktuuride kaotust fls alleelil
Kirjeldab uimekiirte, soomuste, neeluhammaste ja I6pusepiide vaiksem arv ning muutunud kolju

kuju. Topless alleelil fls"*™

pole uimede areng muutunud, kuid véhenenud on I8pusepiide,
hammaste ja soomuste arv ning muutunud soomuste korrapara. Fang alleeli fls™" m&ju uimede
arengule pole tdheldatud, kill aga puuduvad tal osaliselt hambad, I6pusepiid ja soomused (Harris

et al., 2008).

Teine grupp hélmab ainsat alleeli Nackt (Nkt), mis on dominantne ning pdhjustab vigu soomuste
kujus ja mustris nii homostigootses kui heterostigootses seisus. Nkt homostgootidel puuduvad
soomused, hambad ja 16pusepiid ning kalad sarnanevad fls fenotitbiga, kuid heterostgootsetel
Nkt mutantidel on muster vigane ja puuduvad vaid osad soomused, kusjuures uimede areng on
tavaparane. Sebrakalade finless ja Nackt mutantide arengus ilmnevad vead osutavad
ektodusplasiini olulisusele sebrakala soomuste, uimede, hammaste, I0pusepiide ja kolju

valjakujunemises (Harris et al., 2008).

13



2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 T60 eesmargid

e Kirjeldada Eda ja Edari ekspressiooni punakdrv-ilukilpkonna T. scripta arengus;
e Vorrelda Eda ekspressiooni kilpkonnas kirjanduses nédidatud Eda ekspressiooniga teistes

selgroogsetes.
2.2 Materjal ja metoodika
2.2.1 Kasutatud punakdrv-ilukilpkonnade embrtod

Kasutatud punakdrv-ilukilpkonnade embriiod on saadud USAst professor Scott F. Gilberti kaudu.

Kilpkonnade staadiumid on méaratud Greenbaumi jargi (Greenbaum, 2002).

2.2.2. Plasmiidi paljundamine

Dr Ritva Rice poolt kloneeritud kilpkonna Eda cDNA fragmendiga plasmiid transformeeriti
Escherichia coli Nova XG tiive bakterirakkudesse, mis olid toodeldud CaCl,ga. 50 pl
bakterirakke koos 10 ul ligeerimisseguga hoiti 30 min jaal, 3 min 37 °C juures termostaadil ning
kiilmasoki jaoks taas paar min jaal. Lisati 1 ml ampitsilliinita LB (Luria-Bertani) séddet ning lasti
seista 1 h 37 °C juures. Ajal, mil rakud inkubeerusid, valmistati ette so6tme plaadid: mdlema
plaadi kohta segati kokku 100 ul LBd, 25 pl (20 pg/ml) X-Gali ja 2 pul 500 mM IPTGd. Enne
kilvamist pandi plaadid 37 °C juurde. Rakud tsentrifuugiti tuubi p8hja 3 min 6 000 rpm
(relatiivne tsentrifugaaljoud) juures. Supernatant eemaldati nii, et 100 ul rakke jai alles, seejarel
rakud suspendeeriti ning plaaditi Amp-sisaldavale tassile, mida inkubeeriti le66 37 °C juures.
Jargmisel péeval tdsteti mdlemast petri tassist 1 koloonia 100 ml LB vedelsé6tmesse, mis

sisaldas 350 mg ampitsilliini.

2.2.3. Plasmiidi eraldamine bakterist

E. coli Nova XG bakteritest eraldati plasmiid Qiagen Plus Maxi Kit protokolli jargides.
2.2.4 DIG-margistatud RNA proovide stintees

Eda ja Edar antisense RNA proove siinteesiti mahus 20 pl. In vitro transkriptsiooniks kasutati 2
ul 10 x transkriptsioonipuhvrit (Roche), 2 ul 10 x DIG-margistatud nukleotiidide sequ (Roche), 2
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pl RNA poliimeraasi, 0,5 pl Rnaasi inhibiitorit Ribolock Rnaas Inhibitor (Fermentas) ja 1 pg
lineariseeritud plasmiidi. Antisense ahela sunteesimiseks kasutati RNA poliimeraasi SP6.
Transkriptsioon toimus 2 h 37 °C juures ning kontrolliti geelelektroforeesil. Vabanemaks
plasmiidsest DNAst lisati lahusesse 1 pul RNaasi-vaba DNaas I (1 U/ul; Thermo Scientific) ja
inkubeeriti lahust 15 min 37 °C juures. RNA sadestamiseks kasutati 10 ul 4 M LiCl, 300 pl 96%
etanooli, 100 ul mQ ja 18 ul proovi ning hoiti {ile66 -20 °C juures. Jargneval péaeval tsentrifuugiti
sadestunud RNA pdhja 20 min 13 000 p/min (kasutades Eppendorf Biofuge Pico rootorit 3324)
ning pesti sadet 70% etanooliga. RNA proov lahustati 50% formamiidis ning RNA
kontsentratsiooni mootmiseks kasutati NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific). DIG-mérgistatud
RNA sadilitati -20 °C juures.

2.2.5 Whole-mount embriiote mRNA in situ hiibridisatsioon

2.2.5.1 Eeltdotlus

4% PFAs fikseeritud St 16 kilpkonna embrioid pesti 5 min PBTga (1 x PBS, 0,1% Tween20) ja
dehtdreeriti metanooliga PBTs (25%, 50%, 75%, 2 x 100%), igatiht 5 min. Embriiod rehudreeriti
samade kontsentratsioonidega metanooliga vastupidises jarjekorras ning pesti metanoolijaékide
eemaldamiseks 2 x 5 min PBTga. Valkude lagundamiseks to6deldi embrioid 10 min 10 pg/ml
proteinaas K (Fermentas) lahusega PBSis. Proteinaas K toime IGpetati vérskelt valmistatud 2
mg/ml glatsiini lahusega PBTs, kus embrioid hoiti 5 min, pesti embriioid 2 x 5 min PBTga ja
fikseeriti uuesti 20 min 4% PFA lahusega, milles oli 0,2% glutaaraldehtiiidi. Embrioid pesti 2 x 5
min PBTga ning asetati hlbridisatsioonisegusse (50% formamiidi, 5 x SSC (pH 5)). Kilpkonna
embriioid séilitati kasutamiseni hubridisatsioonisegus (50% formamiidi, 5 x SSC (pH5)) —20 °C

juures.

2.2.5.2 Hubridisatsioon

Eelnevalt toddeldud kilpkonna embriioid eelhubridiseeriti hibridisatsioonisegus (50%
formamiidi, 5 x SSC, 1% SDS) loksutil 70 °C juures 1,5 h. Hubridisatsiooniks kuumutati RNA
proove 5 min 80 °C juures ja jahutati koheselt jaal. Proovid segati hibridisatsiooniseguga
kontsentratsioonis 1 pg/ml ja embriod asetati segusse. Embriiod hibridiseerusid loksutil tile6o 70

°C juures.
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2.2.5.3 Hubridisatsioonijargsed pesud

Jargmisel paeval pesti embrioid loksutil 65 °C juures 2 x 30 min lahuses, mis sisaldas 50%
formamiidi, 5 x SSC (pH 5) ja 1% SDS. Jargnev lahus, milles embrioid samuti 65 °C juures 2 x
30 min hoiti, sisaldas 50% formamiidi ja 2 x SSC. Seejarel pesti embriioid 3 x 5 min 1 x
TBSTga, mis sisaldas 25 mM Tris-HCI (pH 7,5), 140 mM NaCl, 2,7 mM KCI ja 0,1% Tween20.

2.2.5.4 Immunohistokeemia, varvimine ja pildistamine

Embriioid blokeeriti 1 h toatemperatuuril 2% BR (Blocking Reagent, Roche) 1 x TBSTs ning
seejarel asetati embriod lahusesse, mis sisaldas aluselise fosfataasiga konjugeeritud
digokstigeniini vastast antikeha (Roche) vahekorras 1 : 2000 1% BR TBSTs ning hoiti tle¢d 4 °C
juures. Anti-DIG antikeha eemaldamiseks pesti embriioid 3 x 5 min 1 x TBSTga, 2 h jooksul veel
kolm korda ning jaeti iledd TBSTsse 4 °C juurde. Jargneval pdeval pesti embrioid 3 x 10 min
NTMTga (100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCI (pH 9,5), 50 mM MgCl,, 0,1% Tween20) ning
varviti aluselise fosfataasi substraadiga (Roche BM Purple AP Substrate) kuni soovitud
tulemuseni. Varvusreaktsioon peatati 1 x PBSiga ning embriod jarelfikseeriti 10 min 4% PFAgQa.
Embriioid séilitati 1 x PBS lahuses 4 °C juures ning pildistati Olympus U-CMAD3 kaameraga,
mis oli kinnitatud Olympus SZX12 mikroskoobi kilge.

2.2.6 mRNA in situ hubridisatsioon parafiinildikudel
2.2.6.1 Parafiini sisestamine ja parafiinildikude valmistamine

Parafiini sisestamise ettevalmistamiseks dehudreeriti embriiod etanooliga (55%, 65%, 75%, 85%,
95%, 2 x 100%). Embriioid hoiti igas lahjenduses 4 °C juures 24 h.

Dehtidreeritud embrioid hoiti parafiini sisestamisele eelnevalt 2 x 2 h ksuloolis. Jargnevalt
paigutati embriod Uheks tunniks termostaati 65 °C juurde parafiini sisaldavasse vanni.
Ksuloolijaakidest vabanemiseks tdsteti embriiod kolmeks tunniks parafiinivanni. Seejarel asetati
embriod glutserooliga mééritud plastikust vormidesse ning sisestati sulanud parafiini, jahutati
kilmplaadil ning hoiti 18ikamiseni 4 °C juures. Loikamiseks kasutati parafiinmikrotoomi
MICROM HM200. 8 pum paksused 1digud asetati alusklaasidele SuperFrost® Plus (Thermo
Scientific). Koelbike hoiti tle6d kuumusel 37 °C juures ning sailitati edasise tootlemiseni 4 °C

juures.
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2.2.6.2 Eeltdotlus

In situ habridisatsiooni alustamiseks kuumutati koeldikudega kaetud klaase pool tundi 60 °C
plaadil. Seejérel hoiti neid 2 x 5 min ksuloolis ning rehidreeriti koeldigud alaneva etanoolireaga
(2 x 5 min 100%, 3 min: 96%, 70%, 50%). P&rast PBSiga loputamist hoiti klaase valkude
I6hustamiseks 5 min 10 pg/ml proteinaas K-d sisaldavas PBSis. Jargnevalt pesti koeldike 5 min
PBSiga ning fikseeriti 15 min 4% PFAga PBSis. Klaase loputati Milli-Q vees ning inkubeeriti 10
min 100 mM trietanoolamiini lahuses (pH8), millele lisati magnetsegajaga segades 27 mM
aadikhappe anhidriidi. Koeldike pesti 5 min PBSiga, misjarel tasakaalustati soolade
kontsentratsioonid 5 x SSCga (pH 5). Enne hibridisatsiooni eelhlbridiseeriti klaase 65 °C juures
parafilmi all Gks tund ilma proovita hibridisatsioonisegus (50% formamiidi, 5 x SSC (pH 5) ja
2% BR (Blocking Reagent, Roche)).

2.2.6.3 Hubridisatsioon

RNA proovi kuumutati 5 min 80 °C juures, jahutati jaal ning segati hibridisatsiooniseguga (mis
sisaldas 50% formamiidi, 5 x SSC (pH5), 2% BR, 10% dekstraansulfaati ja 1 x Denhardti lahust)
kontsentratsioonis 2 pug/ml. RNA prooviga segu tilgutati I6ikudele ja jéeti tiled6 katteklaasi alla

hibridisatsioonikambrisse 65 °C juurde.

2.2.6.4 Hubridisatsioonijargsed pesud

Jargneval pdeval pesti koel6ike 30 min 65 °C juures eelsoojendatud lahusega, mis sisaldas 50%
formamiidi, 5 x SSC (pH 5) ja 1% SDS, misjérel toimus 2 x 30 min pesu 50% formamiidi, 2 x
SSC (pH 5) lahuses 60 °C juures. Koeldikudega klaase hoiti 3 x 15 min 1 x TBSTSs.

2.2.6.5 Immunohistokeemia, varvimine ja pildistamine

KoelGike blokeeriti tund aega toatemperatuuril 2% BRiga 1 x TBSTs, misjarel kanti klaasidele
aluselise fosfataasiga konjugeeritud digoksugeniini vastane antikeha (Roche) vahekorras 1 : 2000
1% BR 1 x TBSTs. Antikehaga inkubeeriti tle6d 4 °C juures. Jargmisel péeval pesti I6ike
toatemperatuuril 3 x 15 min 1 x TBSTga ja 2 x 10 min NTMTga (100 mM NacCl, 100 mM Tris-
HCI (pH 9,5), 50 mM MqgCl,, 0,1% Tween20). Varvusreaktsiooni jaoks kasutati aluselise
fosfataasi substraati (Roche BM Purple AP Substrate) ning lasti 16ikudel varvuda pimedas
toatemperatuuril. Loikude piisaval varvumisel peatati reaktsioon PBSiga ja sulundati klaasid 80%

glutserooli lahusega Milli-Qs. Koeldike pildistati Olympus DP71 kaameraga ning suurendus
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saavutati Olympus BX51 mikroskoobiga. Kokku viidi in situ hubridisatsiooni koel6ikudel I&bi
kaheksa korda.

2.3 Tulemused
2.3.1 In situ hdbridisatsioon punakdrv-ilukilpkonnade embruotel

In situ hadbridisatsioon punakdrv-ilukilpkonnade (St 16) embriotega nditab Eda tugevat
ekspressiooni vorreldes Eda retseptoriga (joonis 3), mis erinevatel allikatel (Laurikkala et al.,
2002; Pispa et al., 2003) on vaga nork ning téen&oliselt vajab edasiuurimiseks radioaktiivse in
situ hubridisatsiooni labiviimist. Sellest lahtuvalt oli loogiline jatkata Eda ekspressiooni
uurimisega parafiinildikudel, et seda Uksikasjalikumalt kirjeldada.

St 16 A [BHE B

tEda tEdar o

Joonis 3. mRNA in situ hibridisatsioon: Ektodusplasiini (A) ja tema retseptori (B) ekspressioon T.
scripta embriiotes (St 16). (A) Noolega on nédidatud Eda ekspressioon roiete ja seljakeeliku piirkonnas.
Esijdsemest posterioorses suunas l&htuv kitsas ekspressioonipiirkond v@ib téhistada CR asukohta keha

kiljel. (B) Edar spetsiifilist hibridisatsioonisignaali pole v6imalik eristada. Md6tkava 2 mm.

2.3.2 In situ hibridisatsioon parafiinildikudel

Péarast seda, kui sai kinnitust Eda ekspressioon punakdrv-ilukilpkonnas (joonis 3), jatkati
hibridisatsiooniga parafiinildikudel, et ekspressiooni Uksikasjalikumalt nédha. Katseid viidi l&bi
14., 15. ja 18. staadiumis olevate punakdrv-ilukilpkonnade I6ikudega (frontaaltasapinnas 14. ja

15. staadiumis ning viltuses sagitaaltasapinnas 18. staadiumis olevate embriiotega).
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St 14

St 15

St 18

Joonis 4. mRNA in situ hubridisatsioon: Ektodusplasiini ekspressioon T. scripta koeldikudel (st 14, st
15 ja st 18). Sabaga nooled tahistavad ekspressiooni ektodermaalset ja sabata noolede mesodermaalset
péritolu kudedes. (A) St 14 frontaalldigul on ndha Eda ekspressioon kehaseina epiteelis nii posterioorselt
kui anterioorselt jaseme suhtes (sabaga nooled) ja mesenhlimaalne ekspressioon notokordi ehk
seljakeeliku (SK) Umber (sabata nool), neuraaltoru (NT) kilgedel somiitides (S; sabata nool) ning
esijaseme (EJ) proksimaalses osas. (B) St 15 ekspresseerub Eda samades kohtades, kuid lksikasjalikumalt
on vbimalik vaadelda (C) mesenhimaalset Eda ekspressiooni SK Umber ja NT kiilgedel olevates
somiitides (sabata nooled) ning nendest lateraalselt ektodermis (sabaga nool). Mesodermaalne
ekspressioon on naha ka tagajaseme (TJ; pildil alumine) keskel. (D) Eda ekspresseerub epiteelsetes
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kudedes ning margatav on kudede mitmekihilisus (sabaga nooled). Téhelepanuvéarne on Eda
ekspressioon kehaseina epiteelis (parempoolne sabaga nool), sest sellest anterioorses epiteelis
ekspressioon ei jatku (vOib viidata kilbise arengule). Kdrval on ndha Eda ekspressioon mesenhiimaalset
péritolu dermises (sabata nool). (E) St 18 on markimisvddrne Eda ekspressioon arenevas roides (R;
vasakpoolne sabata nool), ristildikes on ndha viit roiet ja tagajaset. Mesenhiimaalset ekspressiooni
dorsaalses kehaseinas nditab parempoolne sabata nool. Lihendid: EJ — esijase, NT — neuraaltoru, SK —
seljakeelik, R —roie, TJ — tagajase. (A— C, E) M&dtkava 1 mm. (D) M&otkava 0,25 mm.

T. scripta embriiotes esineb Eda ekspressioon kdikides vaadeldud vanustes. St 14 on Eda
ekspressioon ndhtav nii epidermises kui tema all paiknevas mesenhiimis (joonis 4 A). St 15 on
néha mesenhiimaalne Eda ekspressioon lateraalses kehaseinas (joonis B, sabata nool keskel) ning
selle suhtes distaalselt paiknev epidermaalne piiritletud Eda ekspressiooniga ala (joonis 4 B, D).
St 18 on ndha mesenhimaalne Eda ekspressioon posterioorses kehaseinas (joonis 4 E,
parempoolne sabata nool). Tugev Eda ekspressioon esineb ka jadseme sisekulje epidermis (joonis
4 D). Neuraaltoru kilgedel paiknevates mesodermaalset paritolu somiitide sklerotoomi
piirkonnas on tugev Eda ekspressioon nédhtav nii 14., 15. kui 18. staadiumi embriiote anterioorsel
kehapoolel (joonis 4 A, B, C, E). Kdigis vaadeldud staadiumites ekspresseerub Eda eriti tugevalt
seljakeeliku Umber koelGikude anterioorsel poolel, aga posterioorselt on seljakeeliku tmber
ekspressioon ndrk (joonis 4 A, B, C, E). Neuraaltorus ekspressioon puudub. Kdikides vaadeldud
vanustes on selgepiirilised mesodermaalsed ekspressioonipiirkonnad esi- ja tagajdsemetes (joonis
4 A B, E).

2.4 Arutelu

Eda ekspressiooni uurides on siiani peamiselt keskendutud ektodermaalset paritolu organitele,
sest Eda signaalraja mutatsioonidest tingitud defektid on paremini n&htavad naha tekistes, eriti
karvade, nddrmete ja hammaste morfoloogia muutustes nii inimesel kui hiirel (Kere et al., 1996;
Srivastava et al., 1997; Laurikkala et al., 2001). Homoloogsed Eda signaalraja mutatsioonid
sebrakalas pdhjustavad hammaste, uimede, soomuste, I6pusepiide ja kolju halbelist arengut
(Harris et al., 2008). Eda ekspressiooni mesodermaalset paritolu organites on uuritud vahem kui
ektodermaalsetes naha tekistes, kuid siiski on Ta fenottibil taheldatavad vead saba lulides (Hill
et al., 2002) ja alaldualuus (Bornert et al., 2011), mida vOib seletada asjaolu, et ektodermaalset
dusplaasiat ei peeta ainult Ght lootelehte hdlmavaks siindroomiks—ta v6ib esineda koos nii

mesodermaalsete kui endodermaalsete dusplaasiatega (lItin, 2009).
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Ainsana roomajatest on vaadeldud Eda (ja Edari) ekspressiooni Ameerika alligaatori Alligator
mississippiensis hamba embrionaalses arengus (Weeks et al., 2013), aga teadaolevalt Eda
ekspressiooni kilpkonna embriionaalses arengus varem Kkirjeldatud pole. Kilpkonnaliste seltsile
iseloomulikud epidermaalsed naha tekised on kilbised, mis varases arengustaadiumis (St 15) on
néha seljal paiknevate ebakorrapéraste kortsudena (Greenbaum, 2002). 14. ja 15. staadiumi
dorsaalses epiteelis nahtud ebakorrapdrane Eda ekspressioon vGib viidata kilbiste arengule.
Seljakilbi epidermaalses osas, kus Kkilbiste arenguks on olulised epiteel-mesenhiiim
vastastikmdjud (Gilbert et al., 2001), leitud Eda ekspressioon voib tahendada, et Eda signaalrada
on oluline mitte ainult naha tekiste arengus imetajates ja hiirtes, vaid ka kilpkonna kilbi(ste)

arengus.

Kindlapiiriline epidermaalne Eda ekspressioon oli néha 15. staadiumis Edat ekspresseeriva
mesenhulmi kohal esijaseme taga kehaseinas. Arvatavasti paistis sama piirkond St 16 whole-
mount hibridisatsiooniga vérvitud embriiol tumedama jutina esi- ja tagajaseme vahel. Arvestades
selle ekspressioonipiirkonna paiknemist, voib oletada, et tegu on CRiga. CR hakkab arenema
Yntema 14. staadiumis, mis vastab Greenbaumi 14. staadiumile, ning tdielikult on CR
moodustunud 16. staadiumiks (Greenbaum, 2002). CR, mis moodustab kilpkonna kilbi kilgmise
serva, on darmiselt sarnane jasemepunga signaalkeskuse, apikaalse ektodermaalse valliga (Burke,
1989). Sarnasust kinnitab asjaolu, et Wnt signaalmolekulide perekonda kuuluv Wnt5a geen, mis
ekspresseerub kilpkonna CR alas, ekspresseerub samal ajal esi- ja tagajasemete pungades (Wang
et al., 2013). Ekspressioon mdlemas kohas viitab sellele, et CR arenguga seotud signaalrada on
tOendliselt péarit jasemepungast (Nagashima et al., 2007; Kuraku et al., 2005). Wnt
signaalmolekulide olulisus naha tekistes (Pispa ja Thesleff, 2003) ning ekspressioon CRis (Wang
et al., 2013), annavad pdhjuse oletada, et mainitud Eda ekspressioonipiirkond on tdepoolest CR.
Kuna on teada CRi funktsioon roiete migratsiooni mdjutajana, oleks huvitav edasi uurida, kas ka

Eda signaalrada omab rolli roiete migreerumisel dermisesse.

Epiteelset ekspressiooni vois tdheldada ka esijaseme sisemisel kiljel. Eda ekspressioon jaseme
epiteelis vaib tuleneda sellest, et areneva kilpkonna jasemeid hakkavad katma soomused (mis on
naha tekis, seega Eda ekspressioon on tdendoline). Erinevalt kaladest, kelle soomused on
dermaalset paritolu, on roomajate soomused peamiselt ektodermaalset paritolu (Hickman et al.,
2006).
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Huvitava ekspressioonimustri pakub roiete suhteline lahedus embriio dorsaalsele kehaseinale ja
labildige migreeruvast roidest, kus on naha tugev Eda ekspressioon. Jareldust migreeruvast
roidest kinnitab ka asjaolu, et roided liiguvad kilbi dermises 18.-19. staadiumis (Greenbaum,
2002). Teades, et roided sisaldavad osteoblaste (Alibardi ja Thompson, 1999b) ning et
selgroogsete osteoblastides on té&heldatud Eda ekspressiooni (Montonen et al., 1998), on
tdendoline, et 18. staadiumis vaadeldud roietes oli ndha Eda ekspressiooni osteoblastides. Sama

vOib oletada jasemetes n&dhtud mesenhiimaalse ekspressiooni kohta.

Teadaolevalt pole Eda ekspressiooni mesodermaalset paritolu notokordi e seljakeeliku mber
taheldatud, kuid ké&esolevas t60s ekspresseerus Eda seljakeeliku tmber tugevalt nii 14., 15. kui
18. staadiumis (tGendoliselt on tegemist tulevase kdhrkoega ja seega evolutsiooniliselt
konserveerunud ekspressiooniga). Kuigi Pispa (2004) Eda ekspressiooni hiire jasemes ei
tdheldanud, ekspresseerub EDA inimese embriio jadsemes (ka sOrmedes) ning kédesolevas t00s
Kirjeldatava punakorv-ilukilpkonna j&semes nii epiteelis kui mesodermis (arvatavates

osteoblastides).
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KOKKUVOTE

Kéesoleva bakalaureusetod eesmark oli kirjeldada Eda ja tema retseptori ekspressiooni punakdrv-
ilukilpkonnas mRNA in situ hibridisatsiooni metoodikat kasutades ning vorrelda Eda
ekspressiooni kilpkonnas teadaoleva Eda ekspressiooniga teistes selgroogsetes. Kuigi Eda
ekspressiooni on suurel mééral uuritud Eda signaalraja mutatsioonide kaudu naha tekistes, on

Eda ekspressiooni tdheldatud ka mesodermaalsetes kudedes.

Whole-mount mRNA in situ hibridisatsioon nii Eda kui Eda retseptori Edari RNA prooviga
Kinnitas Eda ekspressiooni punakdrv-ilukilpkonnas (St 16), kuid Edari ekspressiooni ei
onnestunud valitud meetodiga ndha. See on tbendoliselt pdhjustatud tema véhesest
ekspressioonist ning vajab Uksikasjalikumaks uurimiseks radioaktiivse in situ hibridisatsiooni
labiviimist. Eda ekspressiooni tdpsemaks valjaselgitamiseks kilpkonna embriotes tehti mRNA in
situ hlbridisatsioon parafiinildikudel 14., 15. ja 18. staadiumis. Eda ekspressioon oli taheldatav

nii epidermaalset kui mesodermaalset paritolu kudedes.
Eda ekspressioon ektodermaalset paritolu kudedes:

e 14, staadiumis oli Eda t&heldatav lateraalse kehaseina epiteelis jaseme suhtes
posterioorselt ja anterioorselt ning 15. staadiumis katkendlikult kehaseina epiteelis. See
vOib viidata kilbise plakoodide arengule. Imetajates ekspresseerub Eda ektodermaalsetes
naha tekistes: karvades ja nadrmetes, mis on kilpkonna kilbiste ja soomuste homoloogid,
seega on Eda ekspresseerumine kilpkonna epidermises oodatav.

e 15. staadiumis paiknes Eda ekspressioon esijaseme taga kehaseina epiteelis kindlapiirilise
laiguna Edat ekspresseeriva mesenhiumi suhtes distaalselt. 16. staadiumis paistis tervel
embriol selles piirkonnas esi- ja tagajdseme pungade vahel kulgev Kkitsas Eda
ekspressioonipiirkond. Tegu vOib olla karapaksi valliga (CR), arvestades piirkonna
asukohta ja asjaolu, et nii CR arengus kui Eda signalisatsiooni kaigus on naidatud samade
signaaliradade (Wnt signaalirada) toimimist.

e 15, staadiumis ekspresseerus Eda jaseme sisekilje epidermis. Ekspressiooni jaseme
epidermis on ndidatud inimese 9-n&dalases lootes. Tdendoliselt oli ekspressioon
kilpkonna jaseme epidermis seotud naha tekiste arenguga (homoloogne inimese naha

tekistega).
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Eda ekspressioon mesodermaalset paritolu kudedes:

e 14, 15. ja 18. staadiumis ekspresseerus Eda tugevalt anterioorse kehapoole seljakeeliku
Umber, samuti oli koigis vaadeldud staadiumites ekspressioon téheldatav neuraaltoru
suhtes lateraalselt paiknevates somiitides (suure tdendosusega on mdlema ekspressiooni
puhul tegemist tulevase kdhrkoega).

e 15, staadiumi lateraalses kehaseinas (kilbi &&res) ekspresseerus Eda Uhtlaselt
kondenseeruvas mesenhiiimis, mis vdib tdhendada, et epiteel-mesenhiim interaktsioonid
ning Eda signaalrada selles on téhtsad kilbi moodustumiseks.

e Koaikides vaadeldud staadiumites esines Eda ekspressioon jasemete mesenhliimaalses
koes. Arvestades, et inimeses on taheldatud Eda ekspressiooni osteoblastides, vdib arvata,
et Edat ekspresseerivad piirkonnad olid ja&semeluude alged.

e 18. staadiumis oli Eda ekspressioon nahtav arenevates roietes. Eda ekspressiooni
olemasolu on ndidatud ka inimese loote roietes, jarelikult vdib Eda signalisatsioonil olla
roll luude arengus. Eda signaalraja mutatsioonidest pohjustatud defektid hiire luudes

viitavad samuti Eda (signaalraja) olulisusele luu arengus.
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Ectodysplasin Expression in the Development of the Red-Eared Slider

Turtle Trachemys scripta

Anni Rebane
SUMMARY

Turtles (the order Chelonia) are reptiles whose evolutionary novelty is a shell which comprises a
dorsal carapace and a ventral plastron. Forming of the carapace is launched by a lateral protrusion
called the carapacial ridge (CR) that consists of dermal mesoderm and dorsal ectoderm. CR
functions as a tool of entrapment for the ribs so that they would be unable to enclose the thorax,
resulting in a dorsal carapace characteristic of turtles.

Ectodysplasin (Eda), a member of the tumor necrosis factor (TNF) family, has an isoform Eda-
Al which is part of the Eda-Al-Edar pathway, the purpose of which is to (eventually) trigger the
canonical NF-kB signaling pathway. Eda-Al-Edar pathway appears to be concerved across
vertebrates, and mutations in said pathway result in ectodermal dysplasias which cause defects in
mammals as well as fish, birds and amphibians. The ectodermal nature of those malformations in
skin appendages (with the exception of bone defects in mice) has resulted in numerous studies
focusing on the ectodermal expression of Eda. However, there are reports of mesenchymal Eda

expression in humans, mice, and fish.

To the best of our knowledge, no Eda expression has been shown in turtles thus far. In this study;,
whole-mount mRNA in situ hybridisation as well as mMRNA in situ hybridisation on slides is used
in order to describe Eda expression in the red-eared slider Trachemys scripta and draw
comparisons to other vertebrates in which Eda expression has been shown. Embryo stages 14, 15
(frontal planes) and 18 (tilted sagittal plane) slides were used and stages were determined
according to Greenbaum (2002).

In situ hybridisation on slides showed epidermal Eda expression in all aforementioned stages, the
most notable of which is St 14 and St 15 Eda expression in the body wall epithelium proximal to
the forelimb. In St 15, the disrupted expression in the epithelium could refer to the formation of
an epidermal scute, which might mean Eda expression is necessary for its normal development.
Eda expression is also seen in anterior body wall epithelium and (discontinuously) in the

forelimb.
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Mesodermal Eda expression was noted as well, with expression around the notochord and in
somites in all observed stages (which is likely to be a concerved expression in evolution). St 14
and St 15 showed Eda expression in the limbs and St 18 in the (migrating) rib osteoblasts. The
lateral body wall mesenchyme of St 15 expressed Eda almost evenly, causing us to believe that

Eda signalling pathway is important for the development of parts of the shell (and CR).

The expression of Eda in some tissues (like osteoblasts) was to be expected due to its expression
in mice and human embryo. Likewise, Eda expression in skin appendages (supposed scute and
scales) is characteristic of turtles and comparable to its expression in mammal, amphibian, avian

and fish skin appendage development.
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TANUSONAD

Soovin ténada Kersti Lillevalja ja Triin Tekkot aruka juhendamise, pdneva teema ja sujuva
koost06 eest ajal, mil katseid sai 1&bi viia kolmes hoones. Lisaks tahan tdnada laborikollektiive
nii Biomeedikumis kui TUMRIs &iretu abivalmiduse eest ning oma vendi ja vanemaid véart

nduannete eest.
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