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KASUTATUD LUHENDID

BLBP — brain lipid binding protein

DMEM - Dulbecco's modified Eagle medium

ECM — extracellular matrix ehk ekstratsellulaarne maatriks

EMT —epithelial-mesenchymal transition ehk epiteliaal-mesenhiimaalne transitsioon
EPL — early primitive ectoderm-like cells ehk varase primitiivse ektodermi staadiumi rakud
ES rakud — embryonic stem cells ehk embriionaalsed tiivirakud

ESRRB — estrogen-related receptor beta

FGF5 — fibroblast growthfactor 5

GPCR — G protein coupled receptor

HPRT — hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase

ICM — inner cell mass ehk sisemine rakumass

loxP — locus of X-over P1

NCAM — neural cell adhesion molecule

NP rakud — neural progenitor cells ehk neuraalsed eellasrakud

NS rakud — neural stem cells ehk neuraalsed tiivirakud

gRT-PCR - guantitative realtime polymerase chain reaction ehk kvantitatiivne reaalaja

poliimeraasi ahelreaktsioon

RGS - regulator of G protein signalling

RhoA - ras homolog gene family member A

Ric8 - resistant to inhibitors of cholinesterase geen voi mRNA
RIC8 — resistant to inhibitors of cholinesterase valk

RTK — receptor tyrosine kinase



SISSEJUHATUS

Mitmerakulise organismi teke viljastatud munarakust on vdga keeruline protsess. Rakud
peavad jagunema ja diferentseeruma erinevateks rakutliipideks ning migreeruma oma
oOigetesse kohtadesse. Nende protsesside juures on oluline, et rakud suudaksid muutustele
keskkonnas adekvaatselt reageerida. Selleks on organismides vélja arenenud keerukad
signalisatsioonisiisteemid. Mitmetes rakkude vahelistes ja rakusisestes signaaliradades on
olulist rolli ndidatud loomariigis konserveerunud G valkudel. Hiireid G valkude
signaaliradades seostatakse mitmete haigustega, nagu allergiad, diabeet ja moned véhivormid.
Seetottu on oluline neid signaaliradu tdpsemalt uurida. G valkude signalisatsioonisiisteemi
iiks asendamatu komponent on RIC8, mis on vajalik G valkude subiihikute kokku
pakkimiseks ja Ga subiihikute hilisemaks retseptorist sdltumatuks aktivatsiooniks. RIC8 rolli
uurimine on perspektiivne, kuna ta on voimeline moduleerima erinevate G valgu subiihikute
vahendatud signaaliradu. Eelnevalt on erinevatel mudelorganismidel Kirjeldatud mitmeid
RIC8 puudusest tekkivaid defekte neurogeneesis ja embriiogeneesis. Nende molekulaarse
tagapohja kirjeldamiseks on pohjalikumalt uuritud RIC8 rolli mitoosikdédvi orientatsiooni
kujunemisel. Viimase paari aasta jooksul ilmunud teadustoodes on leitud, et RIC8 omab
olulist rolli ka rakkude adhesioonis ekstratsellulaarse maatriksiga, mis on omakorda oluline
mitmete teiste protsesside regulatsioonis, nagu rakkude migratsioon, kinnitumine substraadile,

jagunemine ja rakusurm.

Kéesolev bakalaureusetoé keskendub RIC8 rolli kirjeldamisele rakk-maatriks adhesioonis
ning rakkude diferentseerumises. Teoreetilises osas antakse {iilevaade fokaalsetest
adhesioonidest, RIC8 biokeemilisest rollist ja bioloogilistest pd&hifunktsioonidest,
keskendudes RICS rollile fokaalses adhesioonis ja aktiini tsiitoskeleti regulatsioonis. Kitsam
iilevaade antakse t60 praktilisest osast ldhtuvalt embriionaalsete tiivirakkude
diferentseerumisest neuraalseteks eellasrakkudeks. Eksperimentaalses osas Kkirjeldatakse
Ric8” embriionaalsete tiivirakkude diferentseerimist neuraalseteks eellasrakkudeks ning selle
kéigus ilmnenud morfoloogilisi erinevusi vorreldes kontrollrakkudega. Lisaks hinnati ka (-

aktiini ning Go; hulga muutusi Ric8”" embriionaalsetes tiivirakkudes.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. Fokaalne adhesioon
1.1.1. Funktsioon

Ekstratsellulaarne maatriks (ECM) on vorgustik, mis koosneb raku poolt iimbritsevasse
keskkonda sekreteeritavatest makromolekulidest. ECM komponentideks on kollageen,
proteogliikaanid ja mitmed erinevad gliikoproteiinid, nagu fibronektiin ja laminiin. Rakkude
Kinnitumisel ECMIle moodustuvad rakk-maatriks kontaktid. Rakk-maatriks adhesioon on
oluline protsess, mille kaudu rakud interakteeruvad ja suhtlevad keskkonnaga. Embriionaalses
arengus on rakk-maatriks adhesioon vajalik organite moodustamiseks, tiiskasvanud
organismis on see oluline siilitamaks kudede terviklikkust ja organite funktsiooni. Lisaks
rakkude kinnitamisele rakuvaheainele on rakk-maatriks iihendustel oluline roll ka mitmetes
signaaliradades, mis vdimaldavad rakul reageerida véliskeskkonna muutustele. Selline
signaliseerimine voib viia rakkude kinnitumise, migratsiooni, jagunemise, diferentseerumise
ja surmani, mdjutades erinevate geenide ekspressiooni (Meredith jt., 1993; Burridge ja
Chrzanowska-Wodnicka, 1996; Geiger jt., 2001; Wu, 2007).

Adhesioonil on oluline roll rakkude migratsiooni juhtimisel. Rakkude migratsioon omakorda
on aga oluline embriionaalses arengus, haavade paranemisel ja immuunvastuses (Huttenlocher
jt., 1995). Embriionaalse arengu kdigus on rakkude migreerumine oluline gastrulatsioonis,
sugu- ja vererakkude eellaste joudmisel digetesse kohtadesse ning funktsionaalsete organite ja
ndrvislisteemi moodustumisel (Gilbert, 2010). Raku migratsioon vajab diinaamilist
interaktsiooni ekstratsellulaarse maatriksi ja raku tsiitoskeleti vahel. Nendes protsessides on
tahtis roll integriinidel. Integriinid aktiveerivad mitmeid Rho perekonna valke, mis on
olulised aktiini tsiitoskeleti iimberkorraldamisel ja seega vajalikud rakkude liikumiseks ja
adhesiooniks (Cooper ja Hausman, 2009). Migratsiooni alguses tekitab aktiini
poliimeriseerumine kindlasuunalisi véljasopistusi ehk lamellipoode, mis méadravad vélise
maatriksiga seondudes dra raku litkkumise suuna (Stossel, 1993). Edasiseks migratsiooniks
vajaliku hdordejou tekitamiseks kasutavad rakud samuti adhesiooniprotsesse. Adhesioonijoud
raku juhtiva otsa ja maatriksi vahel on suuremad kui raku tagumise otsa ja maatriksi vahel.
See pdhjustab rakkude juhtivas otsas pidevalt uute fokaalsete adhesioonide tekke ja tagumises

otsas nende lagundamise, voimaldades sel viisil rakul kindlas suunas liikuda (Lee jt., 1993).

Rakkude kontakt maatriksiga on vajalik ka rakujagunemise kdigus mitmes rakutsiikli punktis.

Ligandi seondumine integriiniga aktiveerib Ras-signaaliraja, suurendades sel viisil mitmete
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G1 faasi ldbimiseks ja S faasi sisenemiseks vajalike tsiikliin-sdltuvate kinaaside ekspressiooni
(Mainiero jt., 1997; Schwartz ja Assoian, 2001). Rakkude jagunemises teevad mitmed
integriinid koostodd ja omavad siinergilist funktsiooni kasvufaktorite retseptoritega
(Miyamoto jt., 1996). Integriinid mojutavad rakkude jagunemist tugevdades kasvufaktorite
signaali, sidudes valke membraanile ja reguleerides valkude translokalisatsiooni tuuma
(Miranti ja Brugge, 2002).

Adhesiooni kadumine raku ja ekstratsellulaarse maatriksi vahel pohjustab rakkudes apoptoosi,
mida nimetatakse anoikis’eks (Frisch ja Francis, 1994). See on vajalik kudede
moodustamiseks ja sobiva rakkude hulga saavutamiseks (Sanes jt., 2000). Anoikis’e kaudu
piiratakse liigset rakkude paljunemist, sest vastasel juhul voivad kinnitumata rakud
migreeruda valesse kohta, kinnituda ebasobivale maatriksile ja seal jaguneda (Frisch ja
Francis,1994). Seevastu rakkudes, mis on juba maatriksile kinnitunud, takistatakse apoptoosi
minekut. Integriinid on selle protsessi juures olulised, inhibeerides pro-apoptootilisi ja
aktiveerides anti-apoptootilisi geene (Zhang jt., 1995; Sethi jt., 1999; Miranti ja Brugge,
2002).

Haired rakk-maatriks adhesioonides vdivad podhjustada erinevaid haigusi. Mutatsioonid
integriine kodeerivates geenides pohjustavad mitmeid harva esinevaid tdsiseid siindroome
nagu leukotsiitidi adhesiooni puudulikkus ehk LAD-1 (leukocyte adhesion deficiency-1) ja
Glanzmanni trombasteenia (Hogg ja Bates, 2000). Mutatsioone erinevates ECM valkudes on
seostatud lihasdiistroofiaga (Jones jt., 2001). Muutuseid adhesioonis on seostatud ka vihi
tekkega, sest rakk-maatriks adhesiooni puudumisel indutseeritud apoptoos on flisioloogiline
barjddr, mis takistab metastaaside teket kasvajate rakkudes. Ometigi on mitmed vidhirakud
selle suhtes resistentsed ja suudavad moodustada metastaase ka rakkudele ebasobival
substraadil (Frisch ja Screaton, 2001). Seetottu uuritakse rakk-maatriks adhesiooni

regulatsiooni ja komponente intensiivselt.
1.1.2. Struktuur

Vastavalt osalevale tsiitoskeleti komponendile jaotatakse rakk-maatriks kontaktid kaheks:
fokaalne adhesioon ja hemidesmosoomid. Fokaalse adhesiooni puhul Kkinnitatakse
rakuvaheaine erinevate molekulide abil rakusisestele aktiini  filamentidele ja
hemidesmosoomide puhul intermediaarsetele filamentidele. Hemidesmosoomide abil
kinnituvad ekstratsellulaarsele maatriksile enamasti epiteelirakud, fokaalsete ithenduste kaudu
aga fibroblastid ja enamik teisi rakutiilipe (Cooper ja Hausman, 2009). Kiesolevas to0s

vaatame ldhemalt fokaalseid adhesioone.



Fokaalsete adhesioonide pohikomponentideks on aff integriinide heterodimeerid (Lo, 2006).
Imetajatel on 18 erinevat a ja 8 B subiihikut, mida kombineerides saab moodustada vihemalt
24 heterodimeeri, mis on voimelised siduma erinevaid ligande (Calderwood, 2004). Molemad
subiithikud koosnevad pikast ektratsellulaarsest, lihest transmembraansest ja liihikesest
tslitoplasmaatilisest doméénist (Banno ja Ginsberg, 2008). Oma ekstratsellulaarse osaga
seonduvad nad Arg-Gly-Asp (RGD) jarjestusele, mida leidub mitmetes ECMi adhesiivsetes
valkudes nagu fibronektiin, vitronektiin ja laminiin (Ruoslahti ja Pierschbacher, 1987).
Tslitoplasmaatilise osaga seondub integriin taliini ja a-aktiniiniga, mis omakorda

interakteeruvad rakusisese aktiini tsiitoskeletiga (Calderwood jt., 1999; Otey ja Carpen, 2004).

Fokaalsete adhesioonide tekkeks on vajalik integriinide aktivatsioon, mille kdigus integriinid
muutuvad ligandi suhtes afiinsemaks. Integriinide aktivatsiooniks on vajalik ekstratsellulaarse
osa konformatsiooni muutus, mis saavutatakse taliini sidumisega integriini [ subiihiku
tstitoplasmaatilise doméddni kiilge. Pérast konformatsioonilist muutust on integriinid
aktiveerunud olekus ja voOimelised siduma ECM ligandi (Banno ja Ginsberg, 2008).
Integriinide tdielikuks aktiveerimiseks on lisaks ligandi seondumisele vajalik aktiveeritud
integriinide kuhjumine adhesioonipiirkonda (Miyamoto jt., 1995; Hato jt., 1998). Selle
tulemusel aktiveeritakse véljast-sisse signaalirada, mis toob kaasa integriinide sidumise aktiini
tsiitoskeletiga mitmete adhesioonivalkude abil ja erinevate signaaliradade komponentide

koondumise (Cooper ja Hausman, 2009).
1.1.3. Adhesioon ja G valkude vahendatud signaalirajad

G valgud on heterotrimeersed signaalmolekulid, mis koosnevad a, B ja y subiihikust.
Klassikalises signaalirajas on heterotrimeerne G valk seotud seitse korda membraani ldbiva
retseptoriga (GPCR — G protein coupled receptor), mis on vdimeline siduma valist ligandi,
milleks vdivad olla erinevad neurotransmitterid, hormoonid vdi isegi valgusfooton. Ligandi
sidumisel toimib GPCR kui nukleotiidivahetusfaktor ja aktiveerib Ga subiihiku, vahetades
guanosiin-difosfaadi (GDP) guanosiin-trifosfaadi (GTP) vastu. Ga:GTP kompleks vabaneb
retseptori kiiljest ning Gy subiihikutest (Cooper ja Hausman, 2009). Nii Ga:GTP kui ka GBy
dimeer saadavad signaale edasi signaalirajas jargnevatele efektoritele, millest tdhtsamad on
adeniilaadi tsiiklaas, fosfolipaas C, ioonkanalid ja kinaasid (Neves jt., 2002). Ga subiihikul
endal on GTPaasne aktiivsus, mis voimaldab G valkude inaktivatsiooni. Selle kdigus Go
subtihik hiidroliitisib y fosfaadi GTPs, taastades inaktiivse Ga:GDP kompleksi, mis iihineb

taas GPy dimeeriga ning moodustub uuesti inaktiivses olekus heterotrimeerne kompleks



(Bastiani ja Mendel, 2006). Ga subiihikud jagatakse geeni aminohappelise jérjestuse, struktuuri

ja efektormolekulide alusel nelja klassi: Gaio, Gos, Gogi1, Gagoiz (Simon jt., 1991).

G valgu vahendatud signalisatsioon on oluline ka integriinide signaliseerimisradades, kus on
pOhjalikult kirjeldatud Gays subiihiku rolli. GPCR poolt aktiveeritud Gays interakteerub Rho-
valgu nukleotiidivahetusfaktoriga (RhoGEF), mis vahetab RhoA (ras homolog gene family
member A) valgu kiiljes oleva GDP nukleotiidi GTP vastu, aktiveerides RhoA valgu ja sellega
seotud signaaliraja.See viib rakkude kontraktsiooni ja timardumiseni (joonis 1A). Kui aga
integriinile seondub viline ligand, siis seotakse eelnevalt GPCRi poolt aktiveeritud Gas
integriini B subiihiku kiilge ning seega vaheneb Gayz sidumine RhoGEFiga. Gays seondumine
integriini B subiihikuga aktiveerib sellega seotud c-Src kinaasi, mis omakorda aktiveerib Rho-
valgu GTPaasi aktiveeriva valgu (RhoGAP) (Arthur jt., 2000; Gong jt., 2010). Jargneb Rho
valgu kiiljes oleva GTP hiidroliitis GDPks, tuues kaasa RhoA-signaaliraja inhibeerimise. See
viib rakkude lamendumise ja levimiseni substraadil (joonis 1B) (Arthur ja Burridge, 2001).
Lisaks on rakkude migreerumisel oluline, et raku tagumine ots kokku tdmbuks ja fokaalseid
adhesioone lagundaks. Selles protsessis on vajalik faktor kalpaiin, mis 15ikab integriini 3
sublihikut nii, et c-Src selle kiiljest eraldub, tuues endaga kaasa RhoA-signaaliraja
aktiveerumise (joonis 1C) (Flevaris jt., 2007; Shen jt., 2012). Lisaks Gay3 subiihikule seondub
RhoGEFile ka Goyg11 subiihik.Gag11-s01tuv RhoA aktivatsioon toimub sdltumatult fosfolipaas
CB-st, mis on Gogq: teadaolev efektor. Goipnz subiihikutevahendatud RhoA aktivatsioon
toimubvorreldes Gogn1 subiihikutega efektiivsemalt ja véiksema hulga vilise ligandi
juuresolekul (Vogt jt., 2003; Momotani ja Somlyo, 2012). Aktiveeritud RhoA pohjustab
mitmete kinaaside vahendusel miiosiini kerge ahela fosforiiiilimist, mis omakorda viib
miiosiini ATPaasse aktiivsuse kasvuni. See vdoimaldab raku tagumise otsa kontraktsiooni ja
aktiinifilamentide seondumist stressifiibriteks (Amano jt., 1996). Lisaks integriini ligandi
sidumisele jirgneva signaaliraja mdjutamisele on mitmete Ga subiihikute olulisust ndidatud
ka integriinide esialgses aktivatsioonis. Sel puhul osalevad Go valgud integriinide
signalisatsioonil raku seest vilja, voimaldades integriinides konformatsiooni muutust, mis on

vajalik nende aktivatsiooniks ja ligandi sidumiseks (Nieswandt jt., 2002).
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Joonis 1.Gays-st soltuv RhoA diinaamiline regulatsioon (A) GPCRI ligand stimuleerib Gay aktivatsiooni ja
sellest sdltuva RhoGEFi aktivatsiooni. See viib RhoA aktiveerimiseni, millega kaasneb rakkude kontraktsioon ja
timardumine. (B) Integriini ligandi sidumisele jargneb GPCRIilt vabanenud Goyz; seondumine integriini 3
subiithikule, mis on konkureeriv Goy3-RhoGEF interaktsiooniga. Goyz seondumine integriini f subiihikule
aktiveerib sellega seotud c-Src kinaasi,mis omakorda aktiveerib RhoGAPi ja pdhjustab RhoA signaaliraja
inhibeerimise. Selle tulemusena soodustatakse raku levimist ja lamendumist, vihendades kontraktiilseid joude.
(C) Integriini B subiihiku 16ikamine kalpaiiniga pdhjustab c-Src eemaldumise integriini kiiljest ja takistab seega
c-Src-st sOltuvat Rho-inhibitsiooni. Samuti aktiveeritakse RhoGEFid. Need siindmused viivad RhoA

taasaktiveerimiseni ja pdhjustavad rakkude kontraktsiooni ja stressifiibrite teket (Shen jt., 2012 jargi).
1.2.  Embriionaalsete tiivirakkude diferentseerumine neuraalseteks eellasrakkudeks

Pluripotentse rakupopulatsiooni teke ja diferentseerumine on imetajate arengus keskse
tahtsusega. Imetajate varajases embriiogeneesis eristuvad blastotsiisti sisemine rakumass
(ICM — inner cell mass) ja trofektoderm. Trofektodermist tekivad ekstra-embriionaalsed koed
ning ICMst saavad alguse kolm lootelehte, millest hiljem areneb kogu organism (Gilbert,
2010). In vitro kasvatatavad embriionaalsed tiivirakud (ES rakud — embryonic stem cells) on
blastotsiisti sisemisest rakumassist eraldatud pluripotentsed rakud, mis on vdimelised
diferentseeruma koigist kolmest lootelehest périt rakutiitipideks. Diferentseerumise kdigus
labivad ES rakud varase primitiivse ektodermi sarnase rakustaadiumi (EPL rakud — early
primitive ectoderm-like cells) (Pelton jt., 2002). Neuraalse induktsiooni kdigus muutuvad EPL
rakud neuraalseteks eellasrakkudeks (NP rakud — neural progenitor cells), mis séilitavad oma

multipotentsuse ja voime iseennast juurde toota. NP rakud on vodimelised diferentseeruma
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jargnevateks neuraalse koe rakkudeks: neuronid, astrotsiiiidid ja oligodendrotsiitidid (Qian jt.,
2000; Temple, 2001). Algselt jagunevad NP rakud siimmeetriliselt, et iseennast juurde toota
ning hiljem hakkab toimuma astimmeetriline jagunemine, kus iiks rakk jaddb neuraalseks
tiivirakuks ja teine diferentseerub uueks rakutiiiibiks (Miyata jt., 2001; Miyata jt., 2004).
Imetajate kesknarvisiisteemi arengus toodetakse algselt NP rakkudest lokalisatsioonist ja ajast

soltuvalt neuroneid ning hiljem erinevaid gliiarakke (Qian jt., 2000; Temple, 2001).

ES rakkudel on unikaalne geeniekspressiooni profiil, mis hoiab neid pluripotentses olekus
(Loh jt., 2006; Zhou jt., 2007; Chen ja Daley, 2008). Kui ES rakud hakkavad diferentseeruma,
siis erinevate diferentseerumissuundade korral muutub see profiil drastiliselt (Loring jt., 2001;
Heo jt., 2005). Uuringud on ndidanud, et geenickspressiooni profiili siilitamisel ja muutmisel
on oluline suhtlus transkriptsioonifaktorite ja epigeneetiliste mehhanismide vahel. ES rakkude
ileminekul NP rakkudeks toimuvad umberkorraldused kromatiini struktuuris, DNA
metiileerimises, histoonide modifitseerimisel ja mitte-kodeerivate RNAde siinteesis, Mis
voimaldavad muuta erinevate geenide ekspressiooni. Tapsemalt on ndidatud néiteks
pluripotentsuse geenide ekspressiooni mahasurumist promootorite metiileerimise abil ja
proneuraalsete geenide ekspressiooni aktiveerimist promootorite demetiileerimise abil
(Lunyak ja Rosenfeld, 2008; Stein jt., 2010).

1.3.  Guaniini nukleotiidivahetusfaktor RIC8
1.3.1. RICS8 biokeemiline funktsioon

RIC8 (resistant to inhibitors of cholinesterase) on 63kDa-line valk, mis avastati esmakordselt
Caenorhabditis elegans’is (edaspidi C. elegans), kui otsiti Kkoliinesteraasi inhibiitoritele
resistentseid mutante (Miller jt., 1996). RIC8 teise nimetusena kasutatakse ka Synembryn’i,
sest C. elegans’is on RICS8 valgu rollikirjeldatud nii rakkudevahelises siinaptilises iilekandes
kui ka embriiogeneesis (Miller ja Rand, 2000; Miller jt., 2000). RIC8 on loomariigis tugevalt
konserveerunud, omades funktsiooni mitmetes mudelorganismides alates seeneriigist kuni
imetajateni (Miller jt., 2000; Tall jt., 2003; Afshar jt., 2005; David jt., 2005; Tonissoo jt.,
2010;Kanesaki jt., 2013). Sealhulgas on kirjeldatud RIC8 valku ka inimese rakkudes
(Nishimura jt., 2006; Muggerud jt., 2009; Amoreux jt., 2012).

RIC8 on guaniini nukleotiidi siduvate G valkude nukleotiidivahetusfaktor (GEF) (Tall jt.,
2003). Imetajatel on kirjeldatud RIC8A ja RIC8B isovormi. RIC8A aktiivsust on ndidatud
Goao, Gog, Gaija Gays subiihikutel ja RIC8B aktiivsust Gosja Gog subiihikutel (Klattenhoff jt.,
2003;Tall jt., 2003). RIC8-t on G valkude vahendatud signaalirajas kirjeldatud kui retseptorist
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soltumatut Go subtihiku aktivaatorit. RIC8 seondub monomeerse Goa:GDP kompleksiga,
stimuleerides GDP vabanemist ja stabiliseerides nukleotiidivaba Go subiihikut, et saaks
seonduda GTP (joonis 2). Sel viisil voimendab RICS8 retseptorilt saadud signaali ja pikendab
selle toimeaega (Tall jt., 2003; Tall ja Gilman, 2004).

GEF valkudega vastupidine funktsioon on RGS (regulator of G protein signaling, tuntud ka
kui GAP - GTPase activating proteins) perekonna valkudel, mis seonduvad aktiivse Ga
subiihikuga ja stimuleerivad selle GTPaasset aktiivsust. Selle tulemusel litheneb aktiivse
Ga:GTP vormi eluiga ja viaheneb G valkude poolt edasikantav signaal (De Vries jt., 2000).
RIC8 on voimeline vabastama Go subiihikuid RGS inhibitsioonist, vabastades RGS:Go.GDP
kompleksist GDP ja vdimaldades GTP seondumist Go subiihikuga. Tdpsemalt on seda
nédidatud Go; ja RGS14 puhul (Vellano jt., 2011).

GTP
Ga
GDP vabanemine -+ GTP sidumine
Ric-8A GDP
GDP GTP
Go

Joonis 2. RICS8 roll nukleotiidivahetusfaktorina. Inaktiivses olekus on Ga subiihik seotud GDPga. RICS8
seondumine Go-ga pohjustab GDP vabanemise ja vdimaldab Ga subiihikul GTPd siduda. GTPga seotud Go on

aktiivne ja saadab signaali edasi signaaliraja jargnevateleefektoritele (Tall’i uurimusgrupi veebilehekiilg).
1.3.2. RICS pohifunktsioonid

RIC8 valgu funktsiooni on uuritud mitmetes erinevates protsessides. Detailsemalt on
kirjeldatud RIC8 valgu rolli regulaatorina G valkude vahendatud mehhanismis, mis kontrollib
astimmeetrilist rakujagunemist C. elegans’i embriiotel (Miller ja Rand, 2000; Afshar jt., 2004),
Drosophila melanogaster (edaspidi Drosophila) neuroblastidel (Hampoelz jt., 2005; Wang jt.,
2005) ja imetajate rakkudes (Tall ja Gilman, 2005; Woodard jt., 2010). C. elegans’is on RIC8
oluline mitoosikddvi moodustumisel, tsentrosoomide rotatsioonil, tuumade migratsioonil ja
teistes tsentrosoomi vahendatud protsessides (Miller ja Rand, 2000; Afshar jt., 2004;
Couwenbergs jt., 2004; Afshar jt., 2005; Wilkie ja Kinch, 2005). Mudelorganismis
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Drosophila osaleb RIC8 kadvi orientatsiooni kujunemisel ja tiitarrakkude astimmeetria
sdilitamisel (David jt., 2005; Hampoelz jt., 2005; Wang jt., 2005). Imetajates mojutab RIC8
kaédvi paigutust, reguleerides mikrotuubulite tekitatud tdmbejoudu, mis on vajalik, et tdmmata
tsentrosoome ja kddvi korteksi poole (Tall ja Gilman, 2005). Néidatud on ka imetajate RIC8
osalemist just kddvi paigutuses rolli omavakortikaalse signaalikompleksi moodustamises
(Woodard jt., 2010).

RIC8 funktsiooni on kirjeldatud ka narvisiisteemis. C. elegans’i vastsetes ja tdiskasvanud
isendites ekspresseerub Ric8 kogu nirvisiisteemis — pea ganglionites ja kohtmises nérviketis
(Miller jt., 2000). RIC8 funktsioon C. elegans’indrvisiisteemis on seotud Gao-Goyg
signaalirajaga, mis reguleerib virgatsainete vabanemist neuromuskulaarses siinapsis (Nurrish
jt., 1999; Miller jt., 2000; Tall jt., 2003). Hiire varajases arengus vanuses E9.5-E12.5
ekspresseerub Ric8 neuraaltorus, kraniaalganglionites, siimpaatilises tiives, dorsaalse juure
ganglionites, silma lditses, sisekdrva endoliimfaatilises kotikeses ja haistmiselundi
vomeronasaalorganis. Téiskasvanud hiirel on Ric8 ekspresseeritud kditumuslikult olulistes
ajupiirkondades: neokorteksis, hipokampuses, viikeajus, kdbikehas ja vookaarus (Tonissoo jt.,
2003). RIC8 defitsiidiga Ric8"" hiirtel on niidatud vdimendunud #revuskéitumist ja
vihenenud ruumilist mélu ning oppimisvoimet (Tdnissoo jt., 2006). Lisaks ekspresseeruvad
RIC8A ja RIC8B hiire maitsepunga rakkudes ja interakteeruvad seal olevate G valgu
subiihikutega, voimendades sel viisil signaali iilekannet moru ja magusa maitse retseptoritelt

(Fenech jt., 2009).

Hiljuti on naidatud, et RIC8 kéditub Ga valkude puhul ka molekulaarse tsaperonina. Nimelt
aitab RIC8 ribosoomidelt siinteesitud Ga subiihikuid kokku voltida ja neid siis
plasmamembraanile transportida. Ric8” rakkudes pohjustab ebakorrektne Go subiihikute
voltimine nende lagundamist tsiitoplasmas ja seega takistab nende joudmist membraanile
(Gabay jt., 2011; Chan jt., 2013). Seetdttu on Ric8” rakkudes vihenenud Gai, Gao, Gog ja
Gays subiihikute hulk plasmamembraanil (Hampoelz jt., 2005; Gabay jt., 2011).

1.3.3. RIC8 méju rakkude adhesioonile

Hiljuti on ilmunud mitmeid uurimusi, kus on néidatud, et RIC8 on vajalik ka adhesiooni- ja

migratsiooniprotsessides. Eelmisel aastal avaldatud uurimuses kirjeldati RIC8 rolli viikeaju

arengus, tidpsemalt Bergmanni gliia adhesioonis basaalmembraanile (Ma jt., 2012).

Basaalmembraan on ohuke ja tihe ekstratsellulaarse maatriksi kiht, mille pohilisteks

komponentideks on laminiin ja IV tiiiipi kollageen (Timpl, 1996). Basaalmembraan reguleerib

erinevaid bioloogilisi protsesse: rakkude areng, jagunemine, diferentseerumine, Kkasv,
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migratsioon, polaarsus ja adhesioon (Erickson ja Couchman, 2000). Bergmanni gliia on tiiiip
véikeajus paiknevaid astrotsiiiite, mille rakukehad paiknevad Purkinje rakkude kihis ja jatked
sirutuvad molekulaarkihti. Gliiarakke mooda toimub viikeaju arengu kdigus granulaarsete
ecllasrakkude migratsioon vilisest Kihist sisemisse (Sillitoe ja Joyner, 2007). In vitro
adhesioonikatsed on nididanud, et Ric8”" glijarakud ei suudabasaalmembraani
pohikomponendile, laminiinile, edukalt kinnituda. Mutantsete hiirte uurimisel, kellel Ric8
geen on spetsiifiliselt vidlja 1digatud neuraalsetes eellasrakkudes, selgus, et ka nende
gliiarakud ei ole basaalmembraanile kinnitunud, mille tdttu on hiiritud nii Bergmanni gliia
rakukehade asetus kui ka jatkete organisatsioon. Sellest tulenevalt esineb Ric8 defektsetel
hiirtel probleeme granulaarsete eellasrakkude migratsioonis sisemisse granulaarkihti, mistdttu
véikeaju kihid ei moodustu korrektselt. Lisaks ei moodustu mutantsetes hiirtes ka korralikud
viikeaju lehed, sest basaalmembraani sissesopistumine granulaarrakkude vahele on héiritud
(Ma jt., 2012).

Imetajate arengus on rakkude interaktsioonid basaalmembraaniga olulised veel rakkude
epiteliaal-mesenhiimaalse transitsiooni (EMT) protsessis (Fujiwara jt., 2007), mis omakorda
on tdhtis gastrulatsioonis, kus toimub ulatuslik rakkude migratsioon ja lootelehtede teke
(Nakaya ja Sheng, 2008). Ric8” hiire embriiotel on tiheldatud basaalmembraani
katkendlikkust, organiseerimatust ning ka héiritud rakkude adhesiooni gastrulatsioonis.
Nimelt on spekuleeritud, et Ric8” hiirte embriiotel on adhesioon hiiritud erinevate
ekstraembriionaalsete struktuuride vahel vanuses E8.5 (embriionaalne vanus 8.5 pieva). Need
adhesioonihdired voivadki tuleneda basaalmembraani puudulikkusest ja sellega kaasnevatest
héiretest EMT protsessis ning viia embriionaalse surma ja vadrarenguteni gastrulatsioonis

(Tdnissoo jt., 2010).

Adhesiooni vahendamisel rakkude ja ekstratsellulaarse maatriksi vahel on olulised erinevad
adhesioonimolekulid. Mitmed defektid, mida on kirjeldatud PB1-integriinide, integriiniga
seotud kinaaside ja diistrogliikaani puudumisel, on samasugused nagu RICS8 valgu puudumisel
(Graus-Porta jt., 2001; Qu ja Smith, 2005; Satz jt., 2008; Ma jt., 2012). Seega on
adhesioonimolekulide defitsiidist pdhjustatud defektid tdoendoliselt vahendatud signaaliradade
kaudu, kus osaleb kaRIC8. Integriinide signaalirajas on nditeks oluline Gay3 subiihik (Gong jt.,
2010), mida RIC8 GPCRst soltumatult aktiveerib (Tall jt., 2003) ja samuti tSaperonina voltida
aitab (Gabay jt.,, 2011; Chan jt., 2013). Fokaalse adhesiooni kompleksis on oluline
integriiniga interakteeruv paksilliin, mille fosforiiiilimist reguleerib muuhulgas ka Gaizs
(Needham ja Rozengurt, 1998). Hiljutises uuringus on ndidatud, et RIC8 defitsiitsed

neuraalharja rakud ei ole vdimelised migreeruma ning neis on védhenenud aktiveeritud
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paksilliini ja fokaalsete adhesioonide hulk. Seega voib RIC8 mdju neuraalharja rakkude
migratsioonile olla vahendatud just Go2/13 ja paksilliini kaudu, mdjutades rakkude adhesiooni
ECMiga (Fuentealba jt., 2013). RIC8 otsest interaktsiooni on ndidatud neuraalsete rakkude
adhesioonimolekuli NCAM (neural cell adhesion molecule) 180kDa isovormiga (Amoureux
jt., 2012). See valk vahendab lisaks rakk-rakk adhesioonile ka mitmeid rakkudevahelisi
interaktsioone ja signaale, mis on olulised silinapside moodustamisel ja siinaptilises
plastilisuses, viies nérvisiisteemi korrektse arenguni (Crossin ja Krushel, 2000; Rougon ja
Hobert, 2003). NCAM180 interakteerub Ga valguga ja kutsub esile B-adrenergilise vastuse
vaid siis, kui on eelnevalt seotud RIC8 valguga. Seega vOib olla mitmete

adhesioonimolekulide mdju sdltuv RIC8 olemasolust (Amoureux jt., 2012).
1.3.4. RIC8 méju aktiini tsiitoskeletile

Hiljuti on uuritudka RIC8 mdju rakkude aktiini tsiitoskeletile, sest see on oluline nii rakkude
adhesiooni- kui migratsiooniprotsessides. Hiire embriionaalsete tiivirakkude kultuuris on
niidatud, et Ric8” rakkudes on kogu aktiini ja poliimeriseerunud aktiini hulk vastavalt 40% ja
70% vorra viiksem vorreldes metsiktiilipi rakkudega. Ric8” rakkudel esineb ka vihem
filopoodi-sarnaseid struktuure, mida moodustavad aktiini poliimeriseerunud filamendid.
Lisaks on Ric8” rakkudes vihenenud RhoA-GTP hulk, mis viitab sellele, et vihenenud aktiini
pohjuseks vdib olla hiiritud RhoA-signaalirada (Gabay jt., 2011). Nimelt on Gaio13 ja Gog
subiihikud, mis on Ric8” rakkudes alla reguleeritud, olulised RhoGEFde ja seega kogu RhoA-
signaaliraja aktiveerimisel (Hart jt, 1998). RhoA-signaalirada mojutab fokaalsete
adhesioonide induktsiooni, stressifiibrite teket (Chrzanowska-Wodnicka ja Burridge, 1996) ja
aktiini  polimeriseerumist. ~ Viimases  protsessis  aktiveerib ~ RhoA  otseselt
poliimerisatsiooniedendavat faktorit profiliini (Watanabe jt., 1997) vd&i inaktiveerib
depoliimeriseerivat faktorit kofiliini (Maekawa jt., 1999). Kuna aktiivse RhoA
ekspresseerimine Ric8” rakkudes taastas esialgse aktiini hulga ja filopoodi-sarnaste
struktuuride tekke, siis jirelikult leiab RICS8-st sdltuv aktiini tsiitoskeleti remodelleerimine

aset just RhoA aktiveerimise tasemel (Gabay jt., 2011).

Drosophila puhul on aga niidatud, et Ric8” embriio rakkudes on hiiritud aktiini normaalne
rakusisene lokalisatsioon. Kui normaalse arengu kdigus paiknevad aktiini filamendid
blastodermi rakkude servades, siis Ric8" embriio rakkudes paiknevad aktiini filamendid
hajutatult tslitoplasmas. Kortikaalse aktiini lokalisatsiooni hédired pdhjustavad Ricg™
embriiotel ventraalsete rakkude iimardumise (blebbing). See leiab aset gastrulatsiooni ajal, kui

embriio blastodermi rakud ventraalsel poolel sisse sopistuvad (Kanesaki jt., 2013). Rakkude
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sissesopistumine on oluline protsess gastrulatsioonis ja kudede moodustamises (Sweeton jt.,
1991). Seega voib ka aktiini ebakorrektne lokalisatsioon pohjustada embriio vadrarenguid,
mida on Ric8 puudulikes Drosophila ning ka hiire embriiotes varasemalt kirjeldatud
(Hampoelz jt., 2005, Tonissoo jt., 2010).

Rakukultuuri tingimustes on nididatud, et RIC8 on vajalik retseptor tiirosiini kinaasi (RTK)
poolt vahendatud aktiini tsiitoskeleti limberpaigutumiseks ning sellest tulenevaks raku
migratsiooniks (Wang jt., 2011). Rakkude migreerumisel moodustuvad aktiini tsiitoskeleti
timberpaigutumise tulemusena membraansed kurrud, mille pShifunktsioon on staatilise raku
ettevalmistamine migratsiooniks (Krueger jt., 2003). Eelnevalt on niidatud, et RICS8
seondumispartner Goyz on vajalik kasvufaktorite indutseeritud dorsaalsete kurdude
diinaamiliseks tekkeks ja rakkude migratsiooniks. Need protsessid soltuvad aga kasvufaktorite
seondumisest vastavatele RTK retseptoritele (Wang jt., 2006). Algselt ei olnud teada, kuidas
on omavahel seotud RTK ja Goys, kuid siis leiti, et nende seondumist vahendab RIC8. Nimelt
mdjus RIC8 valgu mahasurumine kasvufaktori vahendatud dorsaalsete kurdude diinaamikale
ja rakkude migratsioonile inhibeerivalt. Seega on RIC8 vajalik kasvufaktori retseptori poolt

vahendatud aktiini tsiitoskeleti timberkorraldamiseks (Wang jt., 2011).
2. EKSPERIMENTAALNE OSA
2.1. To6 eesmirgid

1. Kirjeldada Ric8" ES rakkude diferentseerumist neuraalseteks eellasrakkudeks.
2. Kirjeldada aktiini ja Go; hulka Ric8”" ES rakkudes.

2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. Rakuliinid

Kiesolevas to0s kasutativarasemalt tekitatud Ric8”ES rakuliini. Ric8” rakkude saamiseks
viidi Ric8'™°* (Ric8 geeni 4 esimese eksoni iimber on loxP jirjestused) rakkudesse
elektroporatsiooni teel Cre-rekombinaas, mis ldikas vélja loxP jarjestuste vahel paiknevad
Ric8 geeni 4 esimest eksonit. Ric8/* rakud on eraldatud Ric8'®* hiire blastotsiisti

sisemisest rakumassist.
2.2.2. Rakkude genotiipiseerimine

Rakkude genotiipiseerimiseks viidi 1dbi PCR, kus kasutati jdrgnevaid alleelspetsiifilisi

praimereid:
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ric5floxgeno 5’-CTTTTCCACGGGTGTTCTTC-3’

riccregenoR 5’-GCCAAACAATCTCTCGAACC-3’

riccregenoF 5’-GGTAGGGCTCACAATGTTGG-3’

Reaktsioonisegu maht oli 10ul. PCR reaktsioonisegu koosnes: 1x B puhver (10mM Tris-HCI
pH 7.5, 10mM MgCl,, 0,1mg/ml BSA) (Solis BioDyne), 0,2mM dNTP, 2mM MqgCl,, 0,3uM
praimereid, 0,05U/ul Tag-poliimeraas, 1ul DNA ja mQ vesi. Proovid kanti IXTAEs (Tris-
addikhape, EDTA) valmistatud 1% voi 1,5%-lisele agaroosgeelile, kuhu lisati 5ul
etildiumbromiidi. DNA pikkusmarkerina kasutati 1kb voi 100bp DNA Ladder’it (Thermo

Scientific).

Kasutatud PCR-i programmi parameetrid:

95°C 5 minutit

95°C 30 sekundit

58°C 40 sekundit 32 tsiiklit
72°C 1-2 minutit (vastavalt DNA fragmendi pikkusele)

72°C 10 minutit

2.2.3. Rakkude kasvatamine koekultuuris

8"/ ja Ric8” hiire embriionaalseid

Neuraalse diferentseerumise katseks kasvatati Ric
titvirakke 2 pdeva toiterakkudel (hiire embriionaalsed fibroblastid, Millipore Inc.). Seejirel
kasvatati neid 3 pédeva toiterakkudeta DMEM high glucose sootmes (sisaldab juba
naatriumptiruvaati ja L-glutamiini) (Invitrogen) [lisatud 20% veise looteseerumit (FBS)
(PAA), 1:10000 leukeemiat inhibeerivat faktorit (LIF) (Millipore Inc.), 1:100 asendamatuid
aminohappeid (PAA), 1:100 penitsilliini-streptomiitsiini (PAA) ja 0,1mM B-merkaptoetanooli
(Applichem)] tiheduseni ~80%. Edasi kasvatati rakke 24h seerumivabas ESGRO (Millipore
Inc.) s6otmes algse tihedusega 1,5x10° rakku/cm? Nii DMEM kui ESGRO sé6de hoiavad
embriionaalseid tiivirakke pluripotentses seisundis ja ei lase neid diferentseeruma. Seejérel

kiilvati rakud RHB-A sé6tmesse (StemCells Inc.) tihedusega 1x10* rakku/cm?®. RHB-A sé6de

soodustab ES rakkude diferentseerumist neuraalses suunas.

Rakkude kasvatamisel kasutati 0,1% Zelatiiniga kaetud 6 cm ja 10 cm 1dbimodduga Petri tasse.

Rakkudel vahetati soddet iga pdev ja rakke passeeriti iilepdeva. Rakkude passeerimiseks
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eemaldati rakkudelt s6ode, pesti PBSiga (fosfaadiga puhverdatud fiisioloogiline lahus) ja
seejarel triipsineeriti rakud tassilt lahti, lisades 1-3ml ESGRO Complete triipsiinilahust
(Millipore Inc.) vastavalt tassi suurusele. Triipsiin inaktiveeriti sd6tmega, tsentrifuugiti 5 min
200g juures ning sade resuspendeeriti uues s6dtmes ja kanti uutele Petri tassidele. Rakke
kasvatati inkubaatoris 37°C ja 5% CO, sisalduse juures. Rakkude lugemiseks kasutatati

rakuloenduskambrit.
2.2.4. Rakkude pildistamine

Koiki kdesolevas t60s kasvatatud rakke vaadeldi mikroskoobiga Nikon Eclipse TS100 ja
pildistati sellele kinnitatud kaameraga Nikon DS-Fi2. Piltide jareltootluseks kasutati

arvutiprogrammi Adobe Photoshop CS6.
2.2.5. Rakkudest totaalse RNA eraldamine

Peatiikis 2.2.3 kirjeldatud neuraalsete eellasrakkude kasvatamisel voeti iga piev iiks Ric8'®/'
ja Ric8” rakkudega Petri tass totaalse RNA eraldamiseks (D0-D5). Selleks rakud
triipsiniseeriti ning koguti 15ml tuubi ja tsentrifuugiti Smin 200g juures. Sade suspendeeriti
uuesti Iml séotmes ja tsentrifuugiti Smin 200g juures. SOdde aspireeriti ja rakud
homogeniseeriti 100-500u1 Trizol® reagendiga (Invitrogen) vastavalt kogusele (0,75ml Trizoli
5-10x10° raku kohta). Segu inkubeeriti 5 minutit toatemperatuuril, seejérel lisati 1ml Trizoli
kohta 0,2ml kloroformi, 1,5ml tuubi raputati 15 sekundit ja inkubeeriti veel 2 minutit. Seejérel
tsentrifuugiti 15min 12000g juures. RNAd sisaldav vesifaas pipeteeriti uude tuubi ja lisati
0,5ml 100% isopropanooli 1ml kasutatud Trizoli kohta. Inkubeeriti veel 10 minutit ja
tsentrifuugiti 10min 12000g juures. Jargnevalt isopropanool eemaldati ja sadestatud RNA
pesti 1ml 75% etanooliga. RNA suspendeeriti RNaasi-vabas DEPCiga (dietiiiilpiirokarbonaat)

t00deldud vees.
2.2.6. cDNA siintees

5ug RNA proovile (DEPC-ga toodeldud vees) lisati oligo(dT);7  praimerit
(I6ppkontsentratsioon reaktsioonisegus 2,5uM) ja dNTP segu (0,5uM). Proove inkubeeriti
praimerite seondumiseks 5 minutit 65° C juures ja seejdrel hoiti 1 minut jail. Lisaks RNA
proovile, praimerile ja dNTP segule sisaldas 16plik cDNA reaktsioonisegu 1x First Strand
puhvrit (50 mM Tris-HCI pH 8.3, 75 mM KCI, 3 mM MgCl,), 5mM MqgCl,, 10mM DTT
(ditiotreitool), 2U/ul RNaseOUT " ja 10U/ul SuperScript’ III poordtranskriptaasi

(Invitrogen). Reaktsioonisegu maht oli 20ul. cDNA siinteesiks inkubeeriti proove 50 minutit
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50°C juures ning reaktsiooni peatamiseks inkubeeriti veel 5 minutit 85°C juures. Proovid

jahutati jdal ja siilitati edasiseks kasutamiseks -20°C juures.
2.2.7. Kvantitatiivne reaalaja PCR

Kvantitatiivne reaalaja-PCR viidi 1dbi StepOnePlus Real-Time PCR System masina (Applied
Biosystems) ja StepOne Software v2.0 tarkvara abil. Reaktsioonisegu maht oli 10pul.
Reaktsioonisegu koosnes: 1x HOT FirePol®EvaGreen gPCR Mix Plus segu (2,5mM MgCl,,
HOT FIREPol® DNA Poliimeraas, dNTPd, EvaGreen® gqPCR puhver, EvaGreen®virv ja
ROX virv) (SolisBioDyne), 0,2uM praimereid, 1ul ¢cDNA ja mQ vesi. Proovid kanti PCR
plaadile kolmekordse kordusena. Kdikide praimeritega viidi katse 1dbi vdhemalt 2 korda ja
saadud tulemustest voOeti statistilisel analiilisil keskmised védrtused. Uuritavate geenide
MRNA ekspressioonitaseme hindamiseks arvutati suhe Hprt (hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase) suhtes. Suhteline ekspressioonitase (x) arvutati AACt valemiga
x=2"2* kus AACt = (Ct..[uuritav mMRNAJ-Ct..[Hprt]) — (Ctiox[uuritav mMRNA)]-Ctiox[Hprt])

Kasutatud gRT-PCR programm:
95°C 12 minutit

95°C 15 sekundit 40 tsiiklit
60°C 1 minut

Katsetes kasutatud praimerid

Esrrb F 5’-CAC CTG CTA AAA AGC CAT TGA CT-3’
R 5’-CAACCCCTAGTA GAT TCG AGACGAT-3’
Fgf5 F 5’-TGC AAG TGC CAA ATT TAC GGA-3’
R 5°-AGT TCT GTG GAT CGC GGA CGC ATA GGT A-3’
Blbp F 5’-AAA GTG GTG ATC CGG ACA CAAT-3’
R 5’-CCA ACC GAA CCA CAG ACT TAC A-3°
Hprt F 5°-CAC AGG ACT AGA ACA-¥
R 5°-GCT GGT GAA AAG GAC-3’
Ric8 F 5’-GAG GAG TTC CAC GGC CAC A-3’
R 5°-CTT CAG CCT GTG GGT CTG GTG-3°
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2.2.8. Western blot

Valguliisaadi saamiseks koguti Petri tassidelt Ric8'®/'™ ja Ric8” ES rakud, pesti PBSiga ja
lidsiti 2xSDS proovipuhvris (50 mM Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 10% gliitserooli, 1% p-
merkaptoetanooli, 0,02 % bromofenool sinist) vastavalt rakkude kogusele (1ml proovipuhvrit
50mg rakkude kohta). DNA ahelate 16hustamiseks kasutati sonikaatorit Bioruptor UCD-200

(Diagenode). Proove siilitati -20°C juures.

Valkude lahutamiseks kasutati SDS-PAAG elektroforeesi. Kontsentreeriva geelina kasutati
4% poliakriiiilamiidgeeli [4% akriitilamiid, 125mM Tris/Tric pH 6.8, 0,1% SDS, 1:100
naatriumpersulfaat (NAPS), 1:1000 tetrametiiiiletiileendiamiin (TEMED)] ja lahutava geelina
10% poliiakriiiilamiidgeeli (10% akriitilamiid, 375mM Tris/Tric pH 8.8, 0,1% SDS, 1:100
NAPS, 1:1000 TEMED). Geelile kanti 15ul totaalvalku. Geeli jooksutati 1xSDS puhvris
(25mM Tris pH 8.3, 192mM gliitsiin, 0,1% SDS) 15-30 minutit voolutugevusel 60V ja 1 tund
voolutugevusel 120V. Jéargnevalt kanti valgud {ile metanooliga méarjatud PDVF
(poliiviniitilideendifluoriid) membraanile. Valkude iilekanne toimus 1 tund voolutugevusel
60mA  iilekandepuhvris, @ mis  sisaldas 10mM  CAPSi  (N-tsiikloheksiiiil-3-
aminopropaansulfoonhape) ja 10% (v:v) metanooli. Valkude elektroforeesiks ja
tilekandmiseks membraanile kasutati BioRadMini-PROTEAN® Tetracell aparatuuri.
Membraani pesti TBSiga (Trisiga puhverdatud fiisioloogiline lahus) ja mittespetsiifilise
seondumise blokeerimiseks inkubeeriti membraani 1 tund blokeerimislahuses (10%
piimapulbrit, 1x TBS). Edasi pesti membraane 2x5 minutit TBSis. Seejérel inkubeeriti
membraane 1ile66 primaarse antikehaga (1% piimapulbri lahuses TBSis). Kasutatud

primaarsed antikehad:

Hiires valmistatud B-aktiini vastane antikeha (Abcam), lahjendusega 1:1000
Kiiiilikus valmistatud Gai(1+2) vastane antikeha (Abcam), lahjendusegal:1000
Hiires valmistatud GAPDH vastane antikeha (GeneTex), lahjendusega 1:10000
Hiires valmistatud RIC8 vastane antikeha (Abcam), lahjendusega 1:800

Membraane pesti 4x5 minutit TBSis ja inkubeeriti 1 tund sekundaarse antikehaga (1%

piimapulbri lahuses TBSis). Kasutatud sekundaarsed antikehad:

Aluselise fosfataasiga konjugeeritud hiire 1gG vastane antikeha (Vector Labs), lahjendusega
1:1000
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Aluselise fosfataasiga konjugeeritud kiiiliku IgG vastane antikeha (Vector Labs),
lahjendusega 1:1000

Jargnevalt pesti membraane veel 4x5 minutit TBSis. Valkude ndhtavaks toomiseks inkubeeriti
membraane pimedas 5ml-s aluselise fosfataasi puhvris (L00mM NaCl, 5mM MgCl,, 100mM
Tris pH 9.5), mis sisaldas 330ug/ml NBTd (nitrosinine tetrasool, Sigma-Aldrich) ja 167ug/ml

BCIPi (5-bromo-4-kloro-3-indoliitilfosfaat, Sigma-Aldrich) kuni tulemuse ilmumiseni.

Valgu hulga kvantifitseerimiseks kasutati arvutiprogrammi Imagel. Piltidega tehti kaks
sOltumatut modtmist ning tulemused keskmistati. Western blot viidi samade antikehadega 14bi

3 korda. Andmete statistiliseks analiiiisiks kasutati Student’i T-testi programmis Excel.
2.3.  Tulemused
2.3.1. Ric8"ES rakkude kontrollimine

Ric8” ES rakuliin oli varasemalt meie toorithmas tekitatud Kkasutades Cre-Lox
rekombinatsioonisiisteemi. Ric8” rakkudes on loxP jirjestuste vahelt 4 eksonit Cre-
rekombinaasi poolt vilja 1digatud. Kontrollina kasutati Ric8' '™ ES rakke, mida ei
eksponeeritud Cre rekombinaasile (joonis 3A). Cre rekombinaasi poolt pohjustatud Ric8
deletsiooni toimumise Kkinnitamiseks kasutati praimereid ric5floxgeno ja riccregenoR, mis
seonduvad kahele poole loxP jirjestusi. Ric8” rakkudes, kus Cre rekombinaas on loxP
jdrjestuste vahele jddva ala vilja 1diganud, tekib lihike produkt (300 bp) ning Ric8'/*
rakkudes tekib pikk produkt (2500 bp) (joonis 3B). Lisaks kasutati riccregenoF ja
riccregenoR praimereid, millest esimene seondub loxP jérjestuste vahele. Seega tekib
Ric8'™°* rakkudes produkt pikkusega 350 bp ja Ric8” rakkudes ei teki iildse produkti, sest
loxP jdrjestuste vaheline ala on véljaldigatud ja esimesel praimeril pole kuhugi seonduda
(joonis 3C). qRT-PCRiga kinnitati, et Ric8”rakkude cDNA pealt ei teki amplifitseeritud
produkti (joonis 3D). Jarelikult ei transleerita Ric8 geenilt tdispikka mRNAd ega siinteesita ka
funktsionaalset valku.
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Joonis 3. Eelnevalt tekitatud Ric8" ES rakkudes on Ric8 esimesed 4 eksonit vilja ldigatud ja mRNAd ei
siinteesita (A) Ric8 geeni neli esimest eksonit (eksonid tihistatud tumesiniselt) on viidud loxP jirjestuste vahele.
Kui elektroporatsiooniga viiakse rakkudesse Cre-rekombinaas, siis 1digatakse vilja neli loxP jirjestuste vahele
jédvat Ric8 eksonit. Musta noolegaon niidatud genotiipiseerimiseks kasutatud praimerite seondumiskohad. (B)
Ric8'™ (LOX) rakkudes tekkis produkt pikkusega 2500 bp ning Ric8” (-/-) rakkudes pikkusega 300 bp.
Pikkusmarkerina on kasutatud 1kb Ladder’it (Thermo Scientific). (C) Ric8'™™ rakkudes tekkis produkt
pikkusega 350 bp ning Ric8” rakkudes ei tekkinud produkti. Pikkusmarkerina on kasutatud 100bp Ladder’it
(Thermo Scientific). (D) Ric8 mRNA suhtelise ekspressiooni vordlus Ric8'/'™ ja Ric8” rakkudes qRT-PCRIil.
** P<0,01.

2.3.2. Neuraalse diferentseerumisraja markerite ekspressiooni kirjeldamine

Diferentseerumata embriionaalsed tiivirakud ekspresseerivad mitmeid erinevaid geene, mis
aitavad neid hoida pluripotentsetena. Kidesolevas to0s kasutati ES rakkude tuvastamiseks
Esrrb (estrogen-related receptor beta) markerit. ESRRB valk seondub koos OCT4 valguga
olulise pluripotentsuse geeni Nanog’i promooteralale ja aktiveerib selle ekspressiooni (van
den Berg jt., 2008). Nii Ric8'/'" kui Ric8” rakkude puhuloli Esrrb ekspressioon kdrge ES
raku staadiumis (DO) ja rakkude kasvatamisel neuraalset diferentseerumist soodustavas
s60tmes langes see jarsult (joonis 4A). Esrrb markeri langusele jargnes Fgf5 (fibroblast
growthfactor 5) tous. Fgf5 on primitiivse ektodermi marker, mis rakukultuuris tihistab varase
primitiivse ektodermi sarnast rakustaadiumit. Nii Ric8'®/'* kui ka Ric8" rakkudes oli Fgf5
ekspressioon korge diferentseerumise 2-4. pdeval (joonis 4B), nii nagu kirjanduse pdhjal
oodata vdis (Abranches jt., 2009). Ka neuraalsete eellasrakkude markeri Blbp (brain lipid
binding protein) ekspressioonis polnud Ric8/°* ja Ric8” rakkude vahel erinevust niha.
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Modlemas rakuliinis hakati Blbp’d ekspresseerima kolmandal péeval, neljandal péeval

ekspressioonitaseme kasv peatus (Ric8'™*"

rakkude puhul isegi langes), kuid viiendaks
paevaks saavutati korge ekspressioonitase (joonis 4C). BLBP valku siinteesitakse neuraalsetes
eellasrakkudes ja see on vajalik radiaalgliia tekkeks. Seega, vorreldes Ric8” ja Ric8'/™
rakke, voib jireldada, et RIC8 puudumine ei mojuta ES rakkude voimet diferentseeruda

neuraalseteks eellasrakkudeks.
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A 12 12
'Q ik 1
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Joonis_4. Diferentseerumisraja markerite suhteline mRNA ekspressioon. Vasakus veerus on niidatud
Ric8' ja paremas Ric8” ES rakkudes vastavate markerite suhteline ekspressioonitase.(A) Embriionaalsete
tivirakkude markeri Esrrb suhteline ekspressioon (B) Varase primitiivse ektodermi sarnase rakustaadiumi
markeri Fgf5 suhteline ekspressioon (C) Neuraalsete eellasrakkude markeri Blbp suhteline ekspressioon. Esrrb
ja Fgfb graafikutel on kujutatud suhtelised ekspressioonitasemed DO péeva suhtes ning Blbp graafikul D5 pieva

suhtes.

2.3.3. Rakkude morfoloogia  kirjeldamine  diferentseerumisel  neuraalseteks

eellasrakkudeks

ES rakkude kasvatamisel neuraalset diferentseerumist soodustavas sddtmes oli juba teisel
pieval mirgata, et Ric8” rakke oli kontrollrakkudega vdrreldes silmnihtavalt vihem ning

samuti olid tekkinud kolooniad vdiksemad (joonis 5A). Samuti v3is mérgata morfoloogilisi
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erinevusi Ric8” ja kontrollrakkude kolooniate vahel. Seerumi- ja toiterakkude vabades
tingimustes zelatiiniga kaetud plastikul peaksid nii ES rakud kui ka neuraalses suunas
diferentseeruvad tiivirakud kasvama {iihekihilisena ehk monolayer’ina (Ying jt., 2003).
Ric8'/'™ rakkude puhul see nii oligi ja moodustusid suured iihekihilised kolooniad (punased

nooleotsad joonistel 5A ja 5B). Ric8”"

rakkude kolooniad olid véiksemad ja oli ndha, et rakud
ei moodusta monolayer’it vaid mitmekihilisi kolooniaid (mustad nooleotsad joonisel 5B).
Lisaks oli 4-5. pdeval pidrast neuraalset diferentseerumist soodustavas sdotmes kasvamist
Ric8” kolooniate servades niha hulgaliselt lamendunud rakke (mustad nooled joonisel 5B),

Ric8'™1%* kolooniate servades leidus neid vihemal méral (valged nooled joonisel 5B).

Joonis_5. Embriionaalsete tiivirakkude diferentseerumine neuraalseteks eellasrakkudeks (A) Rakkude
arvukuse ja kolooniate suuruse vordlus.(B) Kolooniate morfoloogia vdrdlus Ric8''™ ja Ric8” rakkudega
kultuurides. D1-D5 tdhistab paevade arvu, kui kaua rakud on kasvanud neuraalset diferentseerumist soodustavas

s66tmes. Mustade nooltega on ndidatud tumedad ja lamendunud rakud kolooniate servades. Valgete nooltega on
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ndidatud siledad kolooniate servad. Mustad nooleotsad viitavad mitmekihilistele kolooniatele, punased

nooleotsad aga iihekihilistele kolooniatele. M36tldigud: (A) 200um, (B) 50um.
2.3.4. Ga; ja aktiini hulga kirjeldamine Western blot’iga

Ric8'"'* ja Ric8” ES rakkudes miirati Western blot meetodiga B-aktiini, Gaiz+, ja RIC8
valgu hulk. Western blot kinnitas, et Ric8” rakkudes ei siinteesita RIC8 valku (joonis 6A).
Jirgnevalt madrati rakkudes Gaiz, tase. Ric8/'" rakkudes oli Gazy valk kiill
ekspresseeritud, kuigi tase oli suhteliselt madal. Samas Ric8" ESrakkude puhul Gaz+, valk ei
olnud detekteeritav (joonis 6A). Ka varasemalt on nididatud Go subiihikute hulga drastilist
vihenemist Ric8” rakkudes valgu tasemel (Hampoelz jt., 2005; Gabay jt., 2011). Lisaks on
varasemalt Ric8” rakkude puhul niidatud B-aktiini vihenemist 40% vorra (Gabay jt., 2011).
B-aktiini detekteerimisel visuaalselt eridrasusi Ric8” ja Ric8'”/'* rakupopulatsioonide vahel ei
taheldatud (joonis 6A). Seetottu kasutati B-aktiini hulga kvantifitseerimiseks arvutiprogrammi
ImagelJ, kus iga pildiga viidi 1dbi kaks soltumatut modtmist ning tulemused keskmistati.
Kolme katse keskmisena oli Ric8” ES rakkudes p-aktiini hulk 21% viiksem kui Ric8'/""
rakkudes, olles statistiliselt olulise piirimail (P=0,055) (joonis 6B).Valgu koguse hindamiseks
kasutati kontrollina ES rakkudes laialdaselt ekspresseeritavat GAPDHd, mis niitas, et Ric8™

proovis on veidi rohkem materjali (joonis 6A).

A LOX -/~ B
- B-aktiini hulk rakkudes
100%
Ga. i o
11+2 s
2 60%
B-actin o
20%
GAPDH | oo s O%
" LOX -/-

Joonis 6. B-aktiini ja Go; valgu taseme vordlus Western blot’iga Ric8” ja Ric8'*'*™ ES rakkudes. (A) RIC8 ja
Gayysp Ning p-aktiinivalkude tase on Ric8” ES rakkudes vorreldes Ric8'™'™ ES rakkudega alla reguleeritud.
Valguliisaadi kontrolliks kasutati GAPDHd. (B) B-aktiini suhteline tase Ric8” rakkudes Ric8'™** rakkude
suhtes. P=0,055.
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2.4. Arutelu

G valkude nukleotiidivahetusfaktor RIC8 on loomariigis konserveerunud valk, millel on
kirjeldatud olulist rolli mitmetes mudelorganismides. RIC8 funktsiooni on Kkirjeldatud
rakkudes kdavi orientatsioonil, nérviiilekandes, adhesioonil ja migratsioonil (Nurrish jt., 1999;
Miller jt., 2000;Miller ja Rand, 2000; Tall jt., 2003; Afshar jt., 2004; David jt., 2005;Tall ja
Gilman, 2005; Woodard jt., 2010; Wang jt., 2011; Ma jt., 2012; Fuentealba jt., 2013).

Antud t66 iiheks eesmargiks oli uurida, kas Ric8”" ES rakuliin on vdimeline diferentseeruma
neuraalseteks eellasrakkudeks (NP rakud) ning nendest edasi moodustama neuraalseid rosette,
mis on heaks mudeliks mdistmaks in vivo toimuvat neuraaltoru moodustumist ja
nérvisiisteemi arengut (Abranches jt., 2009). Kuna varasemalt on kirjeldatud RIC8
funktsiooni asiimmeetrilisel jagunemisel, mis on oluline ka neuraalses diferentseerumisrajas,
siis otsustati kiesolevas td0s varasemalt tekitatud Ric8” rakke neuraalses suunas

diferentseerida.

Varasemalt ei ole ndidatud, et RIC8 mdjutaks rakkude diferentseerumist. Kiesolevas t60s
tehtud diferentseerumisraja markerite analiiiis qRT-PCRiga niitas, et Ric8” ES rakud olid
voimelised diferentseeruma NP rakkudeks, ldbides ka eelnevalt varase primaarse ektodermi
sarnase staadiumi. NP rakkude markeri Blbp puhul toimus neljandal diferentseerumispéeval
ekspressiooni kasvu pidurdumine ning Ric8'/'* rakkudes isegi langus, kuid see on ilmselt
tingitud nende proovide eripdradest ning ei ndita iildist tendentsi. Saadud tulemustest voib
jireldada, et RIC8 ei mdjuta rakkude vdimet diferentseeruda neuraalses suunas. Ric8” ES
rakkude diferentseerumine ei kulgenud siiski probleemideta, sest nii ES kui ka
diferentseeruvate rakkude staadiumis oli mirgata erinevusi Ric8” ja kontrollrakkude
morfoloogias. Téheldati, et Ric8” rakkude kolooniate servades on hulgaliselt tumedaid
lamendunud rakke, samas kontrollrakkude kolooniate servades ei olnud selliseidrakke
margata. Kirjanduses leiduvate kirjelduste pdhjal voib oletada, et need lamendunud rakud on
ldinud diferentseeruma mitteneuraalses suunas (Abranches jt., 2009; Stavridis jt., 2010).
Pohjus, miks Ric8” kolooniates on rohkem mitteneuraalses suunas diferentseerunud rakke, on
hetkel teadmata. Lisaks tidheldati, et Ric8” rakud ei suuda kasvada iihekihiliste kolooniatena
nagu kontrollrakud, vaid moodustavad mitmekihilisi rakukogumikke. Samuti olid Ric8"
rakkude kolooniad silmndhtavalt vdiksemad kui kontrollrakkude kolooniad. Loendatud
rakkude tildarv aga ei olnud Ric8” rakkude puhul nii palju viiksem kui kolooniate erinevuse
jargi eeldada vdiks. Seda ebakdla vdiks pdhjendada Ric8” kolooniate mitmekihilisus, sest
Ric8” mitmekihilisse kolooniasse v5ib koonduda pindala kohta rohkem rakke kui iihekihilisse

kontrollrakkude kolooniasse. Need erinevused Ric8” ja kontrollrakkude vahel ilmnesid
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toiterakkude (hiire embriionaalsed fibroblastid) vabas keskkonnas, kus rakud Kinnitusid
substraadile. Samas ES rakkude kasvatamisel Petri tassil, mis oli kaetud toiterakkudega, ei
olnud erinevusi kontrollrakkude ja Ric8” rakkude vahel mérgata. Eelnevad tulemused andsid
pShjuse oletada, et Ric8” rakud ei ole vdimelised korralikult substraadile kinnituma, kuid
rakk-rakk kontaktid on siilinud. Kuna rakud ei suuda korralikult moodustada fokaalseid
adhesioone ja substraadil laiali minna, siis nad pigem moodustavad mitmekihilisi kolooniaid.
Varasemalt on kirjanduses niidatud, et Ric8” rakud ei suuda kinnituda ekstratsellulaarse
maatriksi komponentidele, nagu fibronektiin ja laminiin (Ma jt., 2012; Fuentealba jt., 2013).
Seega antud t66 tulemused niitasid, et Ric8” ES rakuliini diferentseerimine neuraalses suunas
neil tingimustel on raskendatud. Seetottu loobuti kdesolevas t60s rakkude kasvatamisest
rosettideks. Edasistes uuringutes voiks eraldada neuraalseid tiivirakke (NS rakud) hiire
embriiotest, kellel on Ric8 geen neuraalsetes eellasrakkudes vilja 166dud ning kasvatada
neurosfddre (Louis ja Reynolds, 2010). Neurosfddrid on hdljuvad NS rakkude kogumikud,
mida kasvatatakse soOtmes ilma rakkude kinnitumist vdimaldava substraadita. Tdstes
neurosfadrid timber substraadiga kaetud Petri tassidele, peaksid neurosfidrid hakkama
lamenduma. Seega oleks vdimalik uurida, kas RIC8 olemasolu mojutab NS rakkude voimet
substraadile kinnituda, neurosfddrist vélja migreeruda ja neuraalseteks rakkudeks

diferentseeruda (Youn jt., 2009; Luo jt., 2011).

RIC8 moju erinevatele molekulaarsetele mehhanismidele ja ka adhesioonile on vahendatudGa
subiihikute kaudu. RIC8 funktsiooni nukleotiidivahetusfaktorina on naidatud Gaj, Goys, Gog
ja Gag subiihikute juures ning see mojutab mitoosikddvi orientatsiooni, virgatsainete
vabanemist neuromuskulaarses siinapsis, maitseretseptorite signaali {ilekannet ning mitmeid
teisi protsesse. Lisaks RIC8 funktsioonile GEFina on kirjeldatud ka valgu kéitumist
tSaperonina G valkude erinevatele subiihikutele. [Ima RICS8 valguta ei suudeta Ga subiihikuid
korralikult kokku pakkida ja voltida. Seetottu jaéb valesti volditud valk tsiitoplasmasse, kus ta
ara tuntakse ja degradeeritakse. Seega ei joua Go raku plasmamembraanile, kus ta edukaks
funktsioneerimiseks olema peab (Gabay jt., 2011; Chan jt., 2013). Kirjanduses on néidatud, et
Ric8” ES rakkudes on vihenenud G valgu subiihikute Gai, Gagz, Gog, Go, ja ka GB hulk
(Hampoelz jt., 2005; Gabay jt., 2011). Kiesoleva t66 tulemustest selgus, et Ric8”" rakkudes
oli Gaii+2 valk vorreldes kontrollrakkudega alla reguleeritud. Siiani avaldatud andmete pdhjal
voOib oletada, et RIC8 on universaalne G valkude funktsiooni reguleerija organismis. Seega
voib RIC8 moju rakkude adhesioonile seletada Ga subiihikute vahendatud signaaliradade
kaudu. Gayzrolli on ndidatud fokaalse adhesiooni pdhivalgu integriini esmases aktivatsioonis

(Nieswandt jt., 2002) ja ligandi seondumisele jargnevas signaalirajas (Shen jt., 2012). Seega,
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kui RIC8 puudumine pohjustab Gays subiihiku ebakorrektset voltumist ja sellest tulenevat
degradeerimist, siis védheneb selle subiihiku hulk plasmamembraanil. Goysz suudab aga
integriini signaalirada mojutada vaid siis, kui paikneb plasmamembraanil ja on aktiveeritud
GPCR retseptori voi retseptorist sdltumatu RIC8 poolt. Seega vdib RIC8 reguleerida Go
hulka 1dbi RIC8 tsaperoni voi retseptorist sdltumatu GEFi funktsiooni (joonis 7). Ga
subtihikud on olulised integriini aktivatsiooni initsiatsioonis, muutes integriini ligandile
afiinsemaks. Go subiihikute puudumisel aktiveerub seega selles etapis vdhem integriine, mis
suudaks ligandi siduda (Nieswandt jt., 2002). Edasises t60s saaks seda lihtsalt kontrollida
Western blot’il v6i immuunotsiitokeemilise analiilisiga, kasutades antikehi, mis tunnevad
rakkudes &ra totaalse integriini ja aktiveeritud integriini. Kdesolevas to0s see ei dnnestunud,
sest olemasolevad inimese vastased totaalse ja aktiivse integriini antikehad hiire rakkudel ei
tootanud. Oletada voib, et Ric8” rakkudes on totaalse integriini hulk sama ja aktiivse
integriini hulk vdiksem kui kontrollrakkudes, mis tdestaks RIC8 olulist rolli integriinide
aktivatsioonil. Kdik integriinid ei jaa siiski aktiveerimata, sest aktivatsioonil mangib lisaks Ga
subtihikutele rolli palju muid olulisi valke. Seega seovad aktiveeritud integriinid raku
kokkupuutel ekstratsellulaarse maatriksiga ligandi, kuid sellest edasine signaalirada on RIC8
olemasoluta puudulik. Nimelt ei ole siis aktiivset Gaysz subiihikut, mis seonduks integriini 3
subtihiku kiilge ja aktiveeriks c-Src kinaasi (Shen jt., 2012). See omakorda on aga vajalik, et
fosfortiiilida mitmeid teisi fokaalse adhesiooni kompleksis olevaid valke ja kanda signaal
edasi aktiini tsiitoskeletile (Arthur jt., 2000). Uks sellistest fokaalse adhesiooni kompleksi
valkudest, mille fosforiiiilitud vormi vihenemist on Xenopus’e Ric8” rakkudes hiljuti
naidatud, on paksilliin (Fuentealba jt., 2013). Lisaks on aktiveeritud c-Src vajalik RhoA
signaaliraja inhibeerimiseks, et voimaldada rakkude levimist substraadil (Arthur jt., 2000;
Gong jt., 2010) (joonis 7). Seega voib kirjanduse pdhjal iisna kindlalt véita, et RIC8
puudumisel on inhibeeritud Gajs-vahendatud integriini signaalirada, mistottu ei teki fokaalsed
adhesioonid raku ja ekstratsellulaarse maatriksi vahel. Uute fokaalsete adhesioonide teke on
aga vajalik rakkude kinnitumiseks ja levimiseks substraadil. Eelnev on ka tdendoliselt
pdhjuseks, miks Ric8” rakud ei suuda korralikult ekstratsellulaarsele maatriksile kinnituda ja

moodustavad mitmekihilisi kolooniaid.
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Joonis 7. RIC8 oletatav roll tsaperoni ja nukleotiidivahetusfaktorina Ga subiihikutel, mis on olulised
integriini ja RhoA signaalirajas. RIC8 seondub ribosoomidelt siinteesitud Ga subiihikule ja aitab koos teiste
tSaperon valkudega (néditeks CCT) Ga subiihikut voltida ja kokku pakkida. Edasi transporditakse nukleotiidivaba
Ga seotult RIC8-ga raku plasmamembraanile, kus ta moodustab inaktiivse kompleksi GBy subiihikutega. Sellist
inaktiivset kompleksi on vdimeline aktiveerima ligandi seondumine GPCR retseptorile, vahetades GDP GTP
vastu. GDP-GTP vahetust v0ib teostada ka retseptorist sdltumatu nukleotiidivahetusfaktor RIC8. GTPga
aktiveeritud Ga subiihikul on edasi kaks voimalust: 1) siniste nooltega rada — Ga-GTP aktiveerib RhoGEF valgu
ja pohjustab sellega RhoA signaaliraja aktiveerumise, mis viib rakkude kontraktsiooni, stressifiibrite tekke ja
aktiini poliimerisatsioonini. See rada on aktiivne rakkude migratsiooni ajal. 2) punaste nooltega niidatud rada —
Kui integriin seob ligandi, milleks on mdni ekstratsellulaarse maatriksi komponent, seondub Ga-GTP hoopis
intregriini B subiihiku kiilge. Seejérel aktiveerub integriiniga seotud c-Src kinaas, mis omakorda aktiveerib
RhoGAP valgu, pdhjustades RhoA signaaliraja inhibeerimise. See rada on aktiivne rakkude Kkinnitumisel

substraadile,vdimaldades rakkudel substraadil laiali minna. (Modifitseeritud Gabay jt., 2011 ja Shen jt., 2012
jargi).

Kuna fokaalsete adhesioonide teke soltub imberkorraldustest aktiini tsiitoskeletis, siis uuriti
muutusi ka aktiini koguses. Eelnevalt on Ric8” ES rakkudes niidatud B-aktiini vihenemist
40% vorra ja poliimeriseerunud F-aktiini vihenemist 70% vorra, mis viitab sellele, et RICS8

mojutab nii B-aktiini siinteesi kui ka selle poliimeriseerumist (Gabay jt., 2011). Kéesolevas
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t66s kasutatud Ric8”" ES rakkude puhul leiti, et -aktiini hulk oli vdrreldes kontrollrakkudega
ligikaudu 20% vorra viahenenud, ehkki mitte statistiliselt olulisel méaaral (P=0,055). RICS8 rolli
[-aktiini hulga reguleerimises pole tdpsemalt uuritud ja seega on see hetkel ebaselge. Edaspidi
voiks kontrollida, kas Ric8” rakkudes on B-aktiin alla reguleeritud ka mRNA tasemel. Kui
tulemus néitab, et mRNA tase on Ric8” ja kontrollrakkudes sama, siis jarelikult on probleem
B-aktiini translatsioonis. Selles rajas on ndidatud olulist rolli c-Src kinaasil (Hiittelmaier jt.,
2005), mille aktivatsiooni v3ib seostada Ga ja GBy valkudega (Ma jt., 2000; Gentili jt., 2006;
Shen jt., 2012), mis on Ric8” rakkudes alla reguleeritud (Hampoelz jt., 2005; Gabay jt., 2011).
See voib olla iiks voimalus, kuidas RIC8 mojutab B-aktiini hulka, kuid seda tuleks kindlasti
tipsemalt uurida. Kirjanduses niidatud F-aktiini osakaalu vihenemine Ric8” rakkudes on
seletatav RhoA signaaliraja kaudu. RhoA on vdike G valk, mis on aktiivses olekus seotud
GTPga. GDP vahetamist GTP vastu viivad ldbi mitmed RhoGEFd. Eelnevalt on ndidatud
erinevate RhoGEFde aktiveerimist Goigis ja Gogai poolt (Vogt jt., 2003; Momotani ja
Somlyo, 2012). Ric8” rakkudes, kus Go subiihikute hulk ja aktiveerimine on vihenenud, ei
suudeta seega aktiveerida kdiki RhoGEFe ja vidheneb RhoA-GTP hulk, mida on ka varasemalt
ndidatud (Gabay jt., 2011). RhoA-GTP vidhenemine pdhjustab aktiini kiiremat
depoliimerisecerumist, sest ei inhibeerita depoliimeriseerivat faktorit kofiliini (Maekawa jt.,
1999). Lisaks aktiveeritakse siis viahem profiliini, mis on vajalik aktiini poliimeriseerumiseks
(Watanabe jt., 1997). F-aktiini vdhenemise tottu on vdhem ka aktiini filamentidest
moodustunud struktuure: stressifiibreid, membraanseid kurde ja filopoode (Gabay jt., 2011;
Wang jt., 2011). Need on olulised nii fokaalsete adhesioonide moodustamisel kui ka rakkude

migratsiooni juhtimises.

Kirjanduse ja kdesolevas tods leitud tulemuste pohjal voib jireldada, et RIC8 ei mdjuta ES
rakkude diferentseerumist neuraalseteks eellasrakkudeks, kuid mojutab rakkude adhesiooni
ekstratsellulaarse maatriksiga. Nimelt kditub RICS8 tsaperoni ja nukleotiidivahetusfaktorina
Ga valkude puhul, mis omakorda signaliseerivad nii integriinide kui ka RhoA signaalirajas.
Integriini rada on vajalik rakkude kinnitumiseks ekstratsellulaarsele maatriksile ja RhoA rada
aktiini poliimeriseerumiseks ja erinevate aktiinist soltuvate membraanistruktuuride tekkeks.
Seetdttu vdib viita, et Ric8” rakkudel onprobleeme ekstratsellulaarsele maatriksile
kinnitumisega ja migreerumisega. Tulevikus voikskeskenduda RIC8 puudusest tulenevate

adhesiooniprobleemide tdpsemale kirjeldamisele molekulaarsel tasemel.
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KOKKUVOTE

Heterotrimeersed G valgud on olulised mitmetes erinevates signaaliradades, osaledes néiteks
fokaalseid adhesioone moodustavate integriinide rajas ja aktiini tsiitoskeletti mojutavas RhoA
signaalirajas. Kéesoleva t60 eesmargiks oli kirjeldada Ga valkude juures tSaperoni ja
nukleotiidivahetusfaktori rolli tditva RIC8 moju ES rakkude diferentseerumisele neuraalses
suunas ja rakk-maatriks adhesioonile. Selleks kasutati t66 eksperimentaalses osas hiire ES
rakuliini, kus Ric8 geeni neli esimest eksonit on Cre-rekombinaasi poolt vilja 16igatud. ES
rakkude diferentseerumise iseloomustamiseks kasutati qRT-PCRi, adhesiooni kirjeldamiseks
vaadeldi diferentseeruvate rakkude morfoloogiat ning Western blot’iga tuvastati p-aktiini ja

Ga; valgu kogused.
To606 kokkuvotteks tehti jirgmised jéreldused:

e Eelnevalt tekitatud Ric8” ES rakkudes on Ric8 esimesed neli eksonit vilja 13igatud ja
mRNAd ega valku ei siinteesita.

e RIC8 puudumine ei mojuta ES rakkude vdimet diferentseeruda neuraalseteks
eellasrakkudeks.

e Neuraalses suunas diferentseeruvate Ric8” rakkude kolooniad on vérreldes
kontrollrakkude kolooniatega viiksemad ja mitmekihilised ning leidub rohkem
mitteneuraalses suunas diferentseerunud rakke.

e Ric8” rakkudes on viihenenud Gai1+2 Valgu hulk ning tdenéoliselt ka B-aktiini hulk.
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Characterization of mouse Ric8” embryonic stem cells

Carolin Ruven
Summary

Heterotrimeric G proteins are important signalling molecules that have been discovered to
play crucial role in mediating cellular processes in response to external signals. G protein
signalling cascades regulate many processes that are important for the development of an
organism. RIC8 has been proven to function as a chaperone and a nucleotide exchange factor
for Ga subunits. Identifying the roles of RIC8 is important because Ga-mediated signalling is
one of the key components of many different regulatory mechanisms in our bodies.
Previously it has been described that Ric8 mutant mice display many serious developmental
defects and they die at early embryonic age. To find the exact reasons for these defects, the
role of RIC8 in processes like cell proliferation, differentiation and migration should be
identified.

The aim of the present study was to describe the role of RIC8 in neural differentiation, cell-
matrix adhesion and actin cytoskeleton using the previously generated Ric8”" embryonic stem
cells (ES cells).

Present study showed that the amount of Ga; in Ric8” cells was downregulated confirming
the role of RIC8 as a chaperone and nucleotide exchange factor for Go subunits. In
differentiation experiment, RIC8 was shown not to affect the ability of ES cells to
differentiate into neural progenitors. However, some morphological differences were seen
between Ric8” and control cells. Ric8” cell colonies were remarkably smaller than control
cell colonies and unable to grow as monolayers. It was inferred that this is due to the
problems in cell-matrix adhesion caused by interruptions in integrin signalling pathway. Also,
the probable reduction of B-actin proved the important role of RIC8 in the regulation of actin
cytoskeleton. However, the exact molecular mechanisms by which RIC8 affects these

processes still remain to be discovered.
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tekitamise eest laboris.
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