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KASUTATUD LUHENDID

AP-20 - Activating enhancer-bindign protein 2a, transkriptsioonifaktor

ASD - atrial septal defect, kodadevahelise seina defekt

Baf60c - BRG1-associated factor 60C, kromatiini modifitseeriv valk

BAV - bicuspid aortic valve, bikuspidaalne aordiklapp

Bmp - Bone morphogenic protein, luu morfogeneetiline valk

cdk4 - cyclin dependent kinase 4

DORV - double outlet from right ventricle, topelt viljavool paremast vatsakesest
E(6.5) - (6.5) embriionaalne piev

EMT - epiteliaal-mesenhiimaalne transitsioon

Fof - Fibroblast growth factor, fibroblasti kasvufaktor

Gata(4) - GATA binding protein (4), Zn-sdrm perekonna transkriptsioonifaktor
Hand1/2 - Heart and neural crest derivatives expressed 1/2, bHLH perekonna TF
Hcnd - hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 4,

kaltsiumi kanali valk

Hprt - hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase, Hprt hiipoksantiin-guaniin

fosforibostiiiltransferaasi

IAA - interrupted aortic arch

Isl1 - ISL LIM homeobox 1, homeodomeeni sisaldav transkriptsioonifaktor
Mef2c - Myocyte enhancer factor 2c, MADS box transkriptsioonifaktor
Mespl/2 - Mesoderm posterior 1/2, bHLH perekonna transkriptsioonifaktorid
miRNA - micro RNA

Msx1/2 - Muscle-segment homeobox 1/2, homeodomeeni sisaldav TF

NH - neuraalhari

Nkx2.5 - NK2 homeobox 5, homeodomeeni sisaldav transkriptsioonifaktor

nls - nuclear localisation signal/sequence, tuumalokalisatsiooni signaal
PFA - paraformaldehiitid



pHH3

PTA

gRT-PCR

Sema3C
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SSv

Thx(5)
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VVK
Whnt
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- phospho-histone H3, fosfo-histoon H3

- persistent truncus arteriosus, piisiv aorditiivi

- quantitative real-time PCR, kvantitatiivne reaalaja PCR
- Semaphorin 3C

- Sonic hedgehog

- sekundaarne siidamevali

- T-box (5), T-box jarjestust seondav transkriptsioonifaktor
- transkriptsioonifaktor

- Transforming growth factor f, transformeeriv kasvufaktor f3
- Tetralogy of Fallot, kaasasiindinud stidamedefekt

- viljavoolukulgla

- Wingless Int

- 5-bromo-4-kloro-3-indoliiiil-B-D-galaktopiiranosiid

- B-galaktosidaas



SISSEJUHATUS

Stidame morfogenees on kompleksne protsess, mis holmab mesodermi ja ekto-
mesenhiimaalsete rakkude spetsifikatsiooni, proliferatsiooni ja diferentseerumist erinevateks
rakutiitipideks. Siidametoru lingustumisel migreeruvad eellasrakud embriionaalsesse
siidamesse ning diferentseerudes moodustuvad peamise osa aordi, kopsuarteri ja vasaku
vatsakese rakkudest. Kaasasiindinud siidamedefektid on pdhjustatud nii kardiaalsete kui ka
ekstrakardiaalsete rakkude transkriptsiooni- ja signalisatsioonivorgustiku hiiretest. Sellest
tulenevalt vOimaldab voOrgustike selgitamine moista siidamedefektide tekkepdhjusi ning

kavandada geeni- ja rakuteraapiat.

Gata3'e suhtes null-mutantsetel hiirtel (Mus musculus) esinevad mitmed siidame
arengudefektid: vatsakeste vaheseina defekt, persistentne aorditiivi ja topelt véljavool
paremast vatsakesest. Nende védrarengute pohjuseks arvatakse olevat véljavoolukulgla
hiipoplaasia ning héired siidame lingustumisel. Lisaks on transkriptsioonifaktor Gata3 oluline
regulaator sisekdrva, neerude, nirvisiisteemi, neerupealiste, kilpnddrme ja tliimuse arengus.
Inimsestel pohjustab GATA3'e haplopuudulikkus sensorineuraalset  Kkurtust, neeru

arenguhdireid, hiipoparatiireoidismi ning moningatel juhtudel ka vatsakeste vaheseina defekte.

Kéesolevas magistritoos analiiiisitakse Gata3-nls-lacZ ajalis-ruumilist ekspressiooni siidame
varases arengus siidametoru moodustumisel. Edasi ndidatakse transgeeni kolokatsiooni
migreeruvates siidame neuraalharja markeritega rakkudes, mis osalevad aordi, kopsutiive ja
aordikaare arterite morfogeneesil. Analiiiisitakse Gata3"® embriiotes neuraalharja rakkudega
toimunud muutusi  ning kirjeldatakse in situ hiibridisatsiooni ja gRT-PCR abil
ekstrakardiaalsete rakkude migratsiooni, proliferatsiooni ja diferentseerumisel osalevate

faktorite ekspressiooni muutusi Gata3"® embriiotes.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Kardiogeense mesodermi kujunemine

Kardiogeensed eellasrakud migreeruvad gastrulatsiooni kédigus (6.5 embriionaalsel péeval,
E6.5) 1abi iirgjuti lateraalplaadi mesodermi, mis 1dhenemisel moodustadab splanhnilise ja
somaatilise lestme (Saga jt, 1996; Saga jt, 1999). Peamisteks markeriteks, mis tdhistavad lébi
iirgjuti migreeruvaid presumtiivse siidame mesodermi rakke on bHLH (basic Helix Loop
Helix)  perekonda kuuluvad Mespl ja Mesp2 (Mesoderm  posterior 1/2)
transkriptsioonifaktorid (TF'id) (Bondue ja Blanpain, 2010; Kitajima jt, 2000). Mespl/2
knock-out hiirtes pole siidame mesodermi rakud vdimelised migreeruma ja siidame
mesodermi ei moodustu (Kitajima jt, 2000). Bondue jt (2008) néitasid, et Mespl aktiveerib
otseselt siidame mesodermi arengul keskseid kardiogeense vilja markerfaktoreid Nkx2.5,
Gata4/6 ja Thx3 ning inhibeerib pluripotentsuse sdilumisel osalevate faktorite ekspressiooni.
Eellasrakkude migratsiooni juhivad lisaks Mespl/2 TF'idele ka Fgf8 (Fibroblast growth
factor 8), kanoonilised ja mitte-kanoonilised Wnt signaalid (Ciruna ja Rossant, 2001; Yue jt,
2008). Migratsiooni jargselt reguleeritakse Mesp1/2 TF'ide ekspressioon lateraalplaadis alla
ning siidame mesoderm on erinevate TF'ide ja signaalimolekulide ekspressiooni jérgi
lahknenud mitmeks eellasrakkude populatsiooniks (Joonis 1) (Cai jt, 2003; Ilagan jt, 2006;
Spater jt, 2013; Watanabe jt, 2010).

Sudame mesgderm

MesP1
(mmmmmmnas e d((@ecnnaanns >
Endokardi eellasrakud l Epikardi eellasrakud
_ghigh - : wert
Flk-1 Miiokardi

eellarrakud
Isl-1*/Fik-10W

I i 1

Esimene siidamevili Teine siidamevali
Ish-1"/Nkx2-5*/Tox-5* Isk-1*/Nkx2-5*
- 1 g
Sekundaarne Posterioorne
stidamevali sudamevali
Isl-1*/Fgr10*/Tox-1*/Foxh1* Ist-1*/0sr-1*Hoxb1*
(@ u (@ ]
Kodade Atrioventrikulaar Vasaku vatsak Parr'ma Aordi Kopsuarteri Atrioventrikulaar Venoosne
vat R
oL R 7 Loy = T miiotsiiiidid miiotsuiudid kanal poolus
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- O e S e '
i = Gut (@)
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Joonis 1. Siidame eellasrakkude populatsioonid ja neid kirjeldavad markerid. (Van Vliet jt, 2012 jérgi).
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Kuigi embriionaalsetes tiivirakkudes on Mespl/2 signalisatsioon piisav mesodermaalsete
eellasrakkude diferentseerumiseks epi-, endo- ja miiokardiaalseteks rakutiiiipideks, on in vivo
stidame areng kontrollitud ka timbritsevatest kudedest parinevate signaalide poolt (Bondue jt,
2008). Edasine mesodermi diferentseerumine indutseeritakse piirkonnas kus on madal Wnt,
Shh (Sonic hedgehog) ja korge Fgf ning Bmp (Bone morphogenetic protein) signaalide tase
(Joonis 2) (Van Vliet jt, 2012). Ka ekto- ja endodermist parinevad induktiivsed Fgf2/4/8, Shh,
mitte-kanoonilised Wnt ja Bmp signaalid ning kanooniliste Wnt signaalide antagonistid
(Joonis 2) mojutavad kardiogeensete rakkude varajast arengut. Somaatilisest mesodermist,
neuraalplaadist ning seljakeelikust périnevad kanoonilised Wnt signaalid ning Bmp
antagonistid aga omavad inhibeerivad moju siidame edasisele diferentseerumisele (Joonis 2)

(Brand, 2003; Evans jt, 2010; Tirosh-Finkel jt, 2010; Zaffran ja Kelly, 2012).

inhibitoorsed signaalid
(Bmp inhibiitorid)

inhibitoorsed signaalid

neuraalplaat (kanooniline Wnt)

pea
mesoderm

ektoderm 1 2 (Bmp)
kardiogeenne 11 A r
mesoderm 4 >

: s 7 W induktiivsed signaalid
endoderm (Bmp, Fgf, Shh, mitte-

kanoonilised Wnt,

kanoonilised Wnt
inhibiitorid)
i BMP gradient

AWnt gradient

induktiivsed signaalid

Joonis 2. Kardiogeense mesodermi kujunemisel osalevad signaalid. Joonisel on kujutatud embriio ristldik, millel
on nididatud induktiivsed (nooled) ja inhibitoorsed (tdhistatud T-ga) signaalid, mis osalevad kardiogeense

mesodermi kujunemisel (tdhistatud kollaselt) (Cyganek jt, 2013 jargi).

1.2. Esimene ja teine siiddamevaili

E7.5 on bilateraalselt paiknev esimene siidamevili defineeritud Gata4 (GATA binding protein
4), Tbx5 (T-box 5) TF'ide ja kromatiini modifitseerivate valkude Baf60c (BRG1-associated
factor 60C) ekspressiooni kaudu (Bruneau jt, 2013; Evans jt, 2010; McCulley ja Black, 2012).
Edasi moodustavad esimese siidamevilja rakud saarekesi, milledes ekspresseeritakse keskseid
TF'e Nkx2.5 (NK2 homeobox 5), Hand1 (Heart and neural crest derivatives expressed 1) ning

stidamelihase spetsiifilisi valke kodeerivaid geene nt Hcn4 (hyperpolarization activated cyclic
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nucleotide-gated potassium channel 4), cardiac actin ja myosin light chain 2a (Bruneau jt,
2001; Dodou jt, 2004; McCulley ja Black, 2012; Spéter jt, 2013; Zhang jt, 2014). Arengu
kulgedes saarekesed liituvad ning moodustavad eraldatud endokardiaalsed véadid
(cardiogenic cords), mis E8 ventraalse voltumise kédigus tihinevad (Buckingham jt, 2005).
Siiani paralleelselt arenenud veresoonkond (IGpusekaare arterid ja rebu-veenid) liitub
siidametoru arteriaalse ja venoosse poolusega ning algab iihtne embriionaalne vereringe.
Stidametoru vooderdab seest endokard ja katab miioepikardiaalne mantel (Buckingham jt,
2005). Miioepikardi poolt toodetud ekstratsellulaarsesse maatriksisse e siidame tarrendisse
migreeruvad  hiljem epiteliaal-mesenhiimaalse  transitsiooni ldbinud endokardi ja
ektomesenhiimaalset péritolu neuraalharja rakud (Phillips jt, 2013). Esimesest siidamevilja
Thx5 ja Nkx2.5 positiivsetest rakkudest moodustub enamus vasaku vatsakese ja kodade
miiokardist (Van Vliet jt, 2012).

Teine eellasrakkude populatsioon, mis paikneb siidamesirbi suhtes dorso-mediaalselt, on
kirjeldatud Isl1 (ISL LIM homeobox 1), Mef2c (Myocyte enhancer factor 2c¢), Thx1, Nkx2.5 ja
Gatad4 TF'ide ekspressiooniga (Joonis 3) (Cai jt, 2003; Prall jt, 2007; Zhang jt, 2014). Neist
moodustuvad viljavoolukulgla (VVK), parema vatsakese ja osa kodade miiokardist (Cai jt,
2003)[1. VVK'st moodustuva aordi ja kopsutiive proksimaalse osa lihaskest périneb teise
siidamevilja rakkude alam-populatsioonist, mida nimetatakse sekundaarseks voi anterioorseks

stidameviéljaks (Waldo jt, 2001).

3-4somites, E7.5 b

6 - 8 somites, E8 c d
()
e
f %
e

11-13 somites, E8.5
Joonis 3. Esimene ja teine siidamevili. (A) Stidamesirbi staadiumis E7.5 paiknevad teise siidamevilja rakud

(A)

o

(roheline) diferentseerunud esimese siidamevélja rakkude (punane) suhtes mediaalselt moodustades pideva
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rakkude populatsiooni. (B) Embriio ventraalsel voltumisel E8 moodustunud siidametoru suhtes paiknevad teise
stidamevélja rakud neelu endodermi (kollane) suhtes. (C) Siidametoru lingustumisel, pikenemisel ja edasisel
arengul vanuses E8.5 lisatakse teise siidamevilja rakke nii arteriaalsesse kui ka venoossesse siidametoru

poolusele (sinine). Joonis Cai jt, 2003 jérgi.

Embriio ventraalsel voltumisel paigutuvad teise stidamevilja rakud neelu mesenhiiiimi, asudes
nliid siidame suhtes anterioorselt ja dorsaalselt (Buckingham jt, 2005). ES8.5 algab
sidametoru kiire kasv, mis toimub ennekdike rakkude lisandumise tulemusena nii
arteriaalsesse kui ka venoossesse poolusesse (Joonis 3) (van den Berg jt, 2009). Paralleelselt
rakkude proliferatsiooni, migratsiooni ja diferentseerumisega toimub siidametoru
lingustumine, kus definitiivsed siidame struktuurid paigutuvad oma kohtadele (Buckingham
jt, 2005).

Rakkude diferentseerumisel kardiomiiotsiilitideks jagunemine aeglustub, mistdttu on
normaalseks organogeneesiks oluline piisav eellasrakkude hulk (van den Berg jt, 2009). Teise
stidamevélja rakkude proliferatsioon on otseselt reguleeritud Thx1, Nkx2.5 ja Isll TF'ide
poolt (Cai jt, 2003; Chen jt, 2009; Prall jt, 2007). Isl1 ekspresseerivad eellasrakud paiknevad
splanhnilises mesenhiiiimis ja ventraalselt neelu endodermis ning nende puudumisel tekivad
héired siidametoru lingustumisel ning parema vatsakese ja VVK aplaasia (Cai jt, 2003). Isl1
ekspressioon on vajalik teise siidamevélja rakkude hoidmiseks proliferatiivses seisundis ning
nende diferentseerumise inhibitsiooniks (Cai jt, 2003; Yang jt, 2006)71. Tbx1 puudumisel
toimub eellasrakkude enneaegne diferentseerumine ning tulemusena esinevad VVK ning
16pusekaare arengudefektid (Zhang jt, 2006). Hiljem on niidatud, et Isll'e ja Tbxl1'e poolt
vahendatud neelu mesenhiitimi rakkude proliferatsioon ja migratsioon toimib ldbi Fgf8/10
signalisatsiooni (Joonis 4) (Chen jt, 2009; llagan jt, 2006; Park jt, 2006; Rochais jt, 2009;
Watanabe jt, 2010)(1. Fgf8 suhtes null-mutantsed embriiod surevad gastrulatsioonis, ent
konditsionaalse knock-out tehnoloogia abil on ndidatud, et mesodermaalsel Fgf8/10
puudumisel esinevad lisaks VVK ja parema vatsakese hiipoplaasiale ka aordikaare arterite
anomaaliad (Park jt, 2006; Watanabe jt, 2010). Sarnased defektid siidame anterioorsel
poolusel esinevad ka kanoonilise Wnt signalisatsiooni puudumisel, mis otseselt reguleerib Fgf

signaalide vahendatud Isl1 positiivsete rakkude proliferatsiooni (Cohen jt, 2007).

Stidame lingustumisel algab neuraalharja péritolu rakkude migratsioon modda arenevate
10pusekaare arteritega kiilgnevat mesenhiitimi. Neuraalharjast (NH) parinevad rakud osalevad
stidamest ldhtuvate peamiste arterite, VVK, poolkuuklappide, parastimpaatiliste ganglionite ja

pargarterite arengul (Arima jt, 2012; Phillips jt, 2013; Tian jt, 2013; Tomita jt, 2005).



Varasemalt on ndidatud, et parast NH ablatsiooni tekib hiipoplastiline VVK, mis pdhjustab
hiireid siidametoru lingustumisel (Yelbuz jt, 2002). Hutson jt (2006) niitasid, et siidame NH
eemaldamisel Fgf8 konsentratsioon neelu mesenhiiiimis tduseb ning tekivad
tileprolifereerunud teise siidamevilja rakud. Siidame arengudefektid on NH ablatsiooniga
ning konditsionaalsetes Thx1 ja Isl1 knock-out embriiotes fenotiiiibilt sarnased. Regulatsiooni
héireid tihendavaks liiliks nédib olevat Fgf8, sest nii teise siidamevélja kui ka NH rakkude
migratsioon ja proliferatsioon on tundlikud Fgf8 taseme suhtes (Hutson jt, 2006; Zaffran ja
Kelly, 2012).

B-catenin Shh Diff%exr;t/igtion
S B
o Isl1 Tbx1 /
B )
Mef2c Fgf8

e -

NC cells Fgf10

Gata Bop
N l BMP
Hand?2
Differentiation Proliferation
Survival
Migration

Joonis 4. Sekundaarse siidamevilja arengut reguleerivad TF'id ja signaalimolekulid. Joonis modifitseeritud kujul
Rochais jt, 2009 jargi.

Neelu endodermist parinevad Fgf8 signaalid mdjutavad nii sekundaarse siidamevélja kui ka
neuraalharja rakkude proliferatsiooni (llagan jt, 2006; Park jt, 2006). Lisaks Fgf8'le on ka
endodermaalsed Shh signaalid vajalikud elumuseks rakkudele, mis osalevad VVK
pikenemisel ja eraldumisel aordiks ja kopsutiiveks (Goddeeris jt, 2007). Jargnevalt on
ndidatud, et Shh signaalid indutseerivad mesenhiiiimist rakkude migratsiooni siidame

arteriaalsesse ja venoossesse poolusesse (Hoffmann jt, 2009).

Rakkude migratsioonil siidame arteriaalsesse poolusesse reguleeritakse Isll ja Tbx1
ekspressioon alla ning rakud suunatase diferentseeruma (Prall jt, 2007; Y. Watanabe jt, 2012;
Yang jt, 2006). Miiokardi diferentseerumist ja lingustumist reguleerib Tbx1, Tbx2 ja Tbx3
TF'ide vorgustik (Joonis 4). Tbx1 aktiveerib otseselt Tbx2/3 ekspressiooni, mis omakorda

indutseerivad Bmp4 ning miiokardi spetsiifiliste geenide ekspressiooni (Chen jt, 2009;
10



Mesbah jt, 2012)[]. Bmp4 signaalide toimel ekspresseeritakse miRNA'd (micro RNA), mis
suruvad alla proliferatsioonil osalevate faktorite transkriptsiooni (Wang jt, 2010)(J. Samuti
aktiveerivad Bmp signaalid diferentseerumisel osalevate TF'ide ekspressiooni (Liu jt, 2004;
Tirosh-Finkel jt, 2010; Wang jt, 2010). Bmp signaalide vahendatud diferentseerumist
vahendavad Msx1/2 (Muscle-segment homeobox 1/2) TF'id, mis inhibeerivad neelu
mesenhiilimis proliferatsiooniga seotud Fgf8 signaale (Chen jt, 2007; Tirosh-Finkel jt, 2010).
Signaalimolekulidest suunavad rakke diferentseeruma ka mitte-kanoonilised Wnt signaalid,
mis inhibeerivad teise siidamevilja derivaatides kanoonilist Wnt signaalirada (Cohen jt,
2012).

Lisaks osalevad kardiomiiotsiilitide diferentseerumisel ja siidame morfogeneesil ka Isll,
Hand2, Nkx2.5, Mef2c ja Gata4/6 TF'ide vorgustik (Joonis 4) (Prall jt, 2007; Waldo jt, 2001).
Siidame mesodermist konditsionaalne Nkx2.5 eemaldamine pohjustab hiipoplastilist VVK'd
ning stidametoru lingustumise defekte, mis on otseselt seotud vihenenud proliferatsiooni ja
kdrgenenud Bmp?2 signaalidega neelu mesenhiitimis (Prall jt, 2007). Nkx2.5, Isll ja Gata
perekonna TF'id aktiveerivad siidame arteriaarsel poolusel Mef2¢c ekspressiooni, mis on
vajalik siidame kontraktsiooni eest vastutavate valkude ekspressiooniks (Clark jt, 2013;
Dodou jt, 2004). Normaalseks VVK ja parema vatsakese morfogeneesiks on vajalik ka Mef2c
transkriptsioonilise mirklaua Bop ekspressioon (Phan jt, 2005)[1. Bop geenilt kodeeritakse
kromatiini modifitseeriv valk, mis koos Gata4'ga aktiveerivad Hand2 ekspressiooni (Joonis 4)
(Dodou jt, 2004; Gottlieb jt, 2002; Phan jt, 2005; Zeisberg jt, 2005)[1. Hand2, Mef2¢ ning
Bmp otsesed mirklauad Gata4/6 aktiveerivad neelu mesodermi derivaatides diferentseerunud

miiokardile omaste markerite ekspressiooni (Zhao jt, 2008).

1.3. Gata perekonna transkriptsioonifaktorid

Gata valguperekond koosneb kuuest konserveerunud (Gatal — 6) tsink-sorm motiivi
sisaldavast transkriptsioonifaktoritst, mis seonduvad [A/T]GATA[A/G] promootor
jarjestustele, reguleerides mitmete kudede diferentseerumist, proliferatsiooni ja apoptoosi
(Lowry ja Atchley, 2000). Gata faktorite mirklaudgeenid on osati kattuvad ja vdivad liksteise
funktsioone kompenseerida. Samuti vdivad Gata TF'id transkriptsiooni regulatsioonil
moodustada homo- ja heterodimeere, mis muudab regulatsioonimehhanismide uurimise
veelgi kompleksemaks (Bates jt, 2008). Enamjaolt on Gata geenide null-mutatsioonid
letaalsed va Gata5, mille puudumisel esineb bikuspidaalne aordiklapp (Laforest jt, 2011).

Gatal/2/3 on ekspresseerunud laialdaselt hematopoeetilises slisteemis. Gatal osaleb
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megakariotsiiiitide, eriitrotsiiiitide ja eosinofiilide diferentseerumisel ning Gata2
hematopoeetiliste tiivirakkude proliferatsioonil (Harigae, 2006). Gata4/5/6 reguleerivad
otseselt slidame eellasrakkude spetsifikatsiooni ja diferentseerumisega seotud geenide

ekspressiooni (Kodo jt, 2009; Watt jt, 2004).

Gata4 suhtes null-mutantsed embriiotel esinevad hédired siidametoru moodustumisel ja
rakkude proliferatsioonil, kus Gata4 aktiveerib otseselt rakutsiikli regulaatoreid nagu cyclin
D3 ja cdk4 (cyclin dependent kinase 4) (Rojas jt, 2008). Haplopuudulikkus GATA4 geeni
suhtes pohjustavad inimestel kaasasiindinud siidamedefekte, millest levinumad on kodade-,
vatsakeste ja kodade-vatsakeste vahelise seina defektid (Nemer jt, 2006). Gatad ja Gata6
suhtes homosiigootsetel null-mutantsetel hiirtel pole kardiomiiotsiiiidid vdimelised
diferentseeruma ning siida ei moodustu (Zhao jt, 2008). Laforest ja Nemer (2011) kirjeldasid
Gata4/5 ja Gatab/6 topelt heterosiigootsetes embriiotes mitmeid teise siidamevélja rakkude
arenguhiiretega seotud defekte, millest 6/7 esines topelt-viljavool paremast vatsakesest
(double outlet from right ventricle, DORV). Seega on erinevad Gata faktorid voimelised
tekitama kooperatiivseid defekte (Laforest ja Nemer, 2011; Singh jt, 2010). Gata6
konditsionaalne eemaldamine NH péritolu rakkudest pdhjustab aordikaare arterite
anomaaliaid, piisivat aorditiive (persistent truncus arteriosus, PTA) ja kodadevahelise seina
defekte (atrial septal defect, ASD), rekapituleerides mitmeid kaasasiindinud siidamedefekte
inimestel (Kodo jt, 2009; Wang jt, 2012).

1.3.1. Transkriptsioonifaktor Gata3

Téiskasvanud organismis on Gata3 ekspresseerunud T-liimfotsiilitides osaledes T helper
rakkude spetsifikatsioonil ja diferentseerumisel (Ho jt, 2009). Embriiogeneesis kontrollib
Gata3 sisekorva ganglionite, Corti organi diferentseerumist, elumust ja innervatsiooni ning
kattub vestibulocohlear gangilonis Gata2 ekspressiooniga (Appler jt, 2013; Lillevali jt, 2004).
Gata3 reguleerib otseselt Wnt/B-catenin vahendatud rakkude diferentseerumise sisekdrvas
(Alvarado jt, 2009). Arenevas neeru juha rakkudes osaleb Gata3 kanoonilises Wnt
signalisatsioonirajas, hoides dra enneaegse eellasrakkude diferentseerumist ja aidates siilitada
eellasraku seisundit (Grote jt, 2008). Gata2 ja 3 on ainukesed Gata perekonna TF'id, mis on
ekspresseerunud kesknérvisiisteemis ja osalevad taga- ja seljaaju arengul (Nardelli jt, 1999;
Pata jt, 1999). Gata3 ekspressioonist sdltub mitmete neuraalharja péritolu struktuuride areng
nt stimpaatilised ganglionid, neerupealised, kilpndire ja tiitimus (George jt, 1994; Lieuw jt,
1997; Manaia jt, 2000). Stimpaatiliste ganglionite neuronid Gata3 puudumisel moodustuvad,

ent arengu jitkudes kirbuvad (Lim jt, 2000). Hiljem on niidatud, et neuronites on pro-
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apoptootilised iiles ja anti-apoptootilised geenid alla reguleeritud, mis oletatavasti viivad
rakud apoptoosi (Tsarovina jt, 2010). Inimestel pohjustab GATAS3 haplopuudulikkus Barakat'i
siindroomi, mis hdlmab sensorineuraalset kurtust, neeruhaigusi, hiipoparatiireoidismi ja
vatsakeste vaheseina defekte (Muroya jt, 2001). Siidame siidame arengus on Gata3
ekspresseerunud endokardiaalsetes padjandites, neelu mesenhiitimis ning VVK distaalse osa
miiokardis (Raid jt, 2009). Gata3 suhtes null-mutantsed homosiigootsed hiired surevad E11.5
— E12 noradrenaliini defitsiidi tottu (Lim jt, 2000; Pandolfi jt, 1995). Jootes tiinetele Gata3
heterosiigootsetele emasloomadele katehoolamiidide siinteesiraja intermediaate vOi agoniste
on voimalik embriiote eluiga pikendada. Raid jt (2009) niitasid pééstetud embriiotel mitmeid
stidamedefekte nagu VSD, DORYV, aordikaare arterite anomaaliaid (interrupted aortic arch,
IAA) ja PTA. Defetide pdhjuseks peetakse hiipoplastilist VVK'd ning aorditlive rotatsiooni
hiireid siidametoru lingustumisel (Raid jt, 2009).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. Eksperimentaalse t60 eesmérgid

Kéesoleva magistritoé eesmarkideks oli seatud:

e analiiisida Gata3-nls-lacZ ajalis-ruumilist ekspressiooni varajases arengus

siidametoru moodustumisel;

e iseloomustada Gata3"® E10.5 siidame neuraalharja markeri AP-20. positiivsete

rakkudega toimunud muutusi rakkude proliferatsioonis ja markeri ekspressioonis;

e Kkirjeldada in situ hiibridisatsiooni ja gqRT-PCR abil Gata3“° embriiote sekundaarse

siidameviélja markerite geeniekspressiooni

2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. Kasutatud hiireliin

Toos kasutati C57BL/6J taustal konstrueeritud transgeenset hiireliini, kus hiire Gata3 geeni
esimesed kaks eksonit on asendatud tuumalokalisatsiooni signaali (nuclear localisation
signal/sequence, nls) ja B-galaktosidaasi kodeeriva jéarjestusega (lacZ), mille tulemusena on
geenilt kodeeritud valk mittefunktsionaalne. Gata3 mutatsiooni suhtes homosiigootsed hiired
(Gata3“°) surevad embriionaalses eas (E11.5 — E12) noradrenaliini defitsiidi tdttu (Lim jt,
2000; Pandolfi jt, 1995). Heterosiigootsed hiired (Gata3""®“*) paistavad normaalsed ja on
viljakad. Heterosiigootsete hiirte ristamisel saadud embriiote ligikaudse vanuse méadramiseks
vaadeldi kopulatsioonil tekkivat limakorki, mille olemasolul arvestati embriiod E0.5 pédeva
vanusteks, tdpsema embriionaalse vanuse méddramiseks loendati somiitide arvu (Kaufman,
1992). Eksperimentaalses t66s kasutatud hiired hoiti standardsetes tingimustes, kus neil oli
voimaldatud puhas s60k ja jook. Hiired surmati vastavalt Euroopa Liidus kehtestatud

eeskirjadele.

2.2.2. Genotiipiseerimine

Embriiod vanuses E9.5 — E11.5 dissekteeriti emakasarvedest fosfaatpuhvris (PBS) ning

eemaldadi lootekestadest, milledest rebukotti kasutati genotiipiseerimiseks. Liilisimiseks

kasutati lahust, mis sisaldas 25 mM NaOH ja 0.2 mM EDTA (pH 12.0) ning
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neutraliseerimiseks 40 mM Tris-HCI (pH 5.0) puhvrit. PCR (polymerase chain reaction)
meetodiga genotiipiseerimiseks kasutati jargmisi praimereid: G3ex2-F 5'-CCT CCG ACG
GCA GGA GTC-3'; G3ex2-R 5'-ACC GTA GCC CTG ACG GAG-3'; LacZ-R15-ACG GC G
GAT TGA CCG TAA TG-3'. PCR segu sisaldas 1X Buffer B (Solis BioDyne); 1.5 mM
MgCI2, 0.2 mM dNTP (Invitrogen), 2.5 mM G3ex2-F, 1 mM G3ex2-R, 1.5 mM LacZ-R1,
0.05 U - ul™* Taq poliimeraasi ja 1 pl liiiisimisel saadud lahust. PCR programm koosnes
jargmistest etappidest: 1) 95°C 5 minutit; 2) 95°C 30 sekundit; 3) 60°C 40 sekundit; 4) 72°C
40 sekundit; 5) 72°C 5 minutit. Etappe 2 — 4 korrati tsiiklina 32 korda. Saadud produkt kanti
1% agaroos/TAE (Tris-atsetaat-EDTA) elektroforeesi geelile (w/v) ning voolutati 170 V
juures (200 mA) 25 min.

2.2.3. lacZ varvusreaktsioon p-galaktosidaasi ilmestamiseks

Embriiod vanuses E8 — E10.5 dissekteeriti emakasarvedest ning fikseeriti {ihe tunni jooksul
4% PFA/PBS lahuses toatemperatuuril. Fiksaator pesti vilja 3 korda 10 minutit PBS lahusega
ning asendati puhver lacZ vérvilahusega, mis sisaldas 16ppkonsentratsioonis 5 mM kaalium
ferritsiianiidi (KsFe(CN)g), 5 mM kaalium ferrotsiianiidi (K,Fe(CN)s) ning 1 mg - ml™ X-Gal
(Fermentas) PBS'is. Embriioid inkubeeriti lacZ vérvilahuses toatemperatuuril kuni saavutati
soovitud virvuse intensiivsus. Uleliigne lahus pesti vilja PBS'iga ning jérelfikseeriti 4%
PFA/PBS lahuses. Pérast embriiote sisestamist parafiini, ldikamist ning rehiidreerimist (vt
2.2.4) virviti tsiitoplasma 10 sekundit eosiiniga. Seejirel 16igud dehiidreeriti kasvava etanooli
konsentratsiooniga vesilahustes: 50%; 70%; 96%; veevaba etanool (Naxo) ning viimaks

kstileenis ja sulundati Kanada palsamisse.

2.2.4. Immunohistokeemia

Parafiinldikude valmistamiseks C57BL/6J, Gata3"™®“* ja Gata3“° hiirte embriiod
dissekteeriti PBS lahuses ning fikseeriti 1 h 4% paraformaldehiiiid (PFA, Sigma Aldrich)/PBS
lahuses toatemperatuuril. Fiksaator pesti vidlja 10 min jooksul PBS'iga ning seejérel
dehtidreeriti 30 min iga etapp kasvava konsentratsiooniga etanoolli vesilahustes: 50%; 60%;
70%; 80%; 90%; 96%; veevaba etanool (Naxo) ja viimaks kaks korda 30 min ksiileenis
(Sigma Aldrich). Edasi sisestati materjal parafiini (Plastiwax, Kaltek). 10 um paksuste
I6ikude tegemiseks kasutati Microm HM355S mikrotoomi (Thermo Fisher Scientific). Saadud
16igud kinnitati alusklaasidele (Polysine Slides, Thermo Scientific). Esmalt t66deldi
parafiinldigud 3 korda 3 min ksiileenis (Sigma Aldrich), seejérel rehiidreeriti 3 min igas etapis
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kahaneva konsentratsiooniga etanooli vesilahustes: veevaba etanool (Naxo); 96%; 90%; 80%;
70%; 60%; 50% ning viimaks 5 min puhtas vees. Antigeensuse taastamiseks inkubeeriti 15ike
30 min 95°C juures 10 mM Na-tsitraatpuhvris (pH 6.0), mis sisaldas 0.01% Tween20’t.
Materjali permeabiliseerimiseks téodeldi 16ike 10 min 0.01% Triton X-100 (Sigma
Aldrich)/PBS lahusega. Primaarsete antikehade ebaspetsiifilise seondumise véltimiseks
kasutati 1% veise seerumi albumiini (bovin serum albumine, BSA; Sigma Aldrich)/5%
normaal kitse seerum/PBS lahust, mida hoiti 16ikudel 30 min. Primaarsed antikehad ja nende
lahjendused 1% BSA/PBS’is on toodud Tabelis 1. Uleddé 4°C juures toimunud
immunohistokeemilise reaktsiooni jargselt pesti 10ike seondumata antikehade eemaldamiseks
2 korda 10 min PBT’ga (0.05% Tween 20 lahus PBS’is). Fluorofooriga konjugeeritud 1%
BSA/PBS’is lahjendatud sekunaarsete antikehadega (lahjendus mirgitud Tabelis 1) viidi
reaktsioon 1dbi niisutuskambris 2 h toatemperatuuril. Mitteseondunud antikehade vélja
pesemiseks toodeldi 16ike 2 korda 10 min PBT’s. DNA visualiseerimiseks kasutati
fluorestseeruvat  vdrvainet DAPI (4, 6-diamidino-2-feniiiilindool, Sigma Aldrich)
lahjendusega 1:1000 PBT’s, mida hoiti 1dikudel 2 min ning seejdrel pesti PBS'iga.
Preparaatide sulundamiseks kasutati mittefluorestseeruvat sulundusvedelikku Fluoromount G

(Electron Microscopy Sciences) ja 0.17 mm paksusega katteklaase (Deltalab).

Tabel 1. T66s kasutatud primaarsed ning sekundaarsed antikehad ning nende lahjendused. Kolmandas veerus

toodud vastavad tootjad.

rabbit anti B-Gal 1:600 Abcam

mouse anti AP-2a 2 pug - mlt Santa Cruz Biotechnology
rabbit anti pH3 1:600 Abcam

goat anti mouse Alexa Fluor 555 1:600 Invitrogen

goat anti rabbit Alexa Fluor 488 1:600 Invitrogen

2.2.5. RNA eraldamine ja kvantitatiivne reaalaja PCR

Totaalne RNA eraldati E9.5 Gata3"® (n=4) ja C57BL/6J (n=4) embriiote dissekteeritud keha
tiiveosast, mis jdi antorioposterioorselt kdrvavesiikuli ja kolmanda somiidi kaudaalse osa
vahele ning dorsaalsemalt siidame vilja- ja sissevoolukulglast (Joonis 10 A, Ik 26). RNA
eraldamiseks kasutati TRIzol® Reagent'i (Life Technologies) vastavalt tootja protokollile ning
saadud RNA konsentratsioon mdddeti spektrofotomeetriga Nanodrop ND1000. cDNA

(complementary DNA) siinteesiks lisati 450 ng totaalsele RNA'le oligo(dT)17 praimereid
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(I6ppkonsentratsiooniga 2.5 uM) ja dNTP'sid (0.5 uM). Praimerite seondumiseks inkubeeriti
lahust 65°C juures 5 minutit ning jahutati 1 minuti jooksul jaél. Edasi lisati proovidele First
Strand puhvrit (50 mM Tris-HCI pH 8.3, 75 mM KCI, 3 mM MgCl2), 5 mM MgCI2, 10 mM
DTT (ditiotreitool), 2 U - ul* RnaseOUT™ ja 10 U - pl' SuperScript™ III
poordtranskriptaasi (Life Technologies). cDNA siintees viidi 14bi 50 minuti jooksul 50°C
juures ja reaktsiooni peatati inkubeerides lahust 5 minutit 85°C juures. Seejérel jahutati

proovid jaal ning silitati -20°C juures edasisteks eksperimentideks.

Kvantitatiivne reaalaja PCR (quantitative PCR, qPCR) viidi 14bi StepOnePlus Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) masina ja StepOne Software v2.0 tarkvara abil.
Reaktsioonilahus sisaldas 1X HOT FIREPol EvaGreen gPCR Mix Plus (ROX) (Solis BioDyne)
(HOT FIREPol DNA poliimeraas; 5X Evagreen qPCR puhver; 12.5mM MgCl2; dNTP-d,;
EvaGreen varv; ROX virv) 0.2 pM praimereid (toodud Tabelis 1), 1 ul siinteesitud cDNA'd
ning mQ vett. Referents-geenina kasutati hiipoksantiin-guaniin fosforibosiiiiltransferaasi
(hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase, Hprt). Proovid kanti plaadile (Applied
Biosystems) kolmes korduses ning sooritati vihemalt kaks sdltumatut eksperimenti. qPCR'i
programm koosnes jargmistest etappidest: 1) 95°C 12 minutit; 2) 95°C 15 sekundit; 3) 60°C
60 sekundit; Etappe 2 — 3 korrati tsiiklina 40 korda. Suhtelise mRNA ekspressioonitaseme

madramiseks kasutati 22T meetodit (Livak ja Schmittgen, 2001)(0.

Tabel 2. qPCR'il kasutatud praimerite nukleotiidsed jarjestused. Tabelis toodud vastavate geenide (esimene
veerg) praimerite parisuunalised (teine veerg) ja vastassuunalised (kolmas veerg) jérjestused on voetud

jargnevatest artikklitest: (Heallen jt, 2011; Johnson ja Martin, 2011; Mariani jt, 2008).

Fgf8 5-TCTCCAGCACGATCTCTGTGAA-3’ 5'-GGAAGCTAATTGCCAAGAGCAA-3'
Fgfl0 [S-AGTGTCCTGGAGATAACATCAGTGG-3’ 5’-TTTGCCTGCCATTGTGCTGC-3’

Isl1 5’-CTTTTCTGCCGTGCAGACCACGAT-3' 5’-CAGCTGCTTCTCGTTGAGCACAGT-3'
Thxl [5’- CGACAAGCTGAACTGACCA-3’ 5’-CAATCTTCCGCTGCGTGATCC-3'

Shh 5'-AGCAGACCGGCTGATGACT-3' 5'-AGAGATGGCCAAGGCATTTAA-3'
Hprt 5’- CACAGGACTAGAACACCTGC-3’ 5'-GCTGGTGAAAAGGACCTCT-3'

2.2.6. In situ hiibridisatsioon

In situ hiibridisatsiooniks kasutatud C57BL/6J ja Gata3“® embriiod dissekteeriti PBS'is ning
fikseeriti 1ile60 4% PFA/PBS lahuses 4°C juures. Fiksaator pesti kudedest vilja 0.1%
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Tween20/PBS (PBT) puhvris ning dehiidreeriti 5 minutit iga etapp kasvava metanooli (Naxo)
konsentratsiooniga (25%, 50%, 75%) PBT lahustes ning viimaks 2 korda 5 minutit 100%
metanooliga. Seejdrel materjal hiidreeriti 5 minutit iga etapp kahaneva metanooli
konsentratsiooniga PBT lahusega ning permeabiliseeriti 2 minuti jooksul 10 pug - mil-1
proteinaas K (AppliChem)/PBT lahuses. Proteinaas K deaktiveeriti inkubeerides embriioid 5
minutit 2 mg - ml-1 gliitsiin (Sigma)/PBT lahuses. Sellele jargnesid 5 minutilised pesud
PBT'ga ning jérelfikseerimine 4% PFA/0.2% glutaaraldehtiiidi/PBS lahusega 20 minutit.
Edasi pre-hiibridiseeriti embriiod 1 tunni jooksul 50% formamiidi/5X SSC (pH 5.0)/1% SDS
prehiibridisatsiooni lahuses 70°C juures. Hiibridisatsiooniks lisati prehiibridisatsioonilahusele
16ppkonsentratsiooniga 1 pg - ml™ digoxigenin-mirgistatud (Roche) riboproovid, mida oli
eelnevalt 5 minuti jooksul kuumutatud 80°C juures ning jahutatud jail. Hiibridisatsioon
toimus 16 tunni jooksul 70°C juures loksutil (Eppendorf). Jargnevalt toimusid 65°C juures
pesud post-hiibridisatsiooni lahustega, mis sisaldasid 50% formamiidi/5X SSC (pH 5.0)/1%
SDS ning 50% formamiidi/5X SSC (75 mM NaCl, 7.5 mM Na-tsitraat) (pH 5.0) 2 korda 30
minutit igas. Edasi pesti embriiod toatemperatuuril 3 korda 5 minuti jooksul TBST lahustega,
mis sisaldas 25 mM Tris-HCI (pH 7.5), 140 mM NaCl, 0.27 mM KCI, 0.1% Tween 20.
Seejdrel blokeeriti embriiod vdhemalt 1 tunni jooksul ebaspetsiifilise antikeha seondumise
véltimiseks 2% blocking reagent (Roche)/TBST lahusega. Blokeerimissegu asendati anti-
digoxigenin-alkaline phosphatase konjugeeritud Fab fragmetide (1:2000, Roche)/1% blocking
reagent/TBST lahusega ning inkubeeriti tile6d 4°C juures loksutil. Jargnevalt pesti embriioid
toatemperatuuril TBST lahusega: esmalt 3 korda 5 minutit igas, edasi vdhemalt 3 korda 1
tunni jooksul ning viimaks {iledd. Seejirel pesti embriioid 3 korda 30 minuti jooksul NTMT
lahusega, mis sisaldas 100 mM NaCl, 100 mM Tris (pH 9.5), 50 mM MgClI2, 0.1% Tween-20.
Virvusreaktsioon viidi 1dbi toatemperatuuril 2 — 4 tunni jooksul NTMT lahuses, mis sisaldas
250 pg - ml™ NBT (nitrosinine tetrasool, Sigma-Aldrich) ja 125 pg - ml™ BCIP (5-bromo-4-
kloro-3-indoliitilfosfaat, Applichem). Kui soovitud vérvusreaktsioon oli mérgata, pesti proove

ile6d PBS'is ning jdrelfikseeriti toatemperatuuril 20 minutit 4% PFA/PBS lahusega.

2.2.7. Mikroskoopia, pildi- ja andmetootlus

Embriiote analiiiisiks ja pildistamiseks kasutati Leica MI165FC (Leica) mikroskoopi
varustatud Leica DFC 450 C (Leica) kaameraga.

Immunohistokeemilisi preparaate analiilisiti Olympus CX52 (Olympus) mikroskoobiga ning
pildistati Olympus DP71 (Olympus) kaameraga.
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Piltide dokumenteerimiseks ning jireltodtlemiseks kasutati Adobe Photoshop CS7 (Adobe
Systems) pilditddtlusprogrammi. AP-2a ekspressiooni ja AP-20" rakkude omavahelist

keskmist kaugust mdddeti ImageJ programmi abil.
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3. TULEMUSED

3.1. Gata3 on ekspresseerunud siidant moodustavas piirkonnas

Gata3 ekspressiooni kirjeldamiseks kasutati Gata3"*'%#*

embriioid, kus Gata3 geeni iihes
alleelis on esimesed kaks eksonit asendatud nls-lacZ reporterjérjestusega, millelt siinteesitud
[B-galaktosidaas (B-gal) transporditakse nls jarjestuse tottu tuuma. Embriiote X-gal'ga
histokeemilise tootlemise jargselt matkib reaktsiooni produkt Gata3 mRNA ekspressiooni
(Joonis 5 C, D). Siidant moodustavas piirkonnas algab Gata3-nls-lacZ ekspressioon embriio
ventraalse voltumise kdigus moodustunud neelu endodermi ventromediaalses osas E8 (Joonis
5 A, E). Stidametoru lingustumisel E8.5 — E9.5 laieneb tugev ekspressiooni kogu neelu
ventraalsesse endodermi mesodermi ja neelu rakkudesse (Joonis 5 B, F, D). E9.5 on lacZ
ekspressiooni mirgata VVK distaalse osa miiokardis, endokardis ning lateraalselt 1dpusekaari
katvas ektodermis (Joonis 5 C, G). E10.5 on siidametoru lingustumine Idppenud ning
16pusekaareartereid timbritsev ja VVK distaalse osa mesenhiiiim peamiselt NH péritolu (Jiang
jt,  2000). Selles vanuses on Gata3-nls-lacZz laialdaselt ekspresseerunud VVK

mesenhiimaalsetes rakkudes ning aordikoti ja neelu vahelises mesenhiilimis (Joonis 5 H).

Lisaks iilaltoodule on ekspressiooni madrgata ventraalselt eessoole endodermis ning

10pusekaareartereid proksimaalselt iimbritsevas mesenhiiiimis.

Gata3 mRNA
Gata 3qlslac2/+ H \

Gata3 lacZ
Joonis 5. Gata3-nls-lacZ ekspressioon siidame arengus osalevates piirkondades E8 — E10.5. (A) E8 whole mount

R o : ~ c Z - < :
Gata3 lacZ Gata3 lacZ V_ \Gata3 IacZ ""'f cV.

embriiol on frontaalvaates tdheldatav B-galaktosidaasset aktiivsust (noolepead) neelu piirkonnas. (B) Gata3-nls-
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lacZ ekspressiooni téhistav vdrvusreaktsioon on E8.5 embriio siidant moodustavas piirkonnas (valge nool). (C)
E9.5 on PB-galaktosidaasne aktiivsus mérgatav 2. 18pusekaares, viljavoolukulglas (oft), siidant moodustavas
piirkonnas (valge nool), kdrvavesiikulis ning arenevates Wolffi juhades. (D) E9.5 C57BL/6J embriio in situ
hiibridisatsioonil rekapituleerub Gata3 mRNA ekspressioon Gata3-nls-lacZ ekspressiooniga. (E-H) Ristldigud
Gata3"™"*?* emrbiiotest. (E) Ristldigul E8 Gata3™*#* embriiost on ekspressioon detekteeritav ventraalses
neelu endodermis (noolepead). (F) Transgeen on ekspresseerunud E8.5 embriios ventraalses neelu (ph)
endodermis, splanhnilises mesenhiiimis (sm). (G) E9.5 on Gata3-nls-lacZ ekspressioon mirgitav neelu
mesenhiilimis  (sm), neelu endodermis (noolepead), véljavoolukulgla endokardiaalsete padjandite
mesenhiimaalsetes rakkudes (ec) ning endokardis (en). (H) Ristldigul E10.5 embriiost on B-galaktosidaasne
aktiivsus maérgatav 3. l0pusekaarearteri proksimaalse osa mesenhiilimis, véljavoolukulgla endokardiaalsete
padjandite rakkudes, neelu endodermis (nooled) ning neelu ja aordikoti (as) vahelises mesenhiiiimis. Lithendid:
aip, anterior intestinal portal; as, aordikott; cv, iihisvatsake; ec, endokardiaalse padjandi rakud; en, endokard; h,
stida; o, korvavesiikul; oft, véljavoolukulgla; ph, neel; sm, splanhniline mesenhiitim; w, Wolffi juha. M36tldigud:

(A) 100 um., (B-D) 1 mm, (E, F) 100 um, (G, H) 100 pm.
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3.2. Gata3 ja AP-20 koekspressioon

NH piéritolu rakud migreeruvad endokardiaalsetesse padjanditesse moodda 3., 4. ja 6.
1opusekaare arteritega kulgevat mesenhiiiimi (Kirby ja Hutson, 2010), mis osaliselt kattub
Gata3-nls-lacZ  ekspressiooni kompartmendiga. Naiitamaks, et Gata3-nls-lacZ on
ekspresseerunud neuraalharja péritolu rakkudes vaadati immunohistokeemiliselt NH markeri

3MslcZ* o mbriiote ristldikudelt

AP-20 ja B-gal ekspressiooni kolokalisatsiooni. E9.5 Gata
ilmneb, et AP-2a ekspresseerivad rakud paiknevad 16pusekaare artereid ja ventro-lateraalselt
neelu endodermi timbritsevas mesenhiiiimis (Joonis 6 B). Markerite ekspressioon kattub neelu
endodermi ja aordikoti vahelistes mesenhiimaalsetes rakkudes (Joonis 6 C). E10.5 {ihtib -gal
(Joonis 6 D) ja AP-2a (Joonis 6 E) ekspressioon laialdaselt aordikoti ning neelu vahelistes
mesenhiimaalsetes rakkudes ning distaalses VVK endokardiaalsetes padjandites (Joonis 6 F).

Kattumist on ka mérgata aordikaareartereid proksimaalselt imbritsevates mesenhiimaalsetes

rakkudes.

G a ta 3nlslacZ/+ G a ta 3nlslacZ/+ : G a ta 3nlslacZ/+

G a ta 3nlslacZ/+ G a ta 3nlslacZ/+

ph

Joonis 6. B-Gal ja AP-2a koekspressioon Gata3™***“* embriiotes (A-C) E9.5 ja (D-F) E10.5 . (A, D) Gata3-nls-
lacZ ekspressioon margitud anti-B-Gal'ga (roheline). (B, E) Neuraalharja paritolu rakud on mérgistatud anti-AP-
20'ga (punane). (C, F) B-Gal ja AP-2a ekspressioonide ithendatud kujutis. Koekspressioon on vérvunud kollaselt
neelu ja viljavoolukulgla mesenhiilimis (noolepead). Liithendid: as, aordikott; nt, neuraaltoru; pe, pinna

ektoderm; ph, neel. M66t1dik 100 um.
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3.3. TF AP-2a on Gata3"° embriiote VVK endokardiaalse padjandi rakkudes alla
reguleeritud

NH péritolu rakud osalevad VVK eraldumisel aordiks ja kopsutiiveks ning hiired selles
protsessis viivad PTA tekkele (Waldo jt, 2001). Seetottu moddeti AP-2a ekspresseerivate (AP-
20") rakkude hulka ning AP-2a ekspressiooni taset Gata3° endokardiaalsete padjandite
mesenhiiiimis. Esmalt leiti E10.5 endokardiaalsetes padjandites AP-20" rakkude (Joonis 7 A,
B) suhe kdigesse VVK mesenhiimaalsetesse rakkudesse, millede tuumad olid vérvitud
DAPI'ga (Joonis 7 D, E). Tulemuseks saadi, et Gata3“® embriiotes on AP-20'/DAPI" rakkude
suhe oluliselt viiksem (0.31, p<0.05) kui Gata3"**?* embriiotes (0.39) (Joonis 7 C). AP-2a
ckspressiooni taseme hindamiseks mdddeti Gata3"® ja Gata3™**?* embriiote siidamete VVK
mesenhiiiimis AP-2a" rakkude tuumade fluorestsentsi intensiivsust vorreldes tuumade
taustluminestsentsiga. Selleks leiti keskmine signaali tugevus 100 AP-2a" tuuma kohta,
millest lahutati keskmine signaali tugevus 100 AP-2a” tuumas kohta. Modtmiste tulemusena

selgus, et Gata3"® embriiotes on keskmine intensiivsuste viirtus oluliselt madalam (4.8,

Gatadreez*

Rafia?/€0
WG UG

AP-2a*/DAPI

Gata3"""°”*ﬁ ;

DAPI

: P-2a suhteline intensiivsus
p<0.05) kui Gata3"*

“* embriiotes (6.9) (Joonis 7 F).

Joonis 7. AP-2a" neuraalharja piritolu rakud E10.5 viljavoolukulgla endokardiaalsete padjandite mesenhiiiimis.
(A, D) Gata3"*?* kontroll embriio, (B, E) Gata3*® embriio. (A, B) Neuraalharja pritolu rakud on mérgistatud
AP-20'ga (punane). (D, E) Rakkude tuumad mirgistatud DAPI'ga (sinine). (C) AP-2a” rakkude arvu suhe
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punktiirjoonte vaheliselt alalt A'l ja B'l kodigisse mesenhiitimi rakkude arvu (DAPI+ rakud) punktiirjoonte
vaheliselt alalt D'l ja E'l Gata3™*?* (hall kast) ja Gata3" (valge kast) embriiotes (n=3). (F) AP-2a" rakkude
fluorestsentsi suhteline intensiivuses Gata3™"*?* (hall kast) ja Gata3"“ (valge kast) embriiotes (n=3). (C, F)
Veapiirideks margitud standardhélve, tdrn tdhistab p<0.05. Liithendid: en, endokard; my, miiokard; oft,
véljavoolukulgla. M66&tldik 50 pm.

3.4. AP-2a" rakkude proliferatsioon on Gata3“® embriiotes vihenenud

Vihenenud AP-2a" rakkude hulk Gata3“° VVK endokardiaalsetes padjandites vdib olla
tingitud héiretest rakkude proliferatsioonil ja elumusel. Sellest tulenevalt hinnati AP-2a"
(Joonis 8 A, B) rakkude proliferatsioonilist aktiivsust mitoosis olevate rakkude markeriga
pHH3 (phospho histone H3) ekspressiooni jargi (Joonis 8 D, E). Analiiiisi kdigus loendati
E10.5 Gata3*° ja kontrollembriiote mesenhiiiimis paiknevad AP-2a” ja pHH3" rakud ning
leiti nende suhe koigi AP-2a" rakkude kohta. Tulemusena selgus, et Gata3“® embriiotes on
gnislacz/+

rakud vdimelised jagunema, ent proliferatsiooni indeks vorreldes Gata

vihenenud 0.08'lt 0.05'le (p<0.05) (Joonis 8§ C).

embriiotega on

NH rakkude migratsioon toimub iihtse populatsioonina ja seetdttu paiknevad need iiksteisele
suhteliselt lihedal. Mddtes AP-2a" rakkude omavahelist keskmist kagugust ilmnes, et

Gata3“° embriiotes on neuraalharja péritolu rakud keskmiselt omavahel 1.23 korda kaugemal

kui Gata3"**?* embriiotes (Joonis 8 F).

Gata3rsez

|

AP-2a*pH3*/AP-2a*

Gata3"° GalaB"”"‘“
*
|
I

0
AP-2a* rakude suhteline kaugus

Joonis 8. AP-2a ja pHH3 kolokalisatsioon E10.5 sagitaalldikudel tdhistab prolifereeruvaid neuraalharja rakke.

(A, D) Gata3"*?* yontroll ja (B, E) Gata3"® embriio. (A, B) Neuraalharja piritolu rakud on mérgistatud
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AP-2a'ga (punane). Noolepead niitavad AP-2a" rakke VVK mesenhiiiimis. (D, E) Mitootilised rakud
onmirgistatud pHH3'ga (roheline). (C) AP-20" ja pHH3" rakkude suhe Gata3"slaz+ (hall kast) ja Gata3<®

(valge kast) embriiotes (n=3). (F) Gata3“® embriio (valge kast) AP-2a" rakkude keskmise kauguse suhe
vorrelduna kontroll embriioga (hall kast). Pildid illustreerivad analiilisitud rake. WVeapiirid téhistavad
standardhélvet, tdrn p<0.05. Lithendid: as, aordikott; ca, iihine koda; pe, pinna ektoderm; ph, neel; **, 2.

1opusekaar. Punktiirjooned téhistavad struktuuride piire. MoGtloik 100 pm.

3.5. In situ hiibridisatsioon Fgf8 ja Isl1 proovidega

Gata3 puudusest pdhjustatud VVK ja parema vatsakese hiipoplaasia molekulaarsete pdhjuste
selgitamiseks uuriti SSV markerite Fgf8 ja Isl1 ekspressiooni in situ hiibridiseerimisega. Isll
ja Fgf8 reguleerivad siidametoru lingustumisel (E9) neelu mesenhiiiimi rakkude
proliferatsiooni, elumust ja migratsiooni. In situ hiibridisatsiooni tulemusena selgub, et E9 on
Fgf8 C57B1/6] embriiotes tugevalt ekspresseerunud neelu endo- ja ektodermi rakkudes.
Ekspressiooni on mérgata ka neelu mesenhiitimis ning distaalses VVK miiokardi rakkudes.
Gata3"° embriiotes on Fgf8 ekspressioon neelu endo- ja ektodermis mirgatavalt alla
reguleeritud. Samuti on ekspressioon puudulik VVK miiokardis ning keha mesenhiitimis. Isl1
on C57Bl/6] embriiotes ekspresseerunud neelu endodermis ning ventraalselt neelu
mesodermis. Gata3“® embriiotes on Isll ekspressioon antud piirkondades mirgatavalt

tugevam.

Gata3° €

embriiotes on mirgata neelu piirkonnas (noolepead) (B) Gata3*® embriiotes on ekspressioon neelu piirkonnas
tugevam (noolepead). (C) Fgf8 ckspressioon on mérgatav E9 C57BL/6J embriite neelu (noolepead) ja 2.
16pusekaare (*) piirkonnas. (D) Gata3“® embriiotes on Fgf8 mRNA ekspressioon kontrolliga vorreldavas
piirkonnas (noolepead) vdhenenud. Lithendid: a, ihine koda; lv, vasak vatsake; oft, véljavoolukulgla; ov,

korvavesiikul; *, esimene 1opusekaar; **, teine 10pusekaar.
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3.6. SSV markergeenide kvantitatiivsed muutused Gata3“° embriiotes

Kvantitatiivseks SSV markergeenide ekspressiooni muutuste hindamiseks moddeti seda qRT-
PCR'ga. Joonisel 10 A ndidatud piirkonnad dissekteeriti vidlja neljast embriiost, eraldati
totaalne RNA ning siinteesiti mRNA suhtes komplementaarne DNA. Fgf8/10, Shh, Thx1 ja
Isl1 geenide suhtelise ekspressioonitaseme analiiiisil selgus, et Gata3“® embriiotes on Isl1
ekspressioon oluliselt kdrgem kontrollembriiotest (1.96, p<0.05), mis kinnitab in situ
hiibridisatsioonil saadud tulemusi (Joonis 10 B). Tbx1l ekspressioon on vdrreldav
kontrollgruppi  kuuluvate embriiotega (Joonis 10 B). Signaalimolekulide suhtelise
ekspressioonitaseme vordlusel ilmneb, et Fgf8 tase on Gata3“° embriiotes olulisel méral
vihenenud (0.59, p<0.05). Fgf10 ja Shh ekspressioonis statistiliselt olulist erinevust Gata3“°
ja C57BL/6J embriiote vahel ei ole (Joonis 10 B).

C57B L/6J §i5] 25 * Gata3nisiezr

|

0.5

—_— Fgf10 Fgf8 Tbx1 Isl1 Shh
Joonis 10. Sekundaarse stidamevilja markergeenide qRT-PCR. (A) punktiirjoonega mairgitud embriio

piirkondadest, eraldati gRT-PCR'il analiiisitav RNA. (B) analiiiisitud geenide (Fgfl0, Fgf8, Tbx1, Isl1, Shh)
MRNA'de ekspressioonitase Gata3“® embriiotes (valge kast) vorrelduna C57BL/6J embriiotesse (hall kast).

Veapiirid tdhistavad standardhilvet ning tarnid p<0.05. Lithendid: ov, kdrvavesiikul. M36tldik 1 mm.
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4. ARUTELU

Gata3'e suhtes null-mutantsetel hiirtel esinevad mitmed siidame arengudefektid: VSD, PTA,
IAA ja DORV (Raid jt, 2009). Cre rekombinaasil pdhinevad rakkude fate mapping
eksperimentid on ndidanud, et siidame arteriaalse poole struktuuride arengudefektid saavad
alguse siidametoru lingustumisel (E8.5 — E10.5), mil neelu mesenhiitimi rakkudest
moodustuvad viljavoolukulgla, parem vatsake ning 65 — 70% ulatuses kodadest (Cai jt,
2003). Haireid rakkude proliferatsioonis, migratsioonis ja/voi diferentseerumises pohjustavad
kaasasiindinud vadrarenguid. Gata3 ekspressioon algab siidame morfogeneesis osalevas
piiikron E8 neelu endodermis, kust parinevad Shh signaalid reguleerivad neelu mesenhiitimi
sh NH rakkude proliferatsiooni, migratsiooni ja elumust (Goddeeris jt, 2007). Shh
signalisatsiooni hdirimine SSV ja NH rakkudes pohjustab VVK hiipoplaasiat ning aordikaare
arterite anomaaliaid (Goddeeris jt, 2007). Kiesolevas tdds selgus, et Gata3“® embriiotes on
NH rakkude proliferatsiooni aktiivsus ja arv oluliselt vihenenud. qRT-PCR'i tulemused aga
niitasid, et E9.5 Gata3"° embriiotes ei ole Shh ekspressioon vdrreldes kontrolliga oluliselt
muutunud. Sellest tulenevalt vOib oletada, et Gata3 ei reguleeri Shh vahendatud rakkude
proliferatsiooni, elumust ega migratsiooni. Teisalt ei saa vilistada muutusi Shh retseptorite
ekspressioonis neelu mesenhiitimi rakkudes ning teiste Gata perekonna faktorite
kompensatoorset toimet Shh ekspressiooni induktsioonil. Seda aitaks Shh retseptorite ja teiste

Gata faktorite ekspressiooni anaaliiiis siidant moodustavas piirkonnas.

In situ hiibridisatsiooni tulemusena selgub, et Gata3“® embriiotes on endo- ja mesodermaalne
Fgf8 tugevalt alla reguleeritud. Fgf8 suhtes homosiigootsed null-mutantsed embriiod arenevad
gastrulatsioonini (Sun jt, 1999). Konditsionaalsel Fgf8 eemaldamisel neelu endo- ja
mesodermi erinevatest populatsioonidest pohjustavad defekte VVK pikenemisel ja
jagunemisel aordiks ja kopsutiiveks (Ilagan jt, 2006; Park jt, 2006). Fgf8 konditsionaalsel
eemaldamisel AP-2a't ekspresseerivatest NH paritolu rakkudest pdhjustab nende elumuse
langust, 3., 4., ja 6 lIopusekaare arterite aplaasiat ja/voi hiipoplaasiat (Macatee jt, 2003)[.
Seetdttu voib viihenenud Fgf8 signalisatsioon ka Gata3“° embriiotes pdhjustada SSV rakkude
apoptoosi ja proliferatsioni aktiivsuse langust ning sellest tulenevalt aordikaare arterite
morfogeneesihdired (Tsaro jt, késikiri). Gata3 v3ib ka otseselt reguleerida Fgf8 ekpsressiooni,
sest teiste Gata perekonna faktorite puhul on nédidatud spetsiifilisi enhancer-jarjestusi Fgf
ragulaatoraladel (Murakami jt, 2002). Gata3 seondumist Fgf8 enhancer jirjestusele saaks

kinnitada nditeks kromatiini immunosadestamise eksperimentidega.

Endo- ja mesodermaalne Fgf8 signalisatsioon osaleb ka neelu mesenhiiiimi ja NH rakkude

migratsioonil (Sato jt, 2011). Varasemalt on nididatud, et NH rakkude migratsioon toimub
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tihtse populatsioonina, kus ekspresseeritakse faktoreid, mis osalevad rakk-rakk adhesioonis ja
kommunikatsioonis vajalikke valkusid: Cx40 ja Cx43 (Phillips jt, 2013; Xu jt, 2006).
Vaadates NH piritolu rakkude paigutust iiksteise suhtes ilmneb, et Gata3“° pole migreeruv
NH rakupopulatsioon niivord kondenseerunud kui seda voib ndha kontrollgruppi kuuluvates
Gata3"™"*?* embriiotes, viidates migratsiooni hiiretele. Miratsioonihdiretele voib viidata ka
NH rakkude viiksem osakaal Gata3“® embriiote VVK mesenhiiiimis. Gata3"® embriiote
VVK mesenhiiiimis ei ulatu AP-20" rakud nii kaugele proksimaalsesse VVK'sse Kui
Gata3"™®?* embriiotes. Samuti on Gata3“® embriiote VVK mesenhiiiimis AP-20" rakkude

suhe koigisse mesenhiimaalsetesse rakkudesse oluliselt vdiksem kui kontrollembriiotes.

NH paéritolu rakkude migratsiooni reguleeritakse semaforiini signaaliraja kaudu, mille
retseptorid sh plexinA2 on ekspresseerunud neelu mesenhiiiimi rakkudes (Feiner jt, 2001).
Semaforiini Sema3C (Semaphorin 3C) ekspresseeritakse VVK miiokardis ning nii Sema3C
kui ka plexinA2 knock-out embriiotes esineb PTA (Toyofuku jt, 2008). Analoogselt on NH
rakkude suhtes konditsionaalsetes Gata6 knock-out embriiotes on semaforiinide vahendatud
migratsioon hiiritud, millest tulenevad sarnase fenotiiiibiga defektid (VSD, DORYV, PTA), mis
on esindatud Gata3"° embriiotes (Kodo jt, 2009; Raid jt, 2009). Migratsiooni hiiretega seotud
hiipoteesi toetavad ka eksperimendid, kus on nididatud, et Gata3 reguleerib Tgf-f
(Transforming growth factor [f) miarklaudvalkude ekspressiooni, mis on vajalikud rakkude
migratsioonil ja epiteliaal-mesenhiimaalsel transitsioonil (Blokzijl jt, 2002; Yan jt, 2010).
Gata3 poolt vahendatud signalisatsiooni mehhanismide védlja selgitamisel VVK ja
aordikaarearterite arengul tuleks méérata rakkude polarisatsiooni ja migratsiooniga seotud
faktorite (Sema3c, Tgf-p2 ja plexinA2) ekspressiooni. Rakkude migratsiooni, aga ka
proliferatsiooni, spetsifikatsiooni ja diferentseerumise mehhanismide vélja selgitamist

voimaldavad eksperimendid lihntsamatel mudelites, milledeks on raku- ja koekultuur.

Gata3“° embriiote VVK mesenhiiiimis on transkriptsioonifaktor AP-20 tase oluliselt
madalam. AP-2a ekspressioon on migreeruvate siidame NH rakkude normaalseks arenguks
oluline kuna AP-20 null-mutantsetes embriiotes esinevad ldopusekaare arterite ja VVK
arenguhdired (Brewer jt, 2002). Seega vOib olla AP-2a oluline vaheliili Gata3
signalisatsioonirajal, mis tingib migreeruvate rakkude proliferatsiooni ja migratsiooni héireid
neelu mesenhiiiimis, tingides omakorda aordikaare arterite arenguhdireid, VVK hiipoplaasiat,
DORV'i ja PTA'd.

Kéesolevas to66s hinnati Gata3® embriiotes peamiste SSV markerite ekspressiooni taset ning
mustrit. Isl1 eckspressioon on vajalik siidame eellasrakkude (nii esimese kui ka teise

stidameviélja) potentsiaali sdilimiseks ja proliferatsiooniks, mis toimub Fgf8 signalisatsiooni
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kaudu (Park jt, 2006). Hiljuti on néidatud, et Isl1 on ekspresseerunud ka NH péritolu rakkudes
(Engleka jt, 2012). In situ hiibridisatsiooni ja qRT-PCR'i tulemused niitavad, et Gata3"°
embriiotes on FQf8 signaal teises siidameviljas alla reguleeritud ning Isl1, mis positiivselt
reguleerib Fgf8 ekspressiooni, on iiles reguleeritud Vdimalik, et vihenenud Fgf8 tase Gata3"®
embriiotes vOib olla tingitud teiste iilalvoolu paiknevate elementide regulatsiooni hiiretest.
Seetottu hinnati Thx1 ekspressiooni, mis otseselt reguleerib Fgf8 signalisatsiooni vahendatud
rakkude proliferatsiooni SSV rakkudes (Chen jt, 2009). Tulemusena selgus, et Gata3"°
embriiotes on ekspressiooni tase vorreldav kontroll embriiotega (Joonis 10 B) ning seetdttu

Gata3 ei koopereeru Thx1'ga aktiveerimaks Fgf8 ekspressiooni.

Tuginedes saadud tulemustele saab oletada, et Fgf8 ja Isl1l vahel eksisteerib retsiprookne
positiivne tagasiside mehhanism, mis indutseerib rakkude proliferatsiooni, et tagada Gata3"°
embriiotes piisav eellasrakkude hulk. Seega kui iihe faktori ekspressioonitase véheneb,
reguleeritakse teise faktori ekspressioonitase iiles. On vihe tdendone, et Gata3 reguleerib otse
Isl1 ekspressiooni, kuna Gata seondumisdomeen Isl1 regulaatorala DNA'l pole varasemates
uurimustes neelu mesenhiitimi rakkudes ndidatud. Kiill aga reguleerivad Isll ja Gata faktorid
neelu mesenhiitimi migratsiooni jérgset diferentseerumist aktiveerides Mef2c transkriptsiooni
(Dodou jt, 2004). Lisaks on niidatud teiste Gata pereckonna faktorite kooperatiivset toimet
Baf60c'ga hoides neelu mesenhiilimi rakkudes positiivse tagasiside kaudu Nkx2.5
ekspressiooni (Lickert jt, 2004; Zeisberg jt, 2005). Nkx2.5 null-mutantsetes embriiotes
esinevad lingustumise defektid, mis viivad DORV'i tekkele. Prall jt (2007) néitasid, et Nkx2.5
knock-out embriiote neelu mesodermis on eellasrakkude spetiifilised markerid sh Isll
ekspressioon tugevalt (4 korda) iiles reguleeritud. Edasised eksperimendid néitasid, et toimub
Bmp signaalide poolt vahendatud spetsifikatsioon ning proliferatsiooni vdhenemine, mis
tekitab VVK arengudefekte (Prall jt, 2007). Sellest tulenevalt on voimalik, et Gata3
puudumisel suunatakse neelu mesenhiilimi rakud enneaegselt diferentseeruma, mis seletab
Fgf8 alla regulatsiooni ja vdhenenud NH ning SSV piirkonna rakkude proliferatsiooni.
Sarnast Gata3’e funktsiooni on ndidatud neeru juha rakkude arengul, kus Gata3 puudumisel
suunatakse eellasrakud enneaegselt diferenteseeruma (Grote jt, 2008). Sarnaselt Nkx2.5
knock-out embriiotele on ka Gata3 null-mutantsetes SSV derivaatides Wnt11 ekspressioon alla
reguleeritud (Raid jt, 2009). Tdpsemaks mehhanismide kirjeldamiseks tuleks analiiiisida
kardiomiotsiiiitide spetsifikatsioonil voi diferentseerumisel osalevate Nkx2.5, Mef2c ja

Bmp2/4 markerite ekspressiooni.

Fgf10 on tuntud SSV rakkude markerina ja sisekorva morfogeneesil reguleerib Gata3 just

Fgf10 transkriptsiooni (Kelly jt, 2001; Lillevéli jt, 2007). Fgf8 ja Fgfl10 funktsioon osaliselt
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kattub ning nende kaksik haplopuudulikkus pdhjustab VVK, parema vatsakese ja aordikaare
arterite arenguhiired (Yusuke Watanabe et al., 2010). Sellest johtuvalt mdddeti Gata3“?
embriiotes Fgf10 taset ning ilmneb, et selle ekspressioon on vdrreldav kontrollembriiotega.
Kuna on nédidatud, et Gata perekonna TF'id seonduvad ja reguleerivad Fgf10 transkriptsiooni,
el saa vilistada teiste faktorite kompenseerivat toimet Gata3 puudumisele neelu mesenhiitimi
rakkudes. Gata3 funktsiooni mesodermaalse ja/vdi neuraalharja rakkude tdpsemaks
kirjeldamiseks tuleks kasutada lox'itud Gata3 jarjestusega hiireliini, mis voimaldab eemaldada
Gata3 erinevatest embriionaalsetest struktuuridest nagu on seda ndidanud sisekorvas, silmas

ja arterite arengul.
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KOKKUVOTE

Kéesolevas magistritdos piitidsime leida vastust kiisimusele, mis tingib Gata3'e suhtes null-
mutantsetel hiirtel (Mus musculus) definitiivse siidame arengudefektid: vatsakeste vaheseina
defekt, persistentne aorditiivi ja topelt vdljavool paremast vatsakesest. Gata3 on siidametoru
lingustumise ajal (E8.5-10.5) ekspresseerunud siidame arengu seisukohalt olulistes embriio
kompartmentides: neelu endodermis, splanhnilises mesenhiilimis ning viljavoolukulgla
endokardiaalsetes padjandites. Esmalt ilmub Gata3-nls-lacz ekspressioon ventraalse
endodermi mediaalsesse ossa aga E8. gRT-PCR ja in situ hiibridisatsiooni tulemused néitavad,
et sekundaarse siidamevilja piirkonnas on Gata3“® embriiotes Fgf8 alla reguleeritud ja Isl1
tiles reguleeritud, Fgfl0, Shh ja Tbxl tase ei ole muutunud. Selline faktorite
ekspressioonimuster  vOoib  pohjustada neelu  mesenhiiimi  rakkude  enneaegset
diferentseerumist, mis omakorda viib siidame véararenguteni. Fgf8 alla regulatsioonist vdivad
olla tingitud AP-2a" neuraalharja rakkude vihenenud proliferatsioonitase ning
migratsioonihiire viljavoolukulglasse. Viimasele viitab AP-2a" rakkude viiksem osakaal
Gata3"“° embriiote viljavoolukulgla mesenhiiiimis. Samuti on langenud transkriptsioonifaktor
AP-20 ekspressioonitase viljavoolukulgla mesenhiiiimis. Seega antud magistritod tulemuste

3KO

pohjal voib oelda, et Gata embriiote siidame arengut reguleervates piirkondades on

muutunud nii Fgf8 ja Isl1 kui ka AP-2a ekspressioonimuster voi —tase.
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SUMMARY

Gata3 regulates arterial heart pole development in mice (Mus musculus)

Toomas Jagomae

Formation of the cardiovascular system is a complex process gathering specification,
proliferation and differentiation of mesodermal and ecto-mesenchymal cells into myriad cell
types of the heart. It is thought that congenital heart defects are caused by disequilibrium
between differentiation and proliferation of the extracardiac progenitor pool during looping
stages. These progenitors migrate into embryonic heart, forming majority of ascending aorta,
pulmonary arterie, left ventricle and atria. Thereafter it is crucial to study signaling- and
transcriptional networks controlling the development of multipotent stem cells in order to
reason congenital heart defects and devise genetic- and cell therapies.

In mice (Mus musculus) homozygous mutations of the Gata3 renders several defects in heart:
ventricular septal defect, persistent truncus arteriosus and double outlet from right ventricle. It
has been suggested that defects arise from the hypoplastic outflow tract and insufficient
rotation of truncus arteriosus during cardiac looping. Gata3 has been shown to regulate the
development of inner ear, kidneys, nervous system, adrenal glands, thyroid gland and thymus.
Haploinsuffiency of GATA3 in humans causes Barakat syndrome which gathers sensorineural

deafness, renal disease, hypoparathyroidism and in some cases ventricular septal defects.

Thereafter in this master thesis we studied the regulatory function of Gata3 in context of the
heart development. Based on the results Gata3 is expressed in spatio-temporal manner in
regions associated with the heart development. First of all, at E8 expression is seen at in
ventral pharyngeal endoderm and during development at E9.5 it expands into lateral splachnic
mesoderm. Prior to aorticopulmonary septation at E10.5 strong expression is seen in the
endocardial cushions of outflowtract. Drawn on the outcome of gRT-PCR and in situ
hybridization results, the expression of Fgf8 is downregulated and Isll is upregulated in
Gata3“°, which may cause premature differentiation of pharyngeal and neural crest cells.
Decreased proliferation and migration of neural crest derived cells in Gata3“° mice may be
caused by the Fgf8 expression downregulation. Hypoplastic outflowtract and insufficient
looping in Gata3"® embryos may be caused disoriented development of these two cell

populations.
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