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KASUTATUD MOISTED JA LUHENDID

BSA — veise seerumi albumiin (Bovine Serum Albumine)

DI G — digokstigeniin

E(10.5) — (10.5) embrtionaal ne arengupéaev

FCS — veise loote seerum (Foetal Calf Serum)

in situ — kohapeal

in vitro — katseklaasis

lacZ — Escherichia coli b-galaktosidaasi kodeeriv geen

nls — tuuma lokalisatsiooni signaaljarjestus (nuclear localization signal sequence)
v/v — mahuosa mahus (volume in volume)

w/v — massiosa mahus (weight in volume)

whole mount — tervet embrtot hdlmav

X-Gal — 5-bromo-4-kloro-3-indol Gitil- 3- D-gal aktopuranosiid

Markus. Geenide tahistused on tekstis esitatud kaldkirjas, valkude tdhised aga
pustkirjas.



SISSEJUHATUS

Imetgja sisekdrv on organ, mille keerulise ehitusega kaasneb kahe olulise tau
toimimine. Dorsaalselt paiknev vestibulaaraparaat taidab tasakaaluelundi funktsioone
ja ventraalne osa, kohlea, vastutab kuulmise eest. Lihtsa ehitusega kdrvavesiikuli
arenemine  kolmedimensionaalseks membraanseks laburindiks on  detailselt
kirjeldatud, kuid seda kontrollivate molekul aarsete mehhanismide kohta on veel vahe
informatsiooni. Mutantsed hiireliinid on ténapaeva teaduses saanud tooriistaks, mille
abil on kirjeldatud ka imetaja sisekdrva arengus ol uliste funktsioonidega geene. Siiski
puuduvad seni piisavad andmed kirjeldamaks molekulaarset sidusust ja geneetilist
hierarhiat sisekdrva arengus.

Gata-perekonna  transkriptsioonifaktoritel on  elutdhtsaid rolle  erinevates
organismiriihmades. Selgroogsete Gata-perekonna kuuel liikmel (Gatal-6) on teada
olulisi mittekattuvaid rolle erinevate organite arengus, nad on vajalikud raku saatuse
méératlemisel, diferentseerumise regulatsioonis ning rakkude proliferatsiooni ja
liikumise kontrollis. On kirjeldatud Gata3 rolli vereloome, kesknarvislsteemi,
sidame, neerude ja sisekOrva arengus. Gata3-puudulikel hiireembriotel tekivad
héired juba sisekdrva arengu varajases etapis, mistbttu on takistatud ka kdrva edasine
korraparane arenemine. Gata3” hiired surevad embriionaalse arengu valtel (E10.5-
115), seetbttu on raskendatud geenifunktsioonide uurimine hilisemates
arengustaadiumides. Gata3”~ embriiote suremise peamiseks pdhjuseks peetakse
stidame arenguhéireid, mis tekivad noradrenaliini puudulikkuse tottu stimpaeatilises
narvisisteemis.  Katehhoolamiini  biosiinteesirgja  vahelihendite  kunstlikul
manustamisel suudavad Gata3 mutantsed embriod elada kuni vanuseni E18.5.

Gata3 haplopuudulikkus pdhjustab inimestel HDR stindroomi, millega kaasneb kurtus
ning neer+ ja korvalkilpnéarme héired. On teada, et heterostigootsed Gata3
mutantsed hiired kannatavad progresseeruva Corti organi meele- ja tugirakkude
degeneratsiooni all, mis pdhjustab kuulmise kadumise. Tapsed mehhanismid, mis
HDR siindroomi pdhjustavad on ebaselged.

Gata3-puudulike hiirte kdrvafenotlip on siiani detailselt kirjeldamata, samuti on
iseloomustamata Gata3 sihtmérkgeenid sisekdrvas. Kuigi Fgf-perekonna faktorite
uurimine sisekdrva arengus on olnud pikka aega teadlaste huviorbiidis, e ole seni
kirjeldatud dhtki geeni, mis reguleerib Fgf liikmete avaldumist sisekdrvas. Sellest



l[ahtuvalt sai minu magistritdd eesmargiks sisekdrva vargjase fenottibi kirjeldamine
Gata3 mutantsetel hiireembriiotel ning Fgf-signaliseerimise hindamine Gata3-
puudulikus kdrvaepiteelis. Minu t66 hélmab osa suuremast projektist, mille tulemina
on saadetud kirjastamiseks artikli kasikiri: Lillevdli, K., Matilainen, T., Haugas, M.,
Pussinen, C., Karis, A. ja Salminen, M. ‘Gata3 controls placode morphogenesis,

Fgf10-signalling and cochlear differentiation during otic development.” .



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Sisekdrva ehitus ja funktsioonid
Sisekdrv on (ks keerulisema ehitusega struktuure selgroogsetes. Sisekdrva

kolmedimensionaalselt organiseerunud lablrint  tdidab nii kuulmise  kui
tasakaaluelundi funktsioone. Ektodermaalsest plakoodist périnevat membraanset
laburinti Gmbritseb mesodermaalse péritoluga luine kapsel. Vastavalt tditlusele
jagatakse sisekOrv kaheks: dorsaalselt paiknev vestibulaarsiisteem on vaalik
gravitatsiooni detekteerimiseks ja tasakaalu hoidmiseks ning ventraalselt asuv kohlea
ehk tigu tagab kuulmise. Vestibulaaraparaati kuuluvad kolm Uksteisest 90° nurga all
paiknevat poolringkanalit, utriikul ehk mdik ja sakkul ehk kotike. Sisekdrva
dorsaalsest osast valjub endolUmfaatiline juha, millel on laienenud [Bpuosa ehk
kotike. Need struktuurid tUhendavad membraanses labirindis sisalduva endolUmfi
guvedelikuga, tagades sellega vedeliku tsirkulatsiooni ning endolumfi stabiilse
koguse vatimaks liigse rohu teket (joonis 1A).

Sisekdrva funktsioonide eest vastutavad mehhanosensoorsete muunduritena to6tavad
karvarakud, mis muudavad mehhaanilised voOnkumised nérviimpulssideks.
Sensoorsete karvarakkude poolt detekteeritud mehhanilised lained saadetakse
narviimpulssidena kesknérvisisteemi spiraal- ja vestibulaarganglionist |8htuvate
aferentsete juhteteede kaudu. Meedlerakkudel 18pevad ka eferentsed juhteteed, mis
muudavad retseptorite tundlikkust.

Kuulmis- ja tasakaalusiisteemi meelerakud ja neid Umbritsevad tugirakud on
koondunud kindlatesse regioonidesse. Imetgate vestibulaaraparaadis paikneb viis
sensoorset organit (meelerakkude ala), mis on kahte tltpi: kristad ehk harjad ja
maakulad ehk tdhnid. Harjad on kihmukujulised organid, mis asuvad kolme
poolringkanali alumises osas (joonis 1A, B) ja nende Ulesandeks on nurkkiirenduse
detekteerimine. Maakulad on lamedad organid, mis paiknevad vestiibuli kesksetes
regioonides, sakkulisja utriikulis. Neid nimetatakse ka tasakaal utahnideks (joonis 1A,
C). Maakulate meelerakud asuvad geelja mass sees, mida nimetatakse otoliidi
membraaniks. Otoliidi membraani liikumine painutab soltuvalt raskusoust

karvarakke, mille Ulesandeks on lineaarse kiirenduse detekteerimine. Kohleas asub



Uks sensoorne aa, s.0. Corti elund ehk spiraalorgan (joonis 1A). Erinevalt teistest
sensoorsetest organitest on spiraalorgani karvarakud paigutunud Kkorrapéraselt
ridadesse: Uks rida sisemis ja kolm rida valimis meelerakke (joonis 1D). Sisemised
ja véalimised karvarakud erinevad teineteisest nii morfoloogia kui funktsioonide
poolest: sisemised rakud on otseselt Corti organi retseptorid, mis saadavad aferentsete
néarvikiudude kaudu informatsiooni gusse ja valimiste karvarakkude Ulesandeks on
esmase info vastuvGtmine ajust. Spiraalorgani kindlates positsioonides asuvad
karvarakud detekteerivad vastavalt alusmembraani erinevale painduvusele kindlaid
lainepikkusi. Inimesel on spiraalorganis umbes 3500 sisemist ja 12 000 valimist
meel erakku.

Sisekdrva epiteelne laburint on téidetud endolimfiga, millel on ebatavaline ioonne
koostis: kdrge K* -ioonide ja suhteliselt madal Na' -ioonide sisaldus. Selline ioonne
tasakaal on oluline karvarakkude normaal seks talitluseks. Sisekdrva imbritseva luise
kdrvakapsli ja membraanse labirindi vahel on perilimf, kus on madal [K*] ja kbrge
[Na'], mis iseloomustab rakuvalist vedelikku.

Erinevalt imetgjatest toimub lindudel karvarakkude taastootmine, mille alikaks on
dediferentseerunud tugirakud. Karvarakkude havimise tottu kannatavad miljonid

inimesed maailmas kuulmishéirete all.
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Joonis 1. Imetaja sisekOrva ehitus. (A) Sisekdrva Uldstruktuur. Tumehali vérviga on
téhistatud harjad, viiruliselt on mérgistatud téhnid ning helehaliga Corti elund. (B-D)
Sisekdrva sensoorse epitedli kolm tldpi. Valgega on téhistatud meelerakud, halliga tugirakud
jamustaga narvikiud. Luhendid: smr — sisemised meelerakud, vmr — valimised meelerakud.
(Kiernan et al., 2002 jargi).

1.2 Sisekdrva arenemine

1.2.1 Kdorvaplakoodi induktsioon

Korvaplakoodi indutseerimise saab jagada erinevateks etappideks. Gastrulatsiooni gjal
tekib  neuraaplaati Umbritsev  hobuserauakujuline  ektodermaalne  aa,
plakoodikompetentne regioon (joonis 2A, B). Vastavat piirkonda eristab mitmete
markergeenide ekspressioon, nditeks Sox-, DIx- ja Pax-perekonna liikmete oma
(Ulevaade Baker ja Bronner-Fraser, 2001). Soltuvalt Umbritsevatest kudedest



tulenevatest signaalidest arenevad sellest regioonist kdik kraniaalplakoodid (Torres ja
Giraldez, 1998; Streit, 2004).

Korvaplakoodi indutseerimiseks hilises gastrulatsioonis on vaaik véhemalt kahe
soltumatu indutseeriva signaalmolekuli Uheaegne olemasolu, mis parinevad tulevast
kérvapiirkonda Umbritsevast endomesodermist ning neuraalkoest. Erinevatel
loomarihmadel omavad siinjuures rolli erinevad faktorid ja voimalik, et isegi
erinevad geeniperekonnad. Fgf-perekonna signaliseerimine on  kérvaplakoodi
induktsioonis konserveerunud kodigis seniuuritud loomarihmades (Ladher et al., 2000;
Leger ja Brand, 2002; Maroon et al., 2002; Phillips et al., 2001; Wright ja Mansour,
2003). Hiire kdérvaplakoodi indutseerijatena on olulised tagagjust parinev Fgf3 ning
mesenhiimaalne Fgf10. Wright ja Mansour (2003) néitasid, et vastavate geenide
suhtes topeltmutantsetel hiireembriiotel e toimu korva induktsiooni. Vastupidiselt
eemisdle uurimusele on aga demonstreeritud, et Fgf3/Fgfl0 topeltmutantsetel
hiireembriotel kdrvaplakood siiski tekib, kuid see areneb vigaselt (Alvarez et al.,
2003). Samas toos nadidati, et Fgf3 ja Fgfl0 Uleekspressioon neuraalkoes pohjustab
lisa kbrvavesiikulite tekkimise. Seega on Fgf3ja Fgfl0 kil hiire kdrva induktsioonis
olulise tahtsusega, kuid tdendoliselt esineb antud protsessis lisaks veel seniavastamata
faktor(eid). Hiljutises t66s kinnitas Ladher’i uurimisgrupp (Ladher et al., 2005), et
endodermist tulenev Fgf8 on méadrava tahtsusega korvainduktsioonis, nii kanas kui
hiires. Katses, kus kasutati Fgf3-puudulikke ja Fgf8 suhtes hipomorfset alleli
kandvaid hiiri, detekteeriti embriiotel Fgfl0 ekspressiooni vahenemine ja
kdrvainduktsiooni puudumine. Kanas néidati, et Fgf8 on oluline kérva indutseeriva
mesenhiimaalse faktori - Fgfl9 -  avaldumiseks. Kanaembriotel on korva
indutseeriva faktorina kirjeldatud veel neuraalse péritoluga ja Fgf19 poolt
indutseeritav parakriinne faktor Wnt8c (Ladher et al., 2000).

Korvaplakood eristub hiires ja kanas umbes 10 somiidipaari vanuselt. Algselt on
tegemist morfoloogiliselt lihtsa epiteliaalse rakkude tihemikuga tagagju 5. ja 6.
rombomeeri korval. Vargjane kdrvaplakood eristub Umbritsevast pinnaektodermist
lisaks morfoloogiale ka spetsiifiliste geenide ekspressiooniga. Plakoodis on mitmeid
diskreetse ekspressiooniga transkriptsioonifaktoreid, néiteks Pax8, Pax2, Gata3, Six4,
DIx3; samuti sekreteeritavaid faktoreid, nagu, naiteks, Fgf3, Fgf10 ja Bmp7 (Baker ja
Bronner-Fraser, 2001). Kdrva arengu varaseim kirjeldatud markergeen hiires on



paired box perekonna liige Pax8, mis avaldub juba enne kdrvaplakoodi morfol oogilist
eristumist pinnaektodermist (Mansouri et al., 1996).

1.2.2 Morfogenees

Parast korvaplakoodi formeerumist hakkab epiteliaalne tihemik mesenhiimi sisse
sopistuma ja moodustab kaugja kérvasiivendi (otic cup; joonis 2D). Invagineerumise
mehhanismid on ténaseni suurel médral ebaselged. Huvitava faktina on néidatud, et
imetaja ja linnu kdrvaplakoodi invagineerumine e ole nii energiat nGudev kui 18atse-
ja ninaplakoodi ning kala ja konna korvaplakoodide sissesopistumine (Legan ja
Richardson, 1997). Korvaplakoodi invaginatsioonis voib olla oluline osa
ekstratsellulaarse maatriksi adhesioonimolekulide  vahendusel toimuval
signalisatsioonil. Katses, kus kana embriios blokeeriti rakuvéliste molekulide (N-
CAM) vastaste antikehadega korvaepitedli ja neuraaltoru vaheline adhesioon, héirus
korvaplakoodi invaginatsioon ning hilisem sulgumine ototsustiks (Brown et al.,
1998). Invaginatsioonis on ilmselt oluline ka rakkude jagunemine ja Umbritseva
mesenhidmi  mehhaaniline surve korvaplakoodile. Korvavesiikul ehk ototsist
moodustub hiirel vanuseks E9.5 (joonis 2E). Osa kdrvavesiikuli anterioventraal setest
rakkudest migreerub ventraalselt ja moodustab VIII kraniaal- ehk korvaganglioni
(joonis 2D, E). Lihtne epiteliaalne ototsiist alub segjarel kiiretele morfoloogilistele
muutustele: nelja péevaga kujunevad kdik peamised korvastruktuurid. Esmalt hakkab
Ummargune vesiikul dorsoventraaselt pikenema ning néhtavale ilmuvad esimesed
sisekdrva struktuuride alged: dorsaalselt eristub korvavesiikuli sulgumise kohas
tulevane endolUmfaatiline juha, anteriodorsaalselt sopistub védja poolringkanalite
piirkond ning ventraalselt areneb tigu (joonis 2F). Kiires morfoloogilises muutuses on
olulisel kohal rakutsikli ja apoptoos t&pne regulatsioon. Huvitav on siinjuures
agaolu, et vajakasvavates piirkondades e ole rakkude jagunemise tase aldi
suurerenud. Naiteks, dorsaalsetes endolimfijuha ja kanalitasku valjasopistumise
doméanides on rakkude jagunemise tase mada vorreldes ototsisti ventraalse
regiooniga (Lang et al., 2000).

Poolringkanalite keeruline slisteem kujuneb véljakasvavate “taskute abil, mille
vastakuti paiknevad pinnad |dhenevad teineteisele kuni liituvad Uhtseks epiteliaal seks
plaadiks. Hiljem kanaiplaat kaob hiirel rakkude migreerumise ja kanal apoptoos
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taggjarjel. Alles jédvad vaid poolringkanalid, millest eesmine ja tagumine liituvad
Uhissdare (crus commune) kaudu (Martin ja Swanson, 1993).
E14.5 arengupéevaks on hiire sisekdrva aparaadis kujunenud koik peamised osad,

kuid nende I6plik eristumine toimub kuni stinnini.

Endaliimf
juha

Poolring-

| Eohlea

Meuraaiplaat ja R )
= il Il 'esenhiiim [ Wil kraniaalganglion
7 Neuraalvagu B seljzkeelik Bl Endoderm
LI Ektoderm T Arenev sisekar %77 Sensoorsed alad

e Plakoodikompelentne regicon

Joonis 2. Sisekdrva arenemine. Neuraalplaati imbritsev hobuserauakujuline ektodermaalne
ala(A) omab kraniaal plakoodide kompetentset piirkonda (B), mis annab aluse kérvaplakoodi
tekkimiseks (C). Korvaplakood invagineerub ja moodustub kaugas kérvasiivend ehk otic cup
(D). Epitedirakkude siivenemise jétkudes kdrva avaus kitseneb ja moodustub kdrvavesiikul
(E). Vedikuli moodustumise delamineeruvad korvaepitedli anterioventraalsed rakud (D),

mille tulemusel tekib V111 kraniaalganglion (E). Morfoloogiliste muutuste tulemusel arenevad
vaja koik sisekdrva struktuurid (F) (Torres ja Giraldez, 1998 jérgi).

Juba aastakimneid on pudtud leida selgitus mehhanismidele, mis juhivad lihtsa
plakoodi kujunemist keerulise struktuuriga membraanseks laburindiks. Plakoodi
vargane polariseerumine ning ka hilissm morfogenees toimub koostoimes
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Umbritsevate kudedega. Arenev koérvaplakood ja -vesiikul on tihedas kontaktis nii
neuraalkoe kui mesenhiiimiga.

Korvaepiteel on polariseeritud juba enne sissesopistumist, mis valjendub mitmete
geenide kindlalt lokaliseeritud ekspressioonis (Fekete ja Wu, 2002). Arvatakse, et
esimesena méadratletakse anterioposterioorne telg, mis vdib olla tingitud 5. ja 6.
rombomeeri ning kdrvaplakoodi vahel toimivast efriinide signaliseerimisest (Ulevaade
Brigande et al., 2000). Ent hiljutises t66s néitas Bok kaasautoritega (Bok et al., 2005),
et anterioposterioorne polarisatsioon kujuneb korrektselt ka juhul, kui nérvitoru
polaarsus mehhaaniliselt muuta. Dorsaalse doméaani kujunemise eest peetakse samulti
vastutavaks nérvitorust tulenevaid signaale. Lateroventradse telje méaératlemine
toimub viimasena.

On loodud hupoteetiline koérvastruktuuride piirimudel (compartment boundary
model), mille alusel jaotatakse korvavesiikul erinevaid geene ekspresseerivateks
domaanideks (Kiernan et al., 1997; Brigande et al., 2000; Rinkwitz et al., 2001,
Fekete ja Wu, 2002). Vastavate domaanide rakud e segune oluliselt omavahel ja
erinevate geenide kokkupuutepiirkonnad on arvatavasti organisaatoriteks erinevate
struktuuride  induktsioonis. Huvitav on ginjuures endolUmfaatilise juha
védljakasvamise/arenemise teooria, mille kohaselt indutseeritakse see korvavesiikuli
sulgumise piirkonnas kolme erineva doméani kokkupuutekohas (Brigande et al.,
2000). Varakult maératletakse ka tulevane sensoorne-neuraalne piirkond, millest

arenevad hiljem nii sersoorne epiteel kui kérvaganglion (Wu et al., 1998).

Tanapaeval on korva vargjasse arengusse palju selgust toonud mitmete mutantsete
hiireliinide loomine, mille abil on selgitatud nii Umbritsevates kudedes kui ka
korvaepiteelis ekspresseeruvate geenide osalust. Neuraalkoe otsest rolli sisekdrva
arengule on selgitatud mutantide abil, milles on rikutud tagagju 5. ja 6. rombomeeri
identiteet. Néiteks kreisler, Hoxal ning retinoolhappe signaalrgja komponentide
mutantidel on héiritud normaalse kdrvavesiikuli aeng vaatamata sellele, et mainitud
geenid ise e avaldu korvaepiteelis (McKay et al., 1994; Mark et al., 1993;
Niederreither et al., 2000). Samuti on ndidatud mesodermi signaliseerimise osalust
nimetatud koes ekspresseeruva Pou3f4 mutantidega, kellel on héiritud teojuha
normaalne areng (Phippard et al., 1999).

Korvaepiteelis ekspresseeruvate geenide valjalulitamisel on sageli tdheldatav korva

selle piirkonna ebanormaalne areng, kus vastav geen on avaldunud. Néiteks,
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lateroventraal selt ekspresseeruva Pax2 mutantsetel embriiotel el arene teojuha ning
ototslistis dorsaalselt ekspresseerunud geenide, nagu, nditeks, DIx5 ja HmMx3
mutantidel puudub v&i on tdsiselt hairitud poolringkanalite areng (Torres et al., 1996;
Depew et al., 1999; Wang et al., 1998).

1.2.2.1 Fgf faktorid kdrva morfogeneesis

Fgf-perekonna litkmed on olulised mitmete organite kujunemisel, signaliseerides
sageli  koOrvalasetsevatest kudedest. Neuraalkoest ning korva Umbritsevast
mesenhulimist tulenevad Fgf-perekonna faktorid on olulised sisekdrva induktsioonis.
Hiljem, ekspresseerudes lisaks ka korvaepitedlis, on neil roll ka morfogeneesis. Fgfl10
jaFgf3inaktivatsioon pdhjustab héireid morfogenees hilisemates arengustaadiumides
(Mansour et al., 1993; Alvarez et al., 2003; Pauley et al., 2003). Fgf10 mutantsetel
hiirtel puudub téielikult tagumine poolringkanal koos sensoorse aaga, lisaks on
héiritud ka eesmise ja kilgmise poolringkanali arenemine (Pauley et al., 2003). On
ndidatud, et poolringkanalite sensoorsetes alades avalduv Fgf10 indutseerib Bmp2
ekspressiooni  kilgnevas mittesensoorses epiteelis, mis omakorda signaliseerib
poolringkanalite véljakasvamise (Chang et al., 2004). Selline nade, Kkus
epiteelisiseselt toimub Fgf-signaliseerimine on organogeneesis suhteliselt unikaalne.
Tagagjust tulenev Fgf3 on oluline endolimfaatilise juha valjakujunemiseks
(Mansour,1994).

Fgf-perekonna neljast retseptorist on FgfR1b ja FgfR2b véimelised siduma Fgf3 ja
Fgf10 (Ornitz et al., 1996; Pirvola et al., 2000). FgfR2(I11b) inaktivatsioon pohjustab
tosiseid sisekOrva morfogenees héreid (Pirvola et al., 2000). Fgfl0 puudumisel el ole
korva fenotldp nii tdsine kui FgfR2(111b) mutantide puhul, mistéttu arvatakse, et Fgf3
voib nimetatud retseptoriga seondudes asendada osaliselt Fgf10 puudumise (Pauley et
al., 2003).
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1.3 Gata transkriptsioonifaktorid

Gata transkriptsioonifaktorid on oma nime saanud vGime jérgi seonduda spetsiifilise
DNA jérjestusega (A/T)GATA(A/G). Selgroogsete Gata-perekonda kuulub kuus
liiget, Gatal-6. Omavahel jagatakse need nii jarjestuse kui funktsioonide alusel
kaheks alamperekonnaks: Gatal, -2, -3 on olulised valgud eelkdige hematopoeesis
ning Gatad, -5, -6 osalevad siidame ja kopsude kujunemisel. Organismide arengus on
Gata faktoritele omistatud hulgaliselt mittekattuvaid elutdhtsaid funktsioone. Nad
osalevad rakkude jagunemise, lilkumise ja diferentseerumise protsessides (Ulevaade
Patient ja McGhee, 2002).

1.3.1 Gata3

Gata3-puudulikud hiireembriiod surevad vanuses E10.5-11.5 mitmete organite
arenguhdirete tottu (Pandolfi et al., 1995; Ting et al., 1996; Pata et al., 1999; Lim et
al., 2000). Arvatakse, et mutandid surevad eelkdige slidamefunktsioonide héirete
tottu, mis omakorda tulenevad noradrenaliini vaegusest pohjustatud simpaetilise
narvististeemi puudulikkusest (Lim et al., 2000). Lisaks enimuuritud funktsioonile T-
rakkude diferentseerumises, on Gata3-1 olulis rolle ka neeru, n&okolju, naha,
kesknérvislisteemi ja sisekdrva arengus. Narvisisteemis ja sisekfrvas on
ekspresseerunud sellest perekonnast vaid Gata3 ja Gata2 (Pata et al., 1999; Nardelli
et al., 1999; Lillevdi et al., 2004).

1.3.1.1 Gata3 funktsioonid sisekdrvas

Gata3-1 on sisekdrva arengus mitmeid funktsioone, olles asendamatu nii vaadeldava
organi morfogeneesis kui ka oluline tegur kbrva innervatsioonil tagagjust (Kariset al,
2001). Gata3-le on omistatud ka vdimalikku osa meelerakkude diferentseerumise
kontrollis (Lawoko-Kerali et al., 2002). Lawoko-Kerali kaasautoritega viitab ka Gata3
osalusele auditoorse ja vestibulaarse ganglioni méaératlemisel, mil Gata3 reguleerib
selektiivselt NeuroD ekspressiooni auditoorsetes neuroblastides (Lawoko-Kerali et
al., 2004).

Olgu mérgitud, et Gata3 mutantne kdrvavesiikul on vdiksem ja dorsoventraalselt

pikenenud vorreldes normaalsete ja Gata3 heterostigootsete embriiotega. Mutandi
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korv jaab tsistiks, millel puuduvad kdik kolm poolringkanalit, sakkul ja utriikul ning
teo védjakasv on pidurdunud (Karis et al., 2001). Gata3 mutandi sisekdrva fenotliip
on detailselt kirjeldamata ning Uhtki Gata3 mérklaudgeeni varajases korvaepiteelis el
ole seni iseloomustatud. Vaatamata tdsi sel e fenotliibile on Gata3 mutantses ototstistis
sdilunud dorsoventraalne polarisatsioon ning Pax2, Sx1 ja Eyal geeniekspressiooni
muutus el ole téheldatud (Lillevali et al., 2004).

Inimesel pbhjustab Gata3 haplopuudulikkus HDR (hypoparathyroidism, deafness,
renal dysplasia) sindroomi, mille tunnusteks on korvalkilpnddrme aaareng,
neerudefektid ja kurtus (Van Esch et al., 2000). Ka Gata3 alledi suhtes
heterostigootsetel hiirtel on kuulmishéireid. Van der Wees kaasautoritega (van der
Wees et al, 2004) on néddanud, et Gata3 haplopuudulikkusega kaasnev
kuulmisfuntsiooni héire hiires on tingitud eelkdige Corti organi meele- ja tugirakkude
progresseeruvast degeneratsioonist. Nad tdheldasid, et kuulmise kadu korreleerub

valimiste karvarakkude héavimise tasemega.

1.3.1.2 Gata3 ekspressioon sisek0Orvas

Gata3 ekspressioon initsieeritakse korvaplakoodis vanuses E8.5 (Lawoko-Kerali et
al., 2002), olles detekteeritav Uhtlaselt Ule kogu plakoodiala. Arengu edenedes (E9.5)
on Gata3 ekspresseerunud korvavesiikuli epiteelis, puududes vaid Uksikutes rakkudes
vesiikuli dorsolateraalses osas (Lawoko-Kerdi et al., 2002; Lillevdi et al., 2004).
Ototsuisti pikenedes (E10.5) on Gata3 ekspresseerunud kahe doméaanina, kattes nii
ventraalse ehk tulevase teo piirkonna kui ka dorsaalse ehk tulevaste poolringkanalite
regiooni. Selles vanuses ilmub Gata3 ekspressioon ka dorsaal sesse ning ventraal sesse
korvamesenhitimi. Hiire arengu 11.ndal embriionaalsel péeval reguleeritakse Gata3
ekspressioon alla tulevases vestibulaarpiirkonnas, ent tugev ekspressioon séilub
arenevas auditoorses aparaadis ja seda Umbritsevas mesenhtimis (Lillevai et al.,
2004).

Gata3 ekspresseerub arengu jooksul koikides tulevastes sensoorsetes alades, vélja
arvatud sakkuli téhnides. Vestibulaaraparaadi sensoorses epiteelis e ole Gata3
téheldatav enam vanuses E18.5. Auditoorses sensoorses epiteelis séilib ekspressioon
ka hilisemates etappides. SOltumatute gruppide poolt avaldatud andmed on vastakad.
Rivolta ja Holley (1998) néditasid immunoloogiliste meetoditega, et péarast
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karvarakkude diferentseerumist jadb Gata3 ekspressioon plsima selektiivselt vaid
Corti organi tugirakkudes, olles maha reguleeritud karvarakkudest ning hiljem,
14.ndaks elupdevaks kogu epiteelist. Vastupidised tulemused sai van der Wees
kaasautoritega (van der Wees et al., 2004), kes visualiseerisid Gata3 lookuse poolt
reguleeritavat b-galaktosidaasi ekspressiooni sisekOrvas ning kasutasid in situ
hubridisatsiooni meetodit. Autorid detekteerisid Gata3 ekspressiooni taiskasvanud
hiire Corti organis nii tugi- kui karvarakkudes. Antud t66de tulemuste erinevus voib
tuleneda kasutatud metoodikate erinevast tundlikkusest.

Gata3  ekspressoon  kdrvaganglionis on  domineeriv  spiraalganglionis;
vestibulaarganglionis annavad hibridisatsioonisignaali vaid Uksikud rakud (Lillevali
et al., 2004).
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2. EKSPERIMENTAALNE TOO

2.1 T60 eesmérgid

=  Gata3 mutantsete hiirte sisekdrva vargjase fenottitbi kirjeldamine

» Fgf-signaliseerimise hindamine Gata3-puudulikus kdrvaepitedlis
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2.2 Materjdid jamestodid

2.2.1 Kasutatud hiireliin, genottipeerimine

Kasutasin Gata3"¥% hiireliini (Hendriks et al., 1999). Embriiote genotiipeerimiseks
kasutasin rebukotist voetud koematerjali. Koettki lUUsisin puhvris, mis koosnes 1

puhverB (FIREPoI) ning 0.1 ng/ml proteinaaskK. Materjali inkubeerisin tledd 56 °C
juures, segjdrel segasin varistil ning kuumutasin 20 min 98 °C juures. Luusilahuse
fuugisin 1 min taispdoretel. Jargnevalt teostasin PCR reaktsiooni, kus kasutasin
jargmiseid praimereid:

G3ex2-F 5-CCT CCG ACG GCA GGA GTC-3',

G3ex2-R 5-ACC GTA GCCCTGACG GAGTTT-3 ja

LacZ-R1 5-ACG GCG GAT TGA CCG TAA TG-3..

PCR viisin labi 10 m-s ning selle koostis oli jargmine: ~20 ng DNA-d, 1© (NH4)2SO4
puhver (Fermentas), 1.5 mM MgCh, 02 mM dNTP, 0.25 uM praimerit G3ex2-F,
0.1 puM prameit G3ex2-R, 0.15 uM pramerit LacZ-R ning 1 dhik Tag DNA
polimeraasi.

PCR tingimused olid jargmised: 94 °C 5 min, segjdrel 94 °C 30 sek, 60 °C 30 sek,

72 °C 40 sek, 33 tsiklit. PCR tulemused anallisisin 1.5% TAE agaroosgeel

elektroforeesil.

Gata3"9%Z hiiri genotiipeerisin B-galaktosidaasi varvusreaktsiooni meetodil. Sel juhul
kasutasin materjalina hiire sabaotsa jalvOi varvast. Varvusreaktsiooni esiletoomiseks
lisasin materjalile varskelt vamistatud substraadi lahust (lahuse koostis punktis 2.2.3
[3-galaktosidaasi varvusreaktsioon hiireembriotel). Inkubeerisin materjali 1-2 tundi

37 °C juures pimedas ning detekteerisin tulemuse vastavalt hiire genottdbile.

2.2.2 Embruote dissekteerimine

Embriote vanuseks E0.5 méargiti paev, mil detekteeriti emahiire vaginaalne limakork.
Embriiod dissekteerisin I PBS-s ja eemadasin ekstraembriionaalsed membraanid.
Whole mount in situ hibridisatsiooni tarbeks dissekteeritud embriotel avasin tagagju
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vatsakese, punkteerisin eesgju vatsakese ning slidame parema vatsakese. Inkubeerisin

embriiod Uks kuni viis 66paeva 4% PFA! lahuses 4 °C juures.

2.2.3 [3-galaktosidaasi varvusreaktsioon hiireembr tiotel

[3-galaktosidaasi vérvusreaktsiooni esiletoomiseks fikseerisin embriiod 4% PFA-s 30
min j&é, seejarel loputasin 1° PBS lahuses ning pesin 1° RINSE puhvris® kolm korda
5 min toatemperatuuril. Varvuse esiletoomiseks kasutasin varvilahust, mis sisaldas 1
RINSE puhvrit, 5 mM kaalium ferritstianiidi ja 5 mM kaalium ferrotstianiidi ning
1 mg/ml X-Ga (20 mg/ml dimettdlformamiidis; Fermentas). Varvusreaktsioon
toimus Uledo toatemperatuuril pimedas. Péarast sobiliku tulemuse saavutamist peatasin
reaktsiooni I PBS lahusega, pestes embriiod neli korda 5 min. Jarelfikseerimine
toimus 4% PFA/PBS lahusega 4 °C juures Uletd. Embrtote pildistamiseks kasutasin
mikroskoopi Olympus SZX12 ja CCD kaamerat SensiCam. Jooniste t06tlemiseks

kasutasin programmi Adobe Photoshop.

2.2.4 DIG-riboproovide siinteesimiseks kasutatud plasmiidid

Riboproovide (sense ja antisense orientatsioonis) stinteesimiseks kasutasin jargmisi
plasmiide:

- Bluescript BSK plasmiid, mis sisaldas 780 bp pikkust DIx5 cDNA jarjestust

- pBluescript KS plasmiid, mis sisaldas 866 bp pikkust Lfng cDNA jérjestust

- Bluescript KS 11 (+) plasmiid, mis sisaldas 584 bp pikkust Fgf10 cDNA j§estust

- pPCMV-SPORT6 plasmiid, mis sisaldas 557 bp pikkust Etv5 cDNA jérjestust

- Bluescript/p31A plasmiid, mis sisaldas 400 bp pikkust Pax8 cDNA jarjestust

- Bluescript KS 11 (+) plasmiid, mis sisaldas 500 bp pikkust Fgf3 cDNA jarjestust

2.2.5 DIG-mérgistatud riboproovi slinteesimine

Hiire DIX5, Lfng, Pax8, Fgf3, Fgf10 ja Etv5 sense ja antisense riboproovid stinteesisin
vastavatelt eelpool nimetatud lineariseeritud plasmiididelt. Sinteesiks kasutasin
INTP-de segu, kus sisaldus 10 mM rGTP, 10 mM rCTP, 10 mM rATP, 6.5 mM
rUTPja3.5 mM DIG-rUTP. Kasutasin T7, T3 ja SP6 RNA poliimeraase.
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2.2.6 Whole mount in situ hubridisatsioon hiireembr (iotele

2.2.6.1 EmbrUote eelt6otius

Eelnevalt 4% PFA/PBS-is fikseeritud embriiod eeltdotlesin jargmiselt: pesin embrtiod
PBT3-s 10 min ning dehiidreerisin 25%, 50%, 75% metanooliga (lahjendused olid
tehtud PBT-s) ja kaks korda 100% metanooliga. Seegérel rehidreerisin
vastassuunalise metanooli kontsentratsioonide reaga, millele jargnes vesinikperoksiidi
t6otlus (6% HO, PBT-s) 1 tund embriotele vanuses E9.5-10.5. Embriioid vanuses
E8.5-9.0 e totdelnud vesinikperoksiidi lahusega. Jargnevalt pesin embriiod PBT-ga
ning to6tlesin neid proteinaask lahusega (0.1 pg/ml protK PBT-s) sdltuvalt embriio
suurusest 2 min kuni 10 min. ProteinaasK inhibeerisin glitsiinilahuses (2 mg/ml
glatsiin PBT-s) 5 min jooksul ning refikseerisin 4% PFA lahusega, mis sisaldas 0.2%
glutaaraldehtitidi (20 min). Loputasin embriiod kaks korda PBT lahusega ning
prehibridiseerisin® embriiod 70 °C juures vahemalt 1 tund.

Eeltoddeldud embriiod sdilitasin prehdbridisatsioonilahuses, milles puudus SDS;

embriod hoidsin —20 °C juures kuni kasutamiseni.

2.2.6.2 Embriote hibridiseerimine, sellele jargnevad pesud ja
antikehadega tootlemine

Eeltéodeldud hiireembriiotele lisasin hiibridisatsioonilahuse® ning inkubeerisin 70 °C
juures Uledd. Seejarel pesin embriiod lahusegal® kaks korda 30 min 70 °C juures.
Jargnevalt lahusl / lahus2’ (1:1) seguga 10 min 70 °C juures, millele jérgnes pesu
lahusega2 kolm korda. RNaseA (100 my/ml RNaseA lahuses?) to6tlus kestis 45 min
37 °C juures, migérel pesin embriiod korra lahusega? ja lahusega3®. Pikem pesu
lahusega3 toimus kaks korda 30 min 65 °C juures. Jargnevalt pesin embriiod 1’
TBST lahusega®, millele lisasin 2 mM levamisooli. Embriiod blokeerisin 10% FCS-ga
(eelnevalt 30 min 70 °C juures kuumutatud) TBST-s vdhemalt 1 tund. Pérast 10%-lise
seerumi  eemaldamist lisasin  auselise fosfaataasiga konjugeeritud anti-DIG
antikehade (Boehringer Mannheim GmbH) lahjenduse TBST-s (1% FCS-ga), suhtes

1:2000 ja inkubeerisin Uletd 4 °C juures.
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2.2.6.3 Pesud parast antikehadega t66tlemist ja histokeemia

Pesin embriiod I TBST-ga kolm korda 5 minutit, segjarel viis kuni kuus korda 1
tund ning jatsin nimetatud lahusega pesema Ulegd. Jargnevalt pesin embriiod
NTMTL® lahusega kolm korda 10 min ning inkubeerisn NTMTL-s, mis sisaldas
aluselise fosfataasi substraate: 4.5 mg/ml NBT*-d ja 3.5 my/ml BCIP*2-d, 37 °C juures
pimedas. Kui signaal oli kuillaldaselt tugev, pesin embriiod PBT-ga Uletd 4 °C juures
ning fikseerisin 4% PFA-ga 2 tundi 4 °C juures. Embriiod séilitasin 1 PBS-s.

2.2.7 Vibratoomildikude valmistamine

Hubridiseeritud embriiod asetasin 3 ml Zelatiini/albumiini sisestuslahusesse (0.5%
Zelatiin, 30% BSA, 20% sahharoos/1l” PBS-s, kdik w/v), millesse oli vahetult enne
lisatud glutaaraldehtitd |8ppkontsentratsiooniga 1.8% (v/v). Kui sisestuslahus hakkas
tahenema, katsin embriiod sama lahusega (ca 3 ml-lise kogusega). Lasin plokil
kdvastuda 10 min ning segjarel 16ikasin vibratoomiga (TSE GmbH) embriotest 30
mm paksused 18igud, mis asetasin PBS-i. Sdilitasin 16ikusid 4 °C juures kuni 0%

glutserooli sisestamiseni ja mikroskopeerimiseni.

Markused. Pesud, mille puhul pole aega mérgitud, kestsid 5 kuni 10 minutit ning
kdik protseduurid, kus pole temperatuuri méargitud, toimusid toatemperatuuril. Whole
mount in situ htibridisatsiooni puhul toimusid kéik etapid loksutil.
Molekulaarbioloogias tarvitatavad Uldtuntud lahused (SDS, SSC) olid valmistatud
tavaparases koostises ja meetoditel (Sambrook et al., 1989).

Kasutatud sense riboproovid e andnud whole mount in situ hibridisatsioonil

spetsiifilist signadli.
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Kasutatud lahused:

1
2.

© ©® N ©

10.

11.

12.

4% PFA — 4% PFA fosfaatpuhvris (PBS)

1" RINSE puhver — 100 mM PBS (pH 7.3), 72 mM NaHPO,, 28 mM
NaH>PO4, 2 MM MgCh

PBT - 1" PBS; 0.1% Tween 20

Prehlbridisatsiooni lahus — 50% formamiid, 5° SSC (pH 5), 1% SDS,
50 ng/ml hepariini, 50 mg/ml parmi tRNA

Hubridisatsiooni lahus — prehdbridisatsiooni lahus, millele on lisatud
denatureeritud DIG-RNA proov kontsentratsiooniga 1 mg/ml

Lahus 1 — 50% formamiid, 5° SSC (pH 5), 1% SDS

Lahus2—-0.5M NaCl, 10 mM Tris (pH 7.5), 0.1% Tween 20

Lahus 3 — 50% formamiid, 2° SSC (pH 4.5)

10" TBST — 0.25 M Tris-HCI (pH 7.5), 1.4 M NaCl, 27 mM KCl, 1% Tween
20

NTMTL — 100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCI (pH 9.5), 50 mM MgCh, 0.1%
Tween 20, 2 mM levamisool

NBT (4-nitro blue tetrazolium chloride) hoiulahus — 75 mg/ml, lahustatud
70% dimetudlformamiidis

BCIP (5-bromo-4-kloro-3-indol titil- fosfaat) hoiulahus — 50 mg/ml, lahustatud

100% dimettdlformamiidis

22



2.3 Tulemused

2.3.1 Gata3 mutantsete hiirte sisekdrva morfogenees

Homosligootsete Gata3 mutantsete hiirte (edaspidi Gata3”") sisekdrva morfoloogia
kirjeldamiseks kasutasin Gata3"9% hiireliini embriioid vanuses E8.5-9.5 (joonised 3,
4, 5). Kuna nimetatud hiireliini embriiotes peegeldab R3-galaktosidaas ekspressioon
endogeense Gata3 ekspressiooni (Pata et al., 1999) ning heterosiigootsetel (edaspidi
Gata3'") hiireembriiotel areneb sisekdrv normaalselt, vdrreldavalt normaalsete hiirte
sisekOrva arenguga, siis kasutasin neid kontrollembriotena

Nii Gata3™" kui Gata3” embriiotel initsieeritakse Gata3/nlslacZ ekspressioon 12
somiidipaari staadiumis (E8.5). Gata3/nlslacZ avaldub terves kdrvaplakoodis (joonis
3A-D), selles vanuses el ole aga Gata3/nlslacZ ekspressioon detekteeritav kdrvaala
Umbritsevates kudedes: mesenhiidmis ja neuraalkoes. Kdrvaplakoodi initsiatsioon ei
ole mutantidel hairitud ning enamusel juhtudel on plakoodi kuju ja suurus vorreldavad
kontrollembriiote omaga. Ent gsiski voib mond Gata3 mutantsel embriiol juba
plakoodi staadiumis mérgata esimesi morfoloogilisi muutusi arenevas kérvas. Gata3”
embriotel voib plakoodi alas esineda kaks eristunud doméaéni: ventraalne laiem ja

dorsaalne kitsam regioon (joonis 3D).
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Joonis 3. Gata3" ja Gata3” hiireembr tiote kérvaplakoodi morfoloogia, RB-galaktosidaasi
vérvusreaktsioon. Gatad/nlsdacZ ekspressoon Gata3” (A, B) ja Gata3” (C, D)
hiireembriiotes vanuses E8.5 (12 somiidipaari staadium). Piltidel A ja C on noolega mérgitud
kdrvaplakoodi ala. 30 mm vibratoomildigud (B, D) on I8igatud vastavalt A ja C embrliotest
horisontaalselt 1abi kdrvapiirkonna, nagu on ndidatud pildil A musta joonega. M&6tskaala on
50 mm. Luhendid: p, kdrvaplakood; vp, plakoodi ventraalne doméaén; dp, plakoodi dorsaane

domaan.

Vanuses E9.0 on Gata3"" ja Gata3” hiirtel Gata3/nlslacZ ekspressioon detekteeritav
kogu korvaepiteelis (joonis 4A). Heterosiligootsetel Gata3 embriiotel on tugevam
ekspressioon kdrvasiivendi ventromediaal ses pooles ning ndrgem dorsaal ses regioonis
(joonis 4B). Korvaepiteeli invagineerumise staadiumis on sisekdrva arenguhéired
Gata3 puudumisel juba véga selgelt avaldunud: areneva kérva kuju on muutunud ja
see on véiksem vérreldes Gata3* embriiotega (joonis 4A-D). Selles arengujargus on
ligi pooltel Gata3” hiireembrtiotel otic cup struktuuri keskel taheldatav kitsendus, mis
jagab sissesopistuva korvaepiteeli kaheks doméaniks: ventraalseks ja dorsaalseks
regiooniks (joonis 4E, F).
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Gata3"" hiireembriiotel toimub normaalne kérvaplakoodi invagineerumine, mil
neuraaltoru ja korvaepiteeli vahel on tihe kontakt (joonis 4B). Korvaplakoodi
invaginatsiooni mehhanismide kohta puudub seni tépne arusaam. Kaks uurimisrihma
on nédidanud, et korvaplakoodi normaalseks sissesopistumiseks vOib olla vaalik
korvaepiteeli tihe seotus neuraaltoruga (Moro-Balbas et al., 2000; Visconti ja Hilfer,
2002). Gata3-puudulikel embrtiotel on kdrvaepiteeli kontakteerumine neuraaltoruga
hairitud (joonis 4D, F mérgitud musta punktiirjoonega). Siiski tekib Gata3”
embriiotel kontakt korvaepiteeli dorsaalse doméani ja neuraaltoru vahel, kuid
kokkupuutepiirkond on  kitsam ja kontakt galiselt luhem  vorreldes

kontrollembriiotega (joonis 4F).

7 | Joonis4. Gata3"" ja Gata3™ areneva

- . . sisekdrva (otic cup) morfoloogia, [3-

oc %} . galaktosidaas  vérvusreaktsioon.

,M o *’k r’ . Gata3/nislacZ ekspressoon Gata3™"
Ot (A B) ja Ga3” (C D, E F

f : '._"».',r.:_ ' embriotes vanuses E9.0.

/— Gata3+/~ vibraoomilsigd (B, D, F on
[Gigatud eelnevalt vérvitud vastavalt

0 D . | (A, C, E) embriiotest horisontaalseft

: ' i kdrvapiirkonna nagu on néidatud
joonisel 3A. Nooled piltidedl E ja F
mérgivad epiteeli sissesopistumisel
tekkivate kahe domééni piiri. Piltidel
B, D, F on vage punktiirjoonega

mérgitud neuradtoru vaimine piir
ning piltided D ja F méagib must
punktiirjoon kahe epiteeli vahelist ala.
LUhendid: oc, otic cup; voc, otic cup
ventraalne doméan; doc, otic cup
dorsaalne doméaan; nt, neuraaltoru.
Moobtskaala 50 mm.



Vanuses E9.5 on Gata3/nlslacZ ekspresseerunud Ule terve korvaepiteeli (joonis 5A,
B). Selleks vanuseks on nii Gata3™" kui ka Gata3”" embriiote kérvavesikulid
sulgunud, kuid mutantsetel hiirtel on vesiikuli kuju muutunud. Gata3*" embriiote
ototslistid on Ummarguse kujuga (joonis 5A), ent Gata3 puudumine pdhjustab
vesiikuli dorsoventraalse véljavenimise ja seega ovaalse kuju (joonis 5B). Huvitava
asjaoluna selgus, et Gata3- puudulikes embriiotes voib pea thele voi mdlemale kiiljele
areneda kaks korvavesiikulit (joonis 5C, D). Gata3 mutantsetest embriiotest esines
48.5% (16/33) kaks eraldiseaisvat vesiikulit pea Uhel poolel (joonis 5C) v6i molemal
poolel (joonis 5D). Sagedamini olid kaks vesikulit vaadeldavad pea Uhel kiljel
(13/16); dorsaalselt asetsev vesiikul on alati ventraalsest véiksem ning neid ei
moodustunud pea thele killjele kunagi rohkem kui kaks.

Joonis 5. Gata3"” ja Gata3” sisekérva vesikuli morfoloogia, R-galaktosidaas
vérvusreaktsioon. Gata3/nlslacZ ekspressioon Gata3™ (A) ja Gata3’ (B, C, D) embriiotes
vanuses E9.5. Gata3” embriio pea iihe kiiljel (C) ja mdlemal kiljel (D) paiknevad kaks
eradiseisvat vesikulit. Pildid C ja D on pildistatud dorsaalsest vaatest. Luhendid: v,
koérvavesiikul; ed, endolimfaatiline juha; nt, neuraaltoru; dv, dorsaaselt asuv kdrvavesikul;

wv, ventraalsalt asuv kdrvavesiikul.
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2.3.2 Morfogeneesi uurimine ekspressioonimarkeri Pax8 abil

Paired box transkriptsioonifaktorite perekonda kuuluv Pax8 ekspresseerub sisekorvas
arengu algetappidel. Pax8 on varaseim geen, mis ekspresseerub spetsiifiliselt
ektodermaalsetes korva eellasrakkudes ning mesenhiimis juba enne plakoodi
formeerumist (Noramly ja Grainger, 2002; Riley ja Phillips, 2003), seega varem kuli
Gata3. Kdrvaplakoodi ja otic cup’'i morfoloogia ja identiteedi téiendavaks uurimiseks
analliiisisin Pax8 ekspressiooni Gata3-puudulikel hiireembriiotel .

Vanuses E8.5 ekspresseerub Pax8 korvaplakoodis ning ventraalselt paiknevas
pindmises ektodermis (joonis 6A). Selles vanuses avaldub Pax8 ka Gata3-puudulike
embriiote arenevas korvaplakoodis, olles vorreldav normaalsete embriiotega (joonis
6B). See nditab, et Gata3 mutandi korvaplakoodi kuju ja suurus e ole
mérkimisvaarselt muutunud ning vargane korvaepiteel ekspresseerib nn kdrva
identifitseerimismarkerit.

Joonis 6. Pax8 ekspressiooni analtitis embriiotele vanuses E8.5. Whole mount in situ
hiibridisatsiooni analiilis Pax8 antisense prooviga metsiktiiiipi (A) ja Gata3™ (B) embriiotele.
Nooled mérgivad korvaplakoodi aa.

Vanuses E9.0 avaldub Pax8 terves otic cup epiteelis, samas on mutantsetel Gata3™
embriiotel Pax8 ekspressioon ala reguleeritud (joonis 7A-D). Vanuses E9.5 on Pax8
detekteeritav normaalsete hiireembriiote korvavesiikuli dorsomediaalses domaanis,
kuid puudub tgielikult Gata3” isenditel (joonis 7E, F).
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Alates vanusest E10.5-11.5 reguleeritakse Pax8 ekspressioon normaalsete hiirte
kérvavesiikulis maha (andmed esitamata). Seega reguleeritakse Gata3 puudumisel
Pax8 ekspressioon arenevas sisekdrvas dla enneaegselt, juba korvaepitedli

Sissesopistumise staadiumis.
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Joonis 7. Pax8 ekspressiooni
analtiis E9.0 ja E9.5 embrotele.
Whole mount in situ hibridisatsiooni
anallls Pax8 antisense prooviga
normadsetele (A, E) ja Gata3” (C,
E) embriotele. PRiltided B ja D
kujutatud  vibratoomildigud  on
IG6igatud eelnevalt hlbridiseeritud
embriotest (vastavdt A, C)
horisontaalselt |abi  kérvapiirkonna,
nagu on nadidatud joonisd 3A.
Mdbtskaala 50 mm. Luhendid: oc,

otic cup; v, kbrvavesiikul.



233 Gata3” mutantse hiire pea thel kiljel paiknevate vesikulite
identiteedi maaramine

Varem on naidatud, et Gata3” embriiotel on séilinud kdrvavesiikulite dorsoventraalne
polaarsus. mutantsetes vesikulites e ole Pax2, Eyal ning Sx1 ekspressioonid
muutunud (Lillevali et al., 2004). Nimetatud geenid kuuluvad konserveerunud Pax-
Sx-Eya-Dach geenivorgustikku, mis kontrollivad kérbsest imetgjani erinevate
organite arengut (Ozaki et al., 2004).

Gata3” embriiote kahe vesiikuli iseloomustamiseks kasutasin sisekdrva spetsiifilistes
doméaanides ekspresseeruvaid korva markergeene. Selleks anallilisisin  ototsisti
dorsaalses domaanis ekspresseeruva geeni DIX5 ja ventraalselt avalduva geeni Lfng
ekspressiooni kahte eraldiseisvat vesikulit omavates mutantides. Vanuses E9.5
ekspresseerub DIX5  korvaepiteeli  dorsaalses doméanis, kattes tulevaste
poolringkanalite ja endolimfaatilise juha regiooni (Merlo et al., 2002). Sama
ekspressioonimustrit téheldasin ka kéesoleva t60 kéaigus (joonis 8A). Pea thel kuljel
kahte vesiikulit omavate Gata3 mutantsete embriiote analliisil detekteerisin tugeva
DIX5 ekspressiooni dorsaadselt asetsevas vesikulis, vaid ndrga ekspressiooni
ventraalses vesiikulis (joonis 8B).

Teadaolevalt, ekspresseerub Lfng kérvavesiikuli anterioventraalses domaanis, kattes
tulevaste sensoorsete alade regiooni (Mordi et al., 1998). Sama tulemuse sain ka
antud t60 raames teostatud Lfng ekspressioonanalliiisii (joonis 8C). Gata3 mutantse
hiireembriio kahest korvavesiikulist on Lfng detekteeritav ainult ventraalselt

paiknevas ototsiistis ja puudub téielikult dorsaalses vesiikulis (joonis 8D).

Saadud tulemused naitavad, et Gata3” embriiote pea Uhel kiljel esinevatel
eraldiseisvatel korvavesikulitel on erinev identiteet SOltuvalt dorsaalsest voi
ventraalsest positsioonist. Uhel kiiljel paiknevate vesiikulite erinev identiteet vGib
tuleneda nii Uhe kdrvaepitedi jagunemisest kaheks, mil erinevad doméanid on juba
méératletud, voi kahe sbltumatu vesiikuli tekkimisest, mille identiteet méératletakse
vastavalt Umbritsevale keskkonnale. Gata3 mutantide puhul on tGendoline esimene
variant, kuna kahte korvaplakoodi e tdheldanud ma katsete kdigus kordagi ning
korvaplakoodi invagineerumisel oli sageli ndhtav epiteeli jagunemine dorsaalseks
ning ventraal seks domaaniks.
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Gata3-/-

Ny

Joonis 8. Gata3’” embriio dorsaalse ja ventraalse vesiikuli identiteedi analiiis. Whole
mount in situ hibridisatsiooni analiiis E9.5 vanuses normaalsetele (A, C) ja Gata3™ (B, D)
hiireembriiotele dorsaalse markergeeni DIX5 (A, B) ja ventraalse markergeeni Lfng (C, D)
antisense prooviga. Pildil D on punase ringjoonega tahistatud dorsaalselt paikneva vesiikuli
asukoht. Luhendid: v, vesikul; dv, dorsaalselt asetsev kdrvavesiikul; vv, ventraalselt asetsev
korvavesiikul.

2.3.4 Fgf-signalisatsioon Gata3" hiireembr tiote kérvaalas

Erinevad Fgf faktorid on vaaikud mitmete organite valjakujunemisel. Sisekdrvas
omavad Fgf faktorid olulis rolle nii induktsiooni protsessis kui ka hilisemas
morfogeneesis ning sensoorsete rakkude arengus. Varem on nédidatud, et Fgf3 ja
Fgfl0 topeltmutantsed hiired omavad tdsiseid sisekOrva induktsiooni- ning
arenguhdireid (Wright ja Mansour, 2003; Alvarez et al., 2003). Analusisin Fgf3 ja
Fgf10 ekspressiooni ning Fgf-signaaliraja sihtmérkgeeni Etv5 avaldumist Gata3”
mutantide korvaepiteelis. Fgf3 ja Fgfl0 ekspressioonimustrid on osaliselt kattuvad

vesiikuli anterioventraal ses domaanis ning arenevas kdrvaganglionis (joonis 9A, Bja
10A, B).
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Fgf3 ekspressioon initsieeritakse hiire korvaepiteelis 14 somiidi staadiumis (E8.5)
(Alvarez et al., 2003). Parast vesiikuli sulgumist vanuses E9.5 on Fgf3 detekteeritav
ototslisti anterioventraalses regioonis ning VIII kraniaalganglionis (joonis 9A, B).
Homosuigootsetel Gata3 mutantsetel hiireembriiotel e ole Fgf3 ekspressioon
muutunud kdrvaepiteelis ega -ganglionis vorreldes normaalsete hiirtega (joonis 9C,
D).

Joonis 9. Fgf3 ekspressioon korvavesikulis ja arenevas VIII kraniaalganglionis
hiireembrotel vanuses E9.5. In situ hibridisatsiooni anallilis Fgf3 antisense prooviga
normaalsetele (A, B) ning Gata3”" (C, D) embriiotele. Ligud (B, D) on tehtud vastavalt
eelnevalt hibridiseeritud embriotest (A, C). Vibratoomildikude tegemise skeem on kujutatud
joonisel 3A. Mddtskaala 50 nm. Luhendid: v, vesiikul; g, arenev VIII kraniaalganglion.
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Fgfl0 ekspressioon on detekteeritav korvaepiteeli sissesopistumisel parast Fgf3
ekspressiooni initsiatsiooni (Alvarez et al., 2003). Erinevalt Fgf3 avaldumisest
Gata3” hiireembriiote kérvaalas, e initsieerita Fgfl0 ekspressiooni mutantses
korvaepiteelis ega ka-ganglionis (joonis 10C, D).

Joonis 10. Fgf10 ekspressiooni analliis korvavesikulis ja arenevas VIII
kraniaalganglionis hiireembriotel vanuses E9.5. In situ hibridisatsooni anauts Fgfl0
antisense prooviga normadsetele (A, B) ja Gata3” embriiotele (C, D). Piltidd B ja D
kujutatud vibratoomil&igud on tehtud eelnevalt hibridiseeritud embriiotest (vastavalt A ja C).
Loikude tegemise skeem on toodud joonisel 3A. M@btskada 50 mm. Lihendid: v,

kdrvavesiikul; g, arenev VIII kraniaa ganglion.
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Jargnevalt anallisisin Fgf10 sihtmérkgeeni Etv5 (nimetatud ka Erm; Roehl ja
Nusslein-Vollhard, 2001) ekspressiooni sisekdrvas. Vanuses E9.5 ekspresseerub Etv5
kérvavesiikuli anterioorses, ventraalses ja posterioorses doméanis ning arenevas
kdrvaganglionis (joonis 11A, B). Samas vanuses on Gata3 puudumisel Etv5
ekspressioon osaliselt alla reguleeritud (joonis 11C, D).

Joonis 11. Etvs ekpressioon korvavesikulis hiireembriotel vanuses E9.5. In sStu
hiibridisatsioon Etv5 antisense prooviga normaalsetele (A, B) ja Gata3’ embriiotee (C, D).
Piltidel B ja D kujutatud vibratoomilGigud on tehtud eelnevalt hibridiseeritud embriotest
(vastavalt A ja C). Vibratoomildikude tegemise skeem on toodud joonisel 3A. Mdotskaala 50

mm. Lihendid: v, kbrvavesiikul; g, arenev V111 kraniaa ganglion.

Fgf10 ekspressiooni puudumine Gata3 mutandi korvaepitedlis voib olla pohjustatud
vastava doméani puudumisest, kus Fgf10 avaldub. KunaFgf3 jaFgfl0 ekspressioonid
on korvavesiikulis peamiselt kattuvad ning Fgf3 ekspressioon e ole muutunud Gata3
mutantsetes hiirtes, viitab see krvavesiikuli vastava doméani séilimisele. On teada, et
Fgf10-puudulikel hiirtel on héiritud poolringkanalite arenemine (Pauley et al., 2003)
ning Gata3 mutantidel ei arene Ukski poolringkanal (Karis et al., 2001). V&ib oletada,
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e Gata3 mutantide sisekdrva vestibulaaraparaadi arenguhdired on osaliselt
pohjustatud Fgf10 signalisatsiooni puudumisest sisekorvas.

Fgf10 ekspressiooni spetsiifiline puudumine Gata3 mutantses korvaregioonis viitab
nimetatud geenide omavahelisele seotusele. Selgitamaks, kas Gata3 reguleerib Fgfl0
ekspressiooni  sisekdrvas, anallilsisin  inimese ja hiire genoomset jarjestust
transkriptsiooni  startkoha Umber 3.5-4 kb ulatuses. Kasutasin Consite programmi
(Lenhard et al., 2003), mis identifitseeris mitmeid konserveerunud Gata3
seondumiskohti Fgf10 geenis. Sama analliis Fgf3 promootorregioonis e leidnud

Uhtki konserveerunud Gata3 seondumiskohta .

34



2.4 Arutdu

Sisekdrva keeruline struktuur areneb lihtsast epiteliaal sest plakoodist, mis annab aluse
terve membraanse laburindi ja kdrvaganglioni valjakujunemisele. Kuigi sisekdrva
arenemise etapid on Uksikagaliselt kirjeldatud, on siani protsessi molekulaarsete
mehhanismide kohta vadhe infot. Transkriptsioonifaktor Gata3 osaleb sisekdrva
morfogeneesis, on vagaik mede ja tugirakkude séilimiseks ning sisekdrva
innerveerivate narvijétkete navigatsioonil (van der Wees et al., 2004; Kais et al.,
2001). Gata3” mutantidel puuduvad kdik kolm poolringkanalit, utriikul ja sakkul
ning teo véaljakasv on pidurdunud (Karis et al., 2001). Vaatmata tsisele fenottubile
on Gata3 mutantsetes vesiikulites séilinud dorsoventraalne teljepolaarsus (Lillevali et
al., 2004). Siiani polnud tapselt iseloomustatud Gata3” hiireembriiote sisekérva
vargjast fenotlitipi ning e olnud teada ka Uhtki Gata3 sihtmérkgeeni korvaepiteelis.
Gata3 ekspressioon initsieeritakse juba koérvaplakoodis ning Gata3 mutantidel on
sisekdrva fenotlilp tdheldatav juba moéne tunni moddudes. Monel juhul vGib
plakoodistaadiumis Gata3 mutantidel korvaepiteel jaguneda kaheks domaaniks,
ventraalseks paksemaks ja dorsaalseks kitsamaks regiooniks, kuid otic cup-
staadiumiks on areneva kdrva kuju muutunud k&igis mutantsetes embriiotes, olles
vaiksem ja kitsam vorreldes kontrollembriiotega. Mutantidel vdib otic cup epiteelis
esineda kitsendus, mis jaotab struktuuri kaheks: dorsaalseks ja ventraalseks
doméaniks. Huvitava asjaoluna ilmnes, et Gata3” embriiotel toimub osaline kontakt
korvaepiteeli ja neuraaltoru vahel hiljem kui tavaparaselt ning see on nii gjalisalt kui
ruumiliselt véhenenud. Normaalsel juhul on plakoodi sissesopistumisel kdrvaepiteel
tihedas kontaktis neuraaltoruga. Uuringud on nédidanud, et korvaplakoodi ja
neuraaltoru kokkupuutumine on kdrvaplakoodi invaginatsioonis olulise tahtsusega
(Moro-Babas et al., 2000; Visconti ja Hilfer, 2002). Antud protsessis v8ib vajalik olla
ekstratsellulaarse maatriks adhesioonimolekulide vahendusel toimuv
signaliseerimine, kuna kdrvaplakoodi ja neuraaltoru vahelise adhesiooni blokeerimine
pohjustab korvaepiteeli invaginatsiooni héireid (Brown et al., 1998). Vaatamata
tOsistele invaginatsioonihdiretele suudab Gata3 puudumisel kérvaepiteel sulguda ja
moodustada vesiikuli samal gjal kontrollembriiotega. Gata3 puudumisel on vesiikulid
aati vaiksemad ja/lvoi dorsoventraalselt valjaveninud ovaalse kujuga. Ent ligi pooltel
Gata3 mutantsetel hiirtel voib kbrvaepiteel jaguneda kaheks iseseisvaks vesiikuliks.
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Nel eradiseisvatel vesikulitel on erinev identiteet: dorsaalselt asetsev vesikul
ekspresseerib  dorsaalseid korvamarkereid ja ventraane vesikul ventraalseid
kdrvamarkereid. Uhel kiiljel paiknevate vesiikulite erinev identiteet vaib tuleneda nii
Uhe korvaepiteeli jagunemisest kaheks, mil erinevad domaanid on juba méaaratletud
kui ka kahe vesikuli tekkimisest, mis madratletakse vastavalt Umbritsevale
keskkonnale. Gata3 mutantidel on téendoline esimene variant, kuna neil e tekkinud
kunagi kahte korvaplakoodi ning otic cup-staadiumis oli ndha korvaepitedi
jagunemine ventraalseks ja dorsaalseks doméaniks. Gata3 mutantidel téheldatav
kérvaala eraldumine kaheks on unikaalne sindmus. Esmakordselt kirjeldatakse
erineva identiteediga kahe vesiikuli moodustumisest embriio pea Uhele véi mdlemale
kiljele. Tundub, et Gata3 on spetsiifiliselt vajalik kdrvaplakoodi morfogeneesis, sest
Gata3" embriiotel e esine haireid |&tseplakoodi invaginatsioonil, kuigi Gata3 on ka
seal ekspresseerunud (andmed esitamata).

Korvaplakoodi ja otic cup’i morfoloogia tdiendavaks uurimiseks ning identiteedi
méadramiseks analliisisin Pax8 ekspressiooni Gata3 mutantides. Pax8 on varaseim
kdrvas ekspresseeruv geen, mis avaldub kdrva eellasrakkudes ning hiljem ototsisti
dorsomediaalses domaanis. Normaalsetel embriotel hakkab Pax8 tase véhenema
sisekOrva epiteelist alates vanusest E10.5. Huvitavad protsessid toimuvad aga
arenevas sisekOrvas Gata3 puudumisdl: Pax8 initseeritakse Gata3 mutantides kil
Oigeaegselt, kuid juba korvaepiteeli sissesopistumisal reguleeritakse Pax8 tase kiiresti
alla ning kérvavesikulist puudub see téidikult. Seega reguleeritakse Gata3
puudumisel Pax8 ekspressioon korvaepiteelis maha enneaegselt. Kirjeldatud olukord
annab aust oletusteks, et homosiigootsetel Gata3 mutantidel toimuvad teatud
protsessid arenevas sisekOrvas varem kui normaal setel embriiotel.

Gata3 mutantide korvaepitedli invaginatsioonihdired ja potentsiaalsed enneaegsed
protsessid voivad olla nii esmased kui teisesed arengudefektid. Uhe variandina on
voimalik, et korvaplakoodi sissesopistumise héred pOhjustavad sisekdrvas
enneaegseld protsesse, kuna signaalid neuraatorust e ole piisavad korvaepitedli
invaginatsiooniks. Samas e saa vdlistada, et enneaegsed protsessid sisekdrvas
kutsuvad esile muutused kdrvaepiteeli invaginatsioonis.

Fgf-perekonna faktorid on olulised mitmete organite arengus (Ulevaade Ornitz ja Itoh,
2001). Erinevate Fgf faktorite vajalikkust on kirjeldatud ka sisekorva arengus, nii

koérva induktsioonis kui morfogeneesis (Mansour et al., 1993; Alvarez et al., 2003;
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Pauley et al., 2003; Wright ja Mansour, 2003). Seega on Fgf-signaliseerimine olnud
pikka aega korvateadlaste huviorbiidis, kuid siiani polnud kirjeldatud Uhtki geeni, mis
reguleerib Fgf-perekonna liikmete avaldumist kdérvas. Uurides Fgf-signaliseerimist
Gata3 mutantsetel embriiotel, leidsin et Gata3” hiirtes e initsieerita Fgf10
ekspressiooni kdrvaalas. Anallilisides Fgfl0 promootorjarjestuse piirkonda leidsin, et
selles esineb mitmeid erinevates organismides (hiir, inimene ja kana) konserveerunud
Gata3 seondumiskohti. Nimetatud geenide ekspressioonimustrid kattuvad
korvaepiteeli sensoorsetes doméanides (Pauley et al., 2003; Lillevéi et al., 2004). On
ndidatud, et poolringkanalite sensoorsetes alades avalduv Fgfl0 initsieerib Bmp2
ekspressiooni  mittesensoorses epiteelis, mis omakorda reguleerib poolringkanalite
vdjakasvamise (Chang et al., 2004). Agaolud viitavad, et Fgfl0 vdiks olla Gata3
otsene sihtmarkgeen. Fgfl0”" ja Gata3” embriiote sisekdrva vestibulaarsiisteemi
arenguhéired on vaga sarnased: kdigi kolme poolringkanali areng on vastavalt hairitud
voi taieikult puudulik. Kontrollides Fgf-signaalirgja sihtmérkgeeni  Etv5
ekspressiooni Gata3 mutantides téheldasin, et see on kdrvaepiteelisja—ganglionis alla
reguleeritud. Fgf3 avaldumine ei ole Gata3 mutantides muutunud ning kuna Fgf3 ja
Fgfl0 ekspressioonid on koérvaalas osaliselt kattuvad, néitab see korvavesikuli
vastavate ekspressioonidomaanide séilimist.

VOib jareldada, et Gata3 mutantsetel embrliotel e arene poolringkanalid Fgf10
puudumise tottu vestibulaarses sensoorses epiteelis. Siiski peab Gata3 mutantidel
poolringkanalite valjakasvamisel esinemateisigi faktoreid, kuna Fgf10” embriiotel ei
ole sisekdrva fenotlitip nii tésine kui Gata3™" hiirtel.

On nédidatud, et Fgf1l0 reguleerib NeuroD ekspressiooni arenevas kana
kdrvaganglionis (Alsina et al., 2004). Varasemast on teada, et Gata3” embriiotel
puudub VIII kraniaalganglioni auditoorne regioon (Karis et al., 2001) ning on
kirjeldatud Gata3 vaalikkust NeuroD ekspressiooni alahoidmiseks auditoorsetes
neuroblastides (Lawoko-Kerdi et al., 2004). Kéesoleva t60 pohjal voib oletada, et
Gata3 reguleerib NeuroD ekspressiooni auditoorsetes neuroblastides Ule Fgfl0-
signaalirgja.
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KOKKUVOTE

Kéesolev magistritod seisneb Gata3 rolli selgitamises hiire sisekfrva vargases

morfogeneesis ning Fgf-signaliseerimise hindamises Gata3 mutantsete embriiote

sisekdrvas.

Tehtud t66 tulemusena selgus, et :

Gata3 on vagalik sisekdrva arengu vargjastes staadiumides korvaepiteeli
korrektseks invaginatsiooniks ning tervikliku kdrvaepiteeli sdilimiseks. Gata3
mutantsetel hiireembriotel voivad pea Uhele voi mdlemae kiljele areneda
kaks eraldiseisvat korvavesikulit, mille epiteelide identiteet erineb.
Esmakordselt kirjeldatakse Uhtse algupéraga kahe iseseisva korvavesiikuli
tekkimist pea Uhel kiljel.

Gata3 puudumisel reguleeritakse Pax8 ekspressioon korvaepiteelis maha
enneaegselt, juba plakoodi sissesopistumise staadiumis.

Gata3 reguleerib Fgf-signalisatsiooni  sisekfrvas. Fgf10 ekspressiooni el
initsieerita Gata3-puudulikus korvaepiteelis ja —ganglionis. Samuti on Fgf10
sihtmérkgeeni Etv5 ekspressioon Gata3 mutantide ototsiistis alla regul eeritud.
Genoomse jarjestuse analliis Fgf10 promootorpiirkonnas néitas, et vastavas
alas on mitmeid konserveerunud Gata3 seondumiskohti. Gata3 ja Fgf10
ekspressioonimustrid on kattuvad korvaepiteeli sensoorsetes doméaénides.

Kirjeldati essimene faktor, mis reguleerib Fgf10 ekspressiooni korvakoes.
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SUMMARY

The inner ear is one of the most complex structures thet form in vertebrates. The
mammalian inner ear includes specialized vestibular sensory organs for balance and a
coiled cochlea for hearing. Inner ear develops from the otic placode which first
invaginates and then closes to form the epithelial otic vesicle. The subsequent
patterning and morphogenesis result in a complex three-dimensiona structure, the
membranous labyrinth harbouring specialized dorsal vestibular sensory organs, three
semicircular ducts, utricle and saccule, and a ventral cochlea. The sensory functions
of the ear are carried out by the mechanosensory hair cells that differentiate at specific
areas. The complex events through which the otic vesicle is transformed into the
membranous labyrinth have been described in detail, but the underlying molecular
mechanisms are still largely unknown.

Transcription factor Gata3 belongs to the Gata family (Gatal-6) in vertebrates. From
this family, only Gata2 and Gata3 are expressed in inner ear in a partially overlapping
manner (Lillevali et al., 2004). Targeted mutation of Gata3 leads to a severe arrest in
inner ear morphogenesis; no semicircular ducts form and the cochlear duct remains
very short (Karis et al., 2001).

The current Master of Sciences thesis are concerned on €ucidation of Gata3 roles in
inner ear early developmental stages and vauation the Fgf-signalling in Gata3

mutants. The following main results can be outlined:

= Gata3 has a unique role during the initial morphogenetic event, invagination of

the otic placode, and it is required to maintain the integrity of the otic vesicle.
= The lack of Gata3 leads to premature downregulation of Pax8 expression

already in otic cups. This change may point towards precocious processes in

otic epithelium.
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= Gaa3 is necessary for Fgfl10-dependent signalling in otic epithelium and
vestibulocochlear ganglion. The lack of Fgf10 in Gata3 deficient otic region

explains many aspects of the vestibular defects.

A manuscript of these results has been submitted: Lillevdli, K., Matilainen, T.,
Haugas, M., Pussinen, C., Karis, A., and Saminen, M. Gata3 controls placode

morphogenesis, Fgf10-signalling and cochlear differentiation during otic development.
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