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Lihendid

AAA (aortic arch anomalies) — aordikaare anomaaliad

DORYV (double outlet right ventricle) — paaris dravooluavaga parem vatsake

E — hiire embriionaalne arengupédev

EMT (epithelial-mesenchymal transformation) — epiteliaal-mesenhiimaalne transformatsioon
in situ — loomulikus asendis

in vitro — katseklaasis

LacZ — Escherichia coli -galaktosidaasi kodeeriv geen

NH - neuraalhari

nls (nuclear localization signal sequence) — tuuma lokalisatsiooni signaaljirjestus
PTA (persistent truncus arteriosus) — pusiv arteriaaltiivi

PNS —perifeerne nérvisilisteem

TGA (transposition of the great arteries) — suurte arterite imberasetus

wild-type — transgeenita hiir

Markus. Geenide tdhised on tekstis esitatud kaldkirjas, valkude puhul piistkirjas.



Sissejuhatus

Eksperimentaalembriioloogia  areng  sOltub  sobivate = mudelorganismide  ja
katsemetoodikate olemasolust. Kuigi Wilhelm His kirjeldas presumptiivse epidermise ja
neuraaltoru vahel kraniokaudaalselt kulgevat rakkude kogumit juba 1868. aastal, tekkis
kaasaegne neuraalharja kontseptsioon alles 1980-90-ndatel aastatel just tdnu vutt/kana
transplantatsioonikatsetele. Vuti rakutuumas on suur kondenseerunud kromatiiniga ala, mis teeb
ta eristatavaks kana rakutuumadest. Nii saab varajases arengustaadiumis olevasse kana
embriiosse transplanteeritud vuti rakkude saatust jalgida kuni definitiivsete kudede ja organite
moodustumiseni. 1980-ndatel leidis Margaret Kirby, et keskkorva algest kuni kolmanda
somiidini jddv neuraalharja piirkond moodustab nn. siidame neuraalharja, mis osaleb siidame
vatsakestevahelise vaheseina, aordi ja tema harude arengus.

Imetajate siidame neuraalharja migratsiooni ja tema derivaatide saatuse uurimist takistas
pikka aega sobivate markerite puudumine. Siistitavate vitaalvirvidega ja in vitro katsetega oli
kiill ndidatud, et imetaja siidame neuraalharja rakud migreeruvad 1dpusekaartesse analoogiliselt
lindudele, kuid rakkude edasine saatus jéi lahtiseks. Vitaalvdrvid ei taga rakkude piisivat
mairgistamist, sest varv lahjeneb rakupooldumiste reas ja vilistada ei saa ka vérvi iihest rakust
teise limberpaiknemist difusiooni voi mone muu protsessi teel. Uute neuraalharjaspetsiifiliste
transgeensete hiireliinide konstrueerimine tekitas siidame neuraalharja rakkude saatuse uurimises
uue kvalitatiivse hiippe, mis niitas, et imetajate neuraalharja rakkude migratsioon ja morfogenees
on suuresti sarnane lindude omaga. Kuid samas on 10plikult kummutamata ka kahtlused, kas ja
kuivord on saadud andmed iilekantavad wild type hiires ja intakses linnumunas toimuvatele
protsessidele.

Bakalaureusetod eesmérgiks on analiiiisida kirjanduse pohjal neuraalharja transgeenseid
markergeene: nende molekulaargeneetilist olemust, ekspressioonimustreid siidames ja
rakendatavust neuraalharja rakkude ja nende derivaatide mérkimiseks. Kirjanduse iilevaatesse on
lisatud 161k arengubioloogia Oppetoolis saadud veel avaldamata andmetest Gata3 osalusest
siidame véljavoolukulgla ja sellest ldhtuvate arterite arengus. Arutelus seostatakse kirjanduse

analiilis voimalike katsetega Gata3 rolli selgitamiseks hiire siidame arengus.



KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1.  Selgroogsete neuraalhari

Neuraalhari (NH) on selgroogsete arengus lithiajaline stuktuur, mille moodustumine algab
gastrulatsiooni algfaasis ning Idpeb neuraaltoru sulgumisega (Mayor jt., 1995). Ektodermis
neuraalplaadi ja tulevase epidermise interaktsioonide tulemusena indutseeritakse rakud, mis
panevad aluse neuraalharjale (Joonis 1) (Cammill ja Bronner-Fraser, 2003). Neuraalplaadi
kokkurullumisel nérvitoruks kéivitub epiteliaal-mesenhiimaalne transformatsioon (EMT), mille
kdigus epiteliaalsest blastist segregeeruvad rakud muutuvad mesenhiimaalseteks ja hakkavad
migreeruma laiali iile terve organismi (Thiery., 2003). Homoloogiline NH on iseloomulik
koikidele selgroogsetele organismidele. Tema {ldine ehitus, tekkimise ja eraldumise
mehhanismid on konserveerunud evolutsioonis, kuid eri loomariihmades siiski ka erinevad
(Huang ja Saint-Jeannet, 2004). Nii nditeks, lindudel, kaladel ja kahepaiksetel initsieerib NH
rakkude segregatsiooni nirvitoru sulgumine, kuid hiire NH rakud eralduvad juba enne nérvitoru
sulgumist (Kulesa jt., 2004). Konnal ja kanal osalevad NH moodustumises ka seljakeelikut
timbritsevast mesodermist tulevad signaalid (Sellec ja Bronner-Fraser, 1995; Monsoro-Burq jt,
2003). Tundub, et nimetatud signaalid ei oma olulist rolli hiire ja voddilise pisidaanio (Danio

rerio) NH induktsioonis.



Neuraalplaadi direala

Risindem Neuroektoderm

* Neuraalkurd

Joonis 1. Neuraaltoru ja neuraalharja rakkude moodustumine. Ektodermist (sinine),
neuroektodermist (hall) ja mesodermist (kollane) parinevad signaalid indutseerivad neuraalplaadi
ddreala (roheline) arenema NH rakkudeks neuraaltoru moodustumisel. Neuraaplaadi dédrealadest
moodustuvad embriio teljega paralleelsed neuraalkurrud, mis suurenedes ldhenevad teineteisele,
seejarel liitudes moodustavad neuraaltoru. Neuraalharja rakud (rohelised) migreeruvad
neuraalkurdudelt voi tekkivast neuraaltorust sdltuvalt liigilistele isedrasustele (Cammill ja

Bronner-Fraser, 2003, jargi).



1.2. Neuraalharja erinevad piirkonnad ja nende derivaadid

Enamus NH rakke on pluripotentsed ja vdivad aluse panna viga erinevatele rakutiiiipidele
(Le Douarin ja Dupine, 2003). NH rakud osalevad ndo piirkonna kohr-, side- ja luukoe,
kraniaalsete neoronite, neerupealiste sédsi, Schwanni rakkude, melanotsiiiitide, siidame-
veresoonkonna mesenhiiiimi ja silelihasrakkude moodustumisel (Tabel I) (Dupin jt., 2001).
Erinevad diferentseerumispotentsid sugereerisid kiisima, kas tegu vdiks olla tlivirakkudega?
Esimesed tdendid selle kohta saadi hiire NH rakkude kloonimisel in vitro (Ito jt., 1993). Paljudel
kloonidel oli nii eneseuuendamise voime (ingl self-renewal capacity) kui ka vdime
diferentseeruda erinevateks raku- ja koeliikideks (Ito jt., 1993). Hilisemad t66d on ndidanud, et
NH rakud moodustavad heterogeense rakkude kogumi. Uks osa NH rakke on juba enne
migratsiooni kiillalt tdpselt determineeritud (Perez jt., 1999), teine osa aga transleerib ise
transkriptsioonifaktoreid, mis on suutelised suunama pluripotentsete NH rakkude
diferentseerumist neuraaltorust migreerumisel (Harris ja Erickson, 2007). Enamike NH rakkude
lahknemispotentsiaal viheneb migreerumise kdigus jarkjirgult. Nende tegelik saatus miératakse
kindlaks konkreetse timbruse poolt, kus nad organismis parasjagu viibivad (Paratore jt., 2002) ja

osaliselt ka selle poolt, kuhu nad on médratud migreeruma (Dupin jt., 2000).

Tabel 1. Neuraalharja derivaadid selgroogsete embriiotes (Dupin jt., 2001, tdiendatud).

Naérvisiisteemi Pigmendirakud | Endokriinsed ja | Mesodermaalsed derivaadid
rakud parakriinsed
rakud

Kraniaalsed Melanotsiitidid Neerupealiste Kohr- ja luukude
neuronid v, sdsi rakud
VII, IX, X)
Spinaalganglioni Kaltsitoniini Lihaste ja nddrmete sidekoeline
neuronid tootvad c-rakud | strooma
PNS gliia rakud Stidame vatsakeste

vahesein




Autonoomse Néo ja kaela piirkonna dermis
nérvislisteemi
ganglioni

neuronid

Kornea endoteel ja strooma

Veresoonte silelihased

PNS — perifeerne nérvisiisteem.

Enamus autoreid jagab NH vastavalt rakkude péritolule piki embriionaaltelge ning nende
poolt moodustavatele derivaatidele pea, kaela, kere ja siidame neuraalharjaks. Kuid eristatakse ka

ristluu NH piirkonda (Joonis 2 ) (Bronner Fraser, 1998).

Joonis 2. NH erinevad piirkonnad ning nende rakkude derivaadid (Bronner-Fraser, 1998,

jargi).

Naokolju Inu- ja sidelkude
Pea NH e E
Miio ja kaela piirkonna dermis
Kraninaleanclionite newronid ja gliia
Stidamme NH Veresoonte silelihased
Stdame vatsakeste vahesein
Kaela NH Soole nirvisiisteem
Melanotsiiiidid
Kere NH Schwanni ralond
MNeerupealise sisi rakowd
PNS sensoorsed neuromnid

Ristlan NH Soole nirvisiisteem



Pea NH rakud liiguvad Iopusekaartesse, kus nad diferentseeruvad keskkdrva, 1dua ning
kaela piirkonna luu- ja kohrkoeks, kraniaalganglionte neuroniteks ja gliiaks (LeDouarin ja
Kalcheim., 1999). Hox geeni ekspressiooni alusel jaotatakse kraniaalne NH rostaalseks ja
kaudaalseks osaks. Rostaalselt asetsev NH, paikneb kesk-, vaheaju piirkonnast kolmanda
somiidini. Katsetes kana-vuti kiméiridega on nididatud, et kraniaalse NH rostaalsest osast
périnevates rakkudes ei avaldu Hox geenid. Ektomesenhiitimi rakud osalevad ndokolju luude ning
kaela ja pea piirkonna erinevate kudede moodustumises. Kraniaalse NH kaudaalne osa paikneb
kolmandast kaheksanda somiidini. Sealsed Hox geeni avaldavad rakud omavad olulist rolli
keeleluu kdhrkoe arengus (Le Douarin jt., 2004). Pea NH alamregiooniks on siidame NH, mis
paikneb korvaplakoodist kolmanda somiidini. Siidame NH rakud omavad olulist rolli stidame
arengus (Snider jt., 2007).

Nii pea kui ka kere NH rakud suudavad diferentseeruda melanotstiiitideks, neuroniteks, ja
gliia rakkudeks. Kuid ainult pea NH rakud diferentseeruvad ndokolju kohr- ja luukoeks.
Arvatakse, et kere NH rakud on kaotanud vdime moodustada luukudet (Douarin jt., 2004).
Viiendast somiidist kuni neuraaltoru kaudaalse tipuni asetseb kere NH. Dorsolateraalselt
migreeruvad rakud diferentseeruvad melanotsiiiitideks. Ventraalselt migreeruvad rakud osalevad
neerupealsesisi, Schwanni rakkude, PNS sensoorsete neoronite arengus (Bronner-Fraser, 1995).

Kaela ja ristluu NH rakud asustavad soole, kus nad moodustavad parasiimpaatilisi

neuroneid, mis reguleerivad soole peristalitkat ja veresoonte laienemist (Burns ja Douarin, 2001).

1.3. Sudame neuraalhari

Korvaplakoodi ja kolmanda somiidi vahelisel alal paikneb siidame NH (Martinsen jt.,
2003). Sealsed rakud on olulised stidame arengus (Hudson ja Kirby, 2007). Kana embriios
vastava piirkonna eemaldamine pdhjustab véljavoolukulgla ja suurte arterite arenguhiireid
(Hudson ja Kirby, 2003, Kirby ja Waldo, 1995, ). Lisaks esineb ka harkelundi, kdrvalkilpndanme
ja kilpnddrme vaegmoodustus ehk hiipoplaasia voi véljaarenematus ehk aplaasia (Bockman jt.,
1984). (Joonis 3) (Kenneth, 2000). Ektomesenhiiiimi rakud, mis périnevad siidame NH-st,
panevad aluse suurte arterite silelihaskestale, harkelundi, korvalkilpndérme ja kilpnddrme
sidekoele ning vatsakese ja suurte veresoonte (aordi ja kopsutiive) vaheseinale (Epstein jt., 2000).
Stidame NH rakud aitavad kaasa ka koja-vatsakese- ja aordi-pulmonaalklappide moodustumisele
(Waldo jt., 1999, Nakamura jt., 2006). Lisaks tagavad siidame NH rakud siidame

erutusjuhtesiisteemi arengu (Nakamura jt., 2006, Poelmann ja Gittenberger-de Groot, 1999).



1.4.  Sudame neuraalharja rakkude osalus véljavoolukulgla arengus

Stidame  véljavoolukulgla jaotatakse tinglikult parema ja vasaku vatsakese
viljavoolukulglaks. Kopsutiivi ja kopsuklapp moodustavad parema vatsakese viljavoolukulgla.
Vasaku vatsakese viljavoolukulgla koosneb aordiklapist, tousvast aordist, aordikaarest ja
aordikaare arteritest. Véaljavoolukulgla struktuuride hulka kuuluvad ka kolmhdlmaline klapp
parema koja ja vatsakese vahel ning mitraalklapp vasaku koja ja vatsakese vahel,
vatsakestevaheline sein ja siidame pargarterid (Jang jt., 2000).

Hiire embriionaalsel arengupéeval 10,5 liiguvad siidame neuraalharja rakud kolmanda,
neljanda ja kuuenda 16pusekaare kaudu viljavoolukulgla endokardiaalsetesse padjanditesse. Seal
osalevad neuraalharja rakud distaalselt asetseva aortikopulmonaarse vaheseina ning
proksimaalselt paikneva konotrunkaalse vaheseina moodustumisel. Need vaheseinad jaotavad
viljavoolukulgla aordiks ja kopsutiiveks. Samaaegselt moodustuvad véljavoolukulgla
endokardiaalsetest padjanditest viljavoolukulgla poolkuuklapid, mis paiknevad konotrunkaalse ja

aortikopulmonaalse vaheseina ithenduskohas (Jiang jt., 2000).
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MNeuraalharja rakkude moodustumine

Niokolju
Aordikaar  strulohuurid i
- Harkelund
Siidame viljavoolukulgla
Yy l }

PTA DORVTGA? Hupuplnstlll.ne Aordikaare Miokolju, T-rakkude puuduliklkus
vasaku siidame- anomaaliad kilpniiirme ja
poole siindroom? kirvalkilpniirme
arengudefeltid

Joonis 3. Stidame neuraalharja rakkude osalus erinevate organite morfogeneesil ning nende
puudumise voi defektse migratsiooniga seotud arengudefektid (Kenneth, 2000).

PTA (persistent truncus arteriosus; pusiv arterioostiivi), DORV (double outlet right ventricle;
paaris dravooluavaga parem vatsake) on viljavoolukulgla arengudefektid, mille pdhjuseks
peetakse sildame NH rakkude migratsioonihdireid. Stidame NH rakkude puudumine voi defektse
migratsiooni tulemuseks on aordikaare, ndokolju ja harkelundi arenguhdired ning T-rakkude
puudumine. Arvatakse, et siidame NH rakud mdjutavad véljavoolukulgla moodustumisel ka
hiipoplastilise vasaku siidamepoole siindroomi ja TGA (¢ransposition of the great arteries, suurte

arterite iimberasetus) kujunemist.
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2.1.  ldeaalse neuraalharja rakkude markeri kriteeriumid

NH rakkude migratsiooni uurimiseks oleks ideaalne marker, mis avaldub vaid NH
rakkudes, on detekteeritav NH formeerumise ja migratsiooni véltel ning NH derivaatides.
Uusaldusvédrsete tulemuste saamiseks ei tohi eksperimendis kasutatavad manipulatsioonid

mojutada markeri ekspressioonimustrit vaid peavad peegeldama in vivo toimuvat.

2.2. Kana-vuti kimaarid neuraalharja rakkude migratsiooni mudelstisteem

Kana-vuti kiméérid on siidame NH rakkude migratsiooni uurimisel mudelsiisteem, mis
vastab eelpool mainitud nduetele (Waldo jt., 1998). Kana ja vuti tuuma morfoloogia erinevus on
tsiitoloogiliselt tuvastatav (Le Douarin, 2004). Vuti rakutuumas on suur kondenseerunud
kromatiiniga ala, mis kanal puudub. Seetdttu varajases arengustaadiumis kana embriiosse
transplanteeritud vuti NH rakud on eristatavad kana rakkudest (Le Douarin, 2004). Kana-vuti
kiméérides on voimalik tuvastada NH rakkude osalust organite morfogeneesil. Tundub, et
manipulatsioodid ei mdjuta kimééride arengut, kuna arengudefekte ei esine (Le Douarin jt., 2005,
Waldo jt., 1998).). Seega on kana-vuti kimdirid siidame NH rakkude migratsiooni uurimisel
usaldusvddrne mudelsiisteem. Samas tuleb arvestada voimalike muutustega in vitro tingimustes

toimuvas NH rakkude migratsioonis.

2.3. Imetajate neuraalharja rakkude migratsiooni uurimine

Lindudes kasutatavat tehnoloogiat pole voimalik rakendada imetajates. Imetajate siidame
NH rakkude morfogeneesi uurimiseks polnud pikka aega kana-vuti kimdiridega vorreldavat
rakkude maérgistamissiisteemi, kuna puudus spetsiifiline markergeen, mis avalduks NH
formeerumisel, migratsioonil ning diferentseerumisel. Migreeruvate imetaja NH rakkude
margistamiseks ei sobinud in sifu hiibridiseerimine ja imunohistokeemilisi katsed, kuna enamike
kandidaatgeenide ekspressioon reguleeritakse alla enne terminaalset koe viljakujenemist(Lo jt.,
1997, Li jt., 1999).

Transgeensed markergeenid voimaldasid suunata geeni ekspressiooni ning margistada
kindlat rakkude populatsiooni. Bakteriaalse LacZ geeni viimine NH geeni promootorjérjestuse
kontrolli alla voimaldas detekteerida rakke kuni transgeeni ekpressiooni allareguleerimiseni (Lo

jt., 1997, Echelard jt., 1994, Waldo jt., 1999). Seega LacZ geeni ekspressioon on seotud NH
12



geeni eskpressiooni aktiivsusega. Samas kahekomponentne Cre/lox siisteemi kasutamisel
margistatakse rakud ka peale esimese transgeeni ekspressiooni allareguleerimisest (Waldo jt.,
1999, Epstein jt., 2000). Viiruse Cre-rekombinaasi ekspressioon pannakse NH-a geeni
promootorjérjestuse kontrolli alla. Cre-rekombinaasi transleeriv hiir ristatakse Cre-
reporterhiirega. Rekombinatsioon reportergeeni lookuses tagab markeri translatsiooni.
Enamlevinud markeriteks on FE.coli B-galaktosidaas ja GFP (green fluorescent protein) (Soriano,

1999).

3. Neuraalharja transgeensed markerid
3.1.1. Transgeen Cx43-LacZ

Esimene transgeenne hiireliin Cx43-LacZ siidame NH rakkude ja nende derivaatide
tuvastamiseks sisaldas konneksiin-43 (Cx43) 6,5 kb suurust promootorjirjestust, mille kiilge oli
lisatud bakteriaalne LacZ geen (Lo et al., 1997). Konstrukti oli lisatud ka tuumalokalisatsiooni
signaal (nls), mis B-galaktosidaasi histokeemilisel virvimisel annab histoloogilisel 16igul histi
lokaliseeritava tuuma virvumise. Juhuslikult avastati, et selle transgeeni avaldumismuster
sarnanes NH rakkude paigutusega lindudes. LacZ avaldus NH rakkudes piki kogu embriio
kraniokaudaalset telge, kaasaarvatud siidame NH. Edasised siistitimiskatsed kultiveeritud E8,5
arengupéevaste embriiotega toestasid, et NH rakud on iihendatud funktsioneerivate aukliidustega
(Lo jt., 1999). Stidame NH derivaatide osas tehti vordlev analiiiis kana-vutt kiméaridega, mis
nditas tdepoolest, et mérgistunud olid kdik teadaolevad siidames paiknevad NH péritoluga rakud

(Waldo et al., 1999).

3.1.2. Konneksiinide perekonna transkriptsioonifaktorid

Valguperekonda konneksiin kuuluvad transmembraansed valgud, mis selgroogsetes
moodustavd aukliiduseid  (Evans ja Martin, 2002). Kuna aukliiduseid on tuvastatud
embriiogeneesi varajases staadiumis, siis omistatakse neile oluline roll informatsiooni
vahendamisel arenguprotsessis (Huang jt., 1998). Membraankanalitena tagavad aukliidused
ioonide, viikeste molekulide ja sekundaarsete metaboliitide litkumise rakust rakku (Bruzzone jt.,
1996). Iga konneksiin sisaldab nelja tarnsmembraanset (M1-M4), kahte rakuvélist (E1-E2) ning
kolme tsiitoplasmaatilist regiooni. Iga ekstratsellulaarne piirkond sisaldab konserveerunud

positsioonides tsiisteiinijdéke, mis moodustavad tsiitoplasmaatilisel poolel disulfiidsildasid, mis
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tthendavad rakuviliseid regioone. Konneksiini valkude dige topoloogia tagab plasmamembraani
labiva iihenduse (Leube., 1995). Kui kahe kiilgneva raku konneksonid ehk poolaukliidusest,
paiknevad kohakuti, siis moodustub kanal, mis ithendab rakkude tsiitoplasmat.

Definitiivse siidame miiokardis vahendavad aukliidused elektriliste impulsside iilekannet,
koordineerides siidameriitmi kujunemist ning kodade ja vatsakeste, kui autonoomsete iiksuste,
kontraktsiooni slinkroonsust. Siidames on levinumad kolm aukliiduseid moodustavat valku —
konneksiin-43 (Cx43), konneksiin-40 (Cx40), konneksiin-45 (Cx45), mida transleeritakse
stidame eri piirkondades eri ulatuses. Kodige levinumaks aukliidust moodustavaks valguks
stidames on konneksiin-43, esinedes nii kodades kui ka vatsakeses (Lo, 2000).

Hiire embriionaalses arengus algab Cx43 valgu translatsioon blastotsiisti staadiumis,
muutudes hilisemas arengujirgus koe- ja organspetsiifilisemaks. Alates organogeneesi varajastest
staadiumidest esineb Cx43 silmaléétses, reetinas, neerus, kdbinddrmes ja ajuriptatsis (Yancey jt.,
1992). In situ hiibridiseerimisega on ndidatud Cx43 mRNA avaldumist neuraalharja tekkimise
piirkonnas hiire arenguperioodil E8,0 - 8,5 (Lo jt., 1997). Kuigi Cx43-LacZ avaldub tugevalt
stidame véljavoolukulgla mesenhiitimis arenguperioodil E9,5-10,5 (Lo jt., 1997; Waldo jt., 1999),
ei ole seal detekteeritud mRNA-d ega valku. /n situ hiibridiseerimise signaal saab mirgatavaks
vatsakestes E10,5 ja muutub intensiivseks E12,5, teistes siidame piirkondades jdéb see kas viga
norgaks, voi ei lleta taustvdrvumist (Ruangvoravat ja Lo, 1992). Konfokaalmikroskoobi abil
detekteeritav Cx43 valku nditav immuunofluorestsents ilmub vatsakestesse embriionaalsel
arengupieval 10,0 ja kodadesse arenguperioodil E13-13.5 (Yancey jt., 1992).

Konneksiin-43 on elulise tdhtsusega valk. Cx43 homosiigootne mutatsioon ei ole kiill
embriionaalselt letaalne, kuid hiired surevad peale siindi stidamepuudulikkuse tagajérjel. (Lo jt.,
1999). Kuigi Cx43 homosiigootsel mutantsel hiirel esinevad hdired nii tliiimuse kui ka
ganglionide arengus, peetakse surma peamiseks pohjuseks pulmonaalse véljavoolukulgla
arenguhdiret (Lo jt., 1999). Vaatamata sellele, et homosiigootsete mutantide surma pdohjuseks
peetakse viljavoolukulgla defekti, ei avaldu Cx43 mairkimisvairsel hulgal viljavoolukulglas
(Kirby ja Waldo, 1995). Samas kardiaalsetes NH rakkudes avaldub Cx43 (Lo jt., 1999) ning
nemad omavad olulist rolli viljavoolukulgla moodustamises ( Kirby ja Waldo, 1995). NH rakud
migreeruvad oma algsest positsioonist rakugruppidena areneva viljavoolukulgla piirkonda ning
Cx43 ekpressiooni tase on ilmselt oluline, et tagada selleks migratsiooniks vajalike aukliiduste
arv, kuna see mojutab osteselt migreeruvate siidame NH rakkude populatsiooni suurust (Lo jt.,
1999). Seega siidame arenguhdired tekivad nii Cx43 iile-, alaekspressioonil, kui ka tdielikul

puudumisel (Ewart jt., 1997). Arvatakse, et aukliidused vdivad mdjutada siidame arenemist,
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kontrollides siidame arengus oluliste NH rakkude arvu ning aktiivsust. (Lo jt., 1999). Cx43-LacZ

heterostigootsetel hiirtel esinevad siidame defektid, mis ei ole letaalsed (Huang jt., 1998).
3.2.1. Transgeenid Pax3-LacZ ja Pax3-Cre

Pax3 geen sattus tihelepanu alla tdnu Splotch mutatsiooni uuringutele. Splotch lookuses
voib olla viis erinevat mutantset alleeli, millega kaasneb Pax3 mutatsioon (Sp, Sp%), geenisisene
(Sp™) voi taielik deletsioon (Sp', Sp*™') (Epstein jt., 1993, Goulding jt., 1993, Vogan jt., 1993).
Splotch (Sp™) homosiigootsel mutantsel hiirel kirjeldati lisaks harkelundi, kilpnidrme ja
korvalkilpnddrme arenguhéiretele ka piisivat arteriaaltiive (persistent truncus arteriosus, PTA)
(Gonway jt., 1997). Splotch homosiigootsed mutantsed hiire embriiod surevad stidamedefektide
tulemusena arengupdeval 14,0 (L jt., 1999). Sarnased siidamedefektid kaasnevad NH
eemaldamisega kana embriios. Seepérast arvati, et Splotch mutantne hiiremudel voib esindada
NH rakkude migratsiooni hiireid imetajas (Conway jt., 1997).

Koigepealt konstrueeriti analoogiliselt Cx43-LacZ-le transgeen Pax3-LacZ, milles
bakteriaalne LacZ oli Pax3 1,6 kb promootorjérjestuse kontrolli all (Li jt., 1999). B-galaktosidaasi
varvusreaktsioon lokaliseerus hiire embriionaalsel arengupdeval 11,5 dorsaalses neuraaltorus ja
spinaalganglionides, virvumata jdid somiidid, mis on tedaolevalt mitteneuraalse péritoluga Pax3
ekspressiooni piirkond (Goulding jt., 1991). Seega oli eeldatavasti NH spetsiifilisus selle
transgeeni avaldumismustril olemas, kuid LacZ geen ei avaldunud Idpusekaartes ja
viljavoolukulglas, kuhu siidame NH rakud migreeruvad. Ka selgus, et endogeenne Pax3
reguleeritakse alla siidame NH rakkude migratsiooni kéigus, mida néitab tema transkipti ja valgu
puudumine lopusekaartes ja viljavoolukulglas (Epstein jt., 2000). Edasi kasutati Cre-lox
strateegiat. Sama Pax3 1,6 kb promootorjérjestuse kontrolli alla viidi viiruse Cre ja saadi Pax3-
Cre hiireliin (Epstein jt., 2000). Kui seda hiireliini ristata Cre-reporterhiirega saadakse
transgeenne hiir, kelle rekombinatsiooni 14bi teinud rakud ja nende jérglased jaavadki [-
galaktosidaasi siinteesima sOltumata endogeense Pax3 ekspressiooni allareguleerimisest. Seega
saadi eluaegselt avalduv mairgis, mis vdoimaldab identifitseerida nii NH rakkusid kui ka nende
jarglasi. Pax3-Cre/ROSA26 transgeenses hiire embriios migreeruvad méargisega rakud, nagu NH
rakudki, 1dbi 3., 4., 6. Iopusekaare. Lisaks sellele detekteeriti mérgisega rakke E10,5 siidame
viljavoolukulglas, neuraaltorus, spinaalganglionides ning hilisemas arengus aordi, tema harude,
arterioosjuha ja kopsuarterite silelihastes (L1 jt., 2000). Koik need kohad vastavad eeldatavate NH

rakkude paiknemisele. Ullatav oli aga ribikdhrete virvumine.
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3.2.2. Pax-perekonna transkriptsioonifaktorid

Transkriptsioonifaktorite perekonda Pax kuuluvad geenid omavad arengus olulist rolli
koespetsiifiliste transkriptsiooni regulaatoritena. Seda perekonda iseloomustab unikaalne DNA
sidumisjérjestus (Chalepakis jt., 1991, Treisman jt., 1991). Kuna N-terminus on enam
konserveerunud kui C-terminus, siis arvatakse, et jarjestust dratundev regioon asub C-terminuses
(Vogan ja Cros, 1997). Esimesena identifitseeriti Pax geen Drosophilas ning hiljem on leitud
mitmeid homolooge nii selgrootutes kui ka selgroogsetes. Hiires on esindatud iiheksa Pax
geeniperekonna  liiget Pax/-Pax9 (Wallin jt., 1993). Pax transkriptsioonifaktorite
klassifikatsiooni aluseks on obiligatoorse paarilise domeeni, lisa oktapeptiidi ning tdieliku voi
osalise homodomeeni esinemine (Callaerts jt., 1997). Uurimused erinevate Pax geenide
ekspressioonimustrite kohta hiires ja teistes mudelorganismides viitavad nende suurele osalusele
organogeneesis. Pax geenid omavad olulist rolli kesknirvisiisteemi, neerude, meeleelundite,
pankrease, kilpnddrme, harkelundi, korvalkilpnddrme ning lihaste moodustumisel (Wher ja Gruss,
1996, Mansouri jt., 1994; Dahl jt., 1997; Terzic jt., 1998).

Pax3 ekspressioon algab wild-type hiire embriios neuraaltoru dorsaalses osas NH rakkude
eraldumise piirkonnas E8,5 (Goulding jt., 1991). Kohe peale seda ilmub transkript somiitide-
eelsesse mesodermi. Edasi sdilib ekspressioon eelmisest tekkivas kiilgmises dermatomiiotoomis
ja sellest omakorda tekkivates hiipaksiaalsetes lihastes (Tassabehji jt., 1992). Alates E14,0 kaob
Pax3 transkript kogu embriiost ja ilmub uuesti kiipsetes Schwanni rakkudes (Kioussi et al., 1995).

Hiire embriionaalsel arengupdeval 9,5 on Pax3 mRNA NH rakkudes vaevalt
detekteeritav. E10,5-ks on Pax3 geeni ekspressioon tuvastatav juba mirkimisvairsel tasemel.
Kuna eelnevate uurimuste kohaselt migreeruvad hiire NH rakud siidamesse E10,5, siis jareldati,
et migreeruvates siidame NH rakkudes avaldub Pax3 enne viljavoolukulglasse joudmist

(Conway jt., 1997).

3.3.1. Wntl-Cre transgeen

Wntl-LacZ transgeenses hiires on LacZ ekspressioon Wntl 5,5kb promootorjérjestuse
kontrolli all (Echelard jt., 1994) B-galaktosidaasi vérvusreaktsioon histoloogilisel 16igul
detekteeriti neuraalplaadis, neuraaltoru dorsaalses piirkonnas ning migratsiooni alustvates NH
rakkudes. Kuid LacZ geen ei avaldunud NH derivaatides. Selgus, et NH rakkudes kaob Wntl

geeni ekspressioon, kui NH rakud migreeruvad neuraaltorust. Edasises arengu kiigus ei avaldu
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Wntl NH rakkudes ega ka NH derivaatides (Echelard jt., 1994). Seega, Wntl-LacZ transgeen ei
taga vajalikku margistust NH rakkude morfogeneesi uurimiseks.

Wntl-Cre transgeen konstrueeriti analoogiliselt Pax3-Cre-le. Wntl-Cre hiireliin saadi
viiruse Cre-rekombinaasi ekspressioni viimisel Wntl 5,5kb promootorjérjestuse kontrolli all
(Danielian jt., 1998). Seda hiireliini ristati Cre-reporterhiirega ning saadi transgeenne hiir, kelle
rekombinatsiooni ldbinud rakud ja nende jarglased siinteesivad B-galaktosidaasi sdltumata Wntl-
Cre transgeeni aktiivsusest (Jiang jt., 2000). Kana-vuti kiméddrides ja imetajas tehtud katsete
pohjal loodeti, et maérgistatud rakud, mis pédrinevad NH-st, on detekteeritavad hiire
embriionaalses arengus ning ka silinnijargselt. Spinaalganglioni, perifeerse nérvisiisteemi,
melanotsiilitide, neerupealiste sdsi ning ndokolju mesenhiiimi mairgistus viitab piki
embriionaaltelge toimunud rekombinatsioonile R26R reportergeenis. Lisaks puudus uvuritud
arenguperioodidel mittspetsiifiline ekspressioon ektodermis, endodermis, endoteelis, epiteelis,
seljakeelikus ning seda timbritsevas mesodermis (Jiang jt., 2000). Seega NH rakud ning nende
jarglased on detekteeritavad eluaegse méargisega.

Wntl-Cre/ROSA26 transgeenses hiire embriios migreeruvad mirgisega rakud 3., 4., 6.,
16pusekaarde. Lisaks on mirgisega rakud detekteeritavd hiire embriionaalsel arengupédeval 10,5
viljavoolukulglas (Jiang jt., 2000). Wntl1-Cre transgeense hiire aortikopulmonaalvaheseinas ja
konotrunkaalpadjandite mesenhiiiimis esines mérgatavalt intentsiivsem margis, kui detekteeriti
Cx43-LacZ hiires (Waldo jt., 1999, Jiang jt., 2000). Samas rakkude viljavoolukulglasse joudmise
ajastus ja paiknemine on kooskodlas NH rakkude omaga. Sarnaselt kana-vuti kimééridega
tuvastati Wntl-Cre transgeenses hiires mérgisega rakke arterioosjuhas, aordikaares, Olavarre-
peatlives ja paremas ja vasakus tihisunearteris. Lisaks on téhistatud ka tdusev aort ja kopsutiivi
ning véljavoolukulgla kapid (Jiang jt., 2000). Saadud tulemused on kooskdlas kana-vuti
kiméadrides tuvastatud siidame NH rakkude paiknemisega (Waldo jt., 1998, Waldo jt., 1999).
Pérgarterite seintes esinenud madrgis oli iillatav, kuna kana-vuti kiméérides pole seda tuvastatud

(Jiang jt., 2000, Waldo jt., 1998).

3.3.2. Wnt-perekonna transkriptsioonifaktorid

Wnt transkriptsioonifaktorite perkonda kuuluvad sekreteeritavad gliikoproteiinid, mis

omavad olulist rolli selgroogsete embriiogeneesis, reguleerides rakkude proliferatsiooni,

migratsiooni, apoptoosi ning histo- ja organogeneesi. (Dale, 1998, Wodarz ja Nusse, 1998). Wnt
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signalisatsioon on keskse tihtsusega kesknirvindrvisiisteemi, rinnanddrmete, maksa, platsenta,
juuste, hammaste ning stidame-veresoonkonna arengus (Uustalo jt., 1999).

Whntl ja Wnt3a avalduvad NH rakkudes neuraaltoru moodustumise perioodil (Dorsky jt., 1998).
Wntl/Wnt3a defektsetel homosiigootsetel mutantsetel hiirtel esinevad NH derivaatide
arenguhiired. Arvatakse, et see pole tingitud NH rakkude migratsiooni ega diferentseerumise
hédiretest, vaid pigem presumptiivsete NH rakkude ekspansiooni puudulikkusest neuraaltorus

(Ikeya jt., 1997).

4.1. Gata3 osaleb siidame véljavoolukulga arengus

Kirjanduses on vihe andmeid transkriptsioonifaktor Gata3 osalemise kohta siidame
arengus. Esimest korda nimetati siidant Gata3 ekspressiooni kohana 1994. aastal, mil iilevaatlik
ekspressiooniuurimus nditas radioaktiivse in situ hiibridiseerimisega, et Gata3 geenil on
avaldumiskohad ka embriionaalses siidames (George jt., 1994). Edasi leidsid Lakshmanan ja
kaasautorid, et Gata3 promootoris on regioon, mis vdib reguleerida selle geeni ekspressiooni
embriionaalse siidame endokardis (Lakshmanan jt., 1999).

Meie t6ogrupp on ndidanud, et nii endogeense Gata3 kui ka Gata3-LacZ ekspressioon
siidames saab alguse hiire embriionaalsel arengupdeval 9,5 viljavoolukulglas (Raid jt., 2008).
Arenguperioodil E10.5-E11.5 on ekspressioon kdige intensiivsem, esinedes rikkalikult
viljavoolukulgla endokardiaalse padjandi rakkudes ja lopusekaarte mesenhiilimis. Edasi
endogeene Gata3 reguleeritakse alla, Gata3-LacZ aga avaldub iileneva aordi ja aordikaare,
temast ldhtuvate Olavarre-peatiive ja parema iihisunearteri, vasaku iihisunearteri, kopsutiive ja
arterioosjuha silelihasrakkudes ning poolkuuklappides. Niisugune ekspressioonimuster kattub
peamiste transgeensete NH markerite ekspressioonimustriga (Epstein jt., 2000; Jiang jt., 2000;
Waldo jt., 1999), sisendades P-galaktosidaas-positiivsete rakkude neuraalharja péritolu. Koige
otsesem tee selle selgitamiseks on kolokalisatsioonikatsete 14biviimine.

Homosiigootsed mutantsed Gata3-LacZ/LacZ hiire embriiod surevad hiljemalt E12.0
vanuselt (Pandolfi jt., 1995). Peamiseks embriio surma pdhjusteks on noradrenaliini vaegus
stimpaatilises nérvisiisteemis (Lim jt., 2000). Adrenergiliste retseptorite agonistide (Kaufman jt.,
2003) lisamine tiinete emaste joogivette korvab noradrenaliini puudust ja pikendab embriiote
eluiga kuni E18,5. Sellistel farmakoloogiliselt pikendatud elueaga hiire embriiotele arenevad

vilja definitiivsed siidamed, millede kdige enamlevinumaks defektiks on vatsakestevahelise seina
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defekt (VSD) koos piisiva arteriaaltiivega (PTA) (Raid jt., 2008). Just need defektid esinevad
90% linnu embriiotel, kelledel on eemaldatud siidame neuraalhari (Kirby ja Waldo, 1995).

4.2.  Gata transkriptsioonifaktorid

Transkriptsioonifaktorite perekonna Gata moodustavad valgud, mis sisaldavad kahte
»tsinksorme** motiivi ning DNA-ga seostumis konsensusjérjestust (A/T)GATA(A/G), mille jéargi
on nad ka oma nime saanud ( Ko ja Engel, 1993). Ekspessioonimustri alusel on Gata faktorid
jaotatud kahte alamperekonda, vastavalt Gatal, Gata 2, Gata 3 ja Gata 4, Gata 5, Gata 6. Gatal, -
2, ja -3 omavad olulist rolli ja avalduvad peamiselt hematopoeetilistes tiivirakkudes, reguleerides
T-limfotsiititide, erlitrotsiilitide ja megakariiotsiiiitide diferentseerumisest (Molkentin, 2000).
Gata4,-5, -6 avalduvad mesodermi ja endodermi derivaatides nagu siida, kops, maks, gonaadid ja
sool, kus nad on olulised koespetsiifilise geeniekspressiooni regulaatorid (Technau ja Scholz,
2003).

Andmed Gata3 ekspressioonist vereloomega mitte seotud kudedes ja organites higustab
eelpool mainitud klassifikatsiooni.. Juba E10,0 arengupédeva vanuses hiire embriios avaldub
Gata3 geen tsentraalses ja perifeerses nérvisiisteemis, neerus, neerupealistes, harkelundi alges
ning arenevas silmas (George jt.,) .Lisaks avaldub Gata3 geen ka sisekorvas (Lillevili jt., 2004).
Hilisemas arengus, E11,0 vanuselt on ekspressiooni detekteeritud ka maksas (George jt., 1994).

ja périsnahas (Kaufman jt., 2003)
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Arutelu

Kéesoleva bakalaureusetod teema valiku tingisid arengubioloogia dppetoolis saadud
andmed, et endogeense Gata3 (E9,5-11,5) ja Gata3-LaZ (E9,5 kuni siinnini) ekspressioonimuster
(Raid jt., 2008) {iihtib pdhijoontes transgeensete NH markerite ekspressioonimustriga siidames
(Epstein jt., 2000; Jiang jt, ., 2000; Waldo jt., 1999). Selline suur kattumine
ekspressioonimustrites virgutab hiipoteesi, et vdhemal v0i rohkemal mééral avaldub Gata3
stidames just NH-st périt rakkudes. Selgust aitaks tuua rakutiiiibispetsiifliste markerite ilmutamine
koos Gata3-ga ja nende kolokalisatsiooni analiiiis. Nagu me kirjanduse iilevaates nditasime, on hiire
stidame NH ja tema derivaadid defineeritud just transgeensete markerite kaudu. Pax3, Wntl, Cx43
mRNA ja valgu avaldumine ei peegelda NH paritolu siidames, vastupidi, enamikel juhtudel on
ndidatud, et nad kas puuduvad tdiesti NH derivaatidest vdi on nende hulk allapoole usaldusvéirset
detekteerimistaset (Conway jt., 1997, Lo jt., 1997, Echelard jt., 1994). Seega on need geenid
markergeenidena kasutatavad ainult transgeensete hiireliinide olemasolul. Kui valida, kas
regulaatorjdrjetuse kontrolli alla on digem viia LacZ voi Cre, siis eelistada tuleks viimast. Nii Wntl
kui ka Pax3 regulaatorjirjestusi sisaldavate transgeenide puhul tehti enne Cre hiireliini LacZ
hiireliin (Lo jt., 1997, Echelard jt., 1999 ), kuid mdlemal juhul ei avaldunud mirgis siidame NH-st
parit rakkudes.

Meil on edaspidiseks to0ks olemas Cx43-GFP-Cre hiireliin, milles on Cx43 6,5 kb suuruse
promootorjérjestuse kontrolli alla pandud lisaks Cre-le ka GFP (Green Fluorescent Protein).
Voimalike katsete planeerimisel ldhtumegi sellest hiireliinist.

1. Lihtsaimaks mérkimiskeemiks on Gata3 immuunohistokeemiline ilmutamine Cx43-
Cre-GFP hiireliinis punase fluorestseeruva méargisega (niiteks, Texas Red). GFP transleeritakse
samaaegselt endogeense Cx43-ga. Kui Gata3 ja Cx43 kolokaliseeruvad, on tulemuseks oranzi
vérvi, kui mitte, siis vastavalt, kas roheline v3i punane helendus. Selle skeemi tugev kiilg on
transkriptsioonifaktori Gata3 vahetu detekteerimine. Norkuseks vdib osutuda Gata3 valgu madal
kontsentratsioon rakkudes.

2. Alternatiivse markimiskeemi annab ristandi Cx43-Cre-GFP/Gata3-LacZ kasutamine.
Naiteks, anti-Cre voi anti-GFP ensiiimkonjugaadiga mérkimine ja hilisem jirjestikune
ilmutamine X-gal’i ja Fast Red’ga (aluselise fosfataasi korral). Selle mérkimisviisi tugevuseks
voib pidada asjaolu, et transgeenid avalduvad rakkudes enamasti dekteerimiseks piisaval méaral
ja et Gata3-LacZ leidub ka nendes rakkudes, milles endogeenne Gata3 on allareguleeritud. Seega

saame skriinida ka definitiivseid kudesid siidame vaheseintes ja klappides ning silelihasrakkusid
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veresoontes. Norkuseks on aga vdimalus, et Gata3-LacZ avaldub ka niisugustes rakkudes ja
nende jarglastes, kus endogeenne Gata3 in vivo ei ole avaldunud ja ei avaldu.

3. Tulemuslik voib olla ka samaaegne [-galaktosidaasi vdrvimine ja Gata3 mRNA
ilmutamine in situ hiibridisatsiooniga ristandis Cx43-Cre-GFP/Rosa26. See on alternatiiv

esimesele skeemile, kui Gata3 valgu detekteerimine immuunofluorestsentsiga ebadnnestub.
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Kokkuvote

Toos kisitletakse hiire neuraalharja ja selle derivaatide transgeensete markergeenide
Pax3-Cre, Wntl-Cre ja Cx43-LacZ molekulaargeneetilist olemust ja nende ekspressioonimustreid
siidames. Vaatamata véikestele erinevustele langeb ekspressioonimuster siidames ja suurtes
veresoontes kokku nii omavahel kui ka etalonina kasutatud vutt-kana transplantatsioonikimééride
siidame neuraalharja derivaatide kaardiga. Kardiaalse neuraalharja rakud migreeruvad lébi 3.,4.,6.
16pusekaare siidame viljavoolukulglasse, kus nad osalevad vatsakete vaheseina ning aordi ja
kopsutiive proksimaalse vaheseina moodustumises. Hiljem avalduvad transgeensed markerid
iileneva aordi ja aordikaare, temast ldhtuvate Olavarre-peatiive ja parema Uhisunearteri, vasaku
tthisunearteri, kopsutiive ja arterioosjuha silelihasrakkudes ning poolkuuklappides. Niisugune
ekpressioonimuster sarnaneb arengubioloogia dppetoolis uuritava Gata3 ekspressioonimustriga
siidames ja temast ldhtuvates suurtes veresoontes. Arutelus pakutakse vélja kolm erinevat Cx43-
Cre-GFP hiireliinil pohinevat Gata3 ja Cx43-Cre-GFP koekspressiooni analiilisi skeemi,
nditamaks Gata3 valgu, mRNA ja Gata3-LacZ olemasolu siidame neuraalharja rakkudes ja nende

derivaatides.
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Summary
Neural crest transgenic markers in mouse heart development

In this report the expression patterns of the mouse transgenic marker genes Pax3-Cre,
Whntl-Cre and Cx43-LacZ are analysed in the cardiac neural crest and their derivatives. Despite a
minor ectopic expression they are useful for revealing the neural crest cell and they derivatives in
the mouse heart and great outflow vessels as been supported also by quail-chick chimeras
transplantation experiments. Cardiac neural crest cells migrate through the pharyngeal arches 3, 4
and 6 to populate the cardiac outflow tract, where they contributes to the proximal septum
between aorta and pulmonary trunk and interventricular septum. Further, the cardiac neural crest
cells contribute to the semilunar valves and smooth muscle of the ascending aorta, aortic arch,
pulmonary trunk, ductus arteriosus, right and left carotid arteries and artery innominata.
Described expression pattern closley coincides to the Gata3 expression pattern examined by us in
the mouse heart and great outflow vessels. To demonstrate Gata3 protein, mRNA and Gata3-
LacZ localisation in the cardiac neural crest cells and their derivatives we propose three

coexpression analysis schemes based on a new Cx43-Cre-GFP transgenic mouse line.
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Tédnan oma juhendajat Raivo Raidi juhendamise ja huvitava teema eest. Suured tinud Merly

Malvale asjakohaste nduannete eest. Suur aitéh laboriseltskonnale mitmekiilgse abi ja meeldiva

aasta eest.
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