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Santrumpy sarasas

aPGR - atvirks$tin¢ Polymerazés Grandininé Reakcija
ba - prie§ amputacija

ba - ziauniniai lankai

BAC - Bakterijy Dirbtiné Chromosoma

BFP - M¢lynas Fluorescentinis Baltymas

bp - baziy pora

CreER™ - Cyclization recombination protein fused to a triple mutant of the human
Estrogen Receptor, Tamoxifen-inducible

crygc - crytallin, gamma c

DAPI - 4’,6-Diamidino-2-Phenylindole

DNR - Deoksiribonukleortigstis

dpa - dieny po amputacijos

dpc - dieny po apvaisinimo

dpf - dieny po apvaisinimo

e - akis

ENU - N-Ethyl-N-nitrosourea

Ensembl - ENS European Molecular Biology Laboratory (genominé duomeny
baze)

/b - priekinés smegenys

Fgf - Fibroblast growth factor

flila - friend leukemia integration la

flilb - friend leukemia integration 1b

liIb*RY - 1p150 mutacija fli1b gene

Flip°® - Flip, kodono optimizuotas

FP - Fluorescentinis Baltymas

FRT - Flp Recombinase Recognition Target

GFP - Zalias Fluorescentinis Baltymas



h - Sirdis

hb - uzpakalinés smegenys

Hh - Hedgehog

HOS - Holt Oramo Sindromas

hsp - heatshock

hst - heartstrings

hpf - valandy po apvaisinimo

INS - visciuko p-globino insuliatorius

loxP - locus of crossing-over X of Pl

mb - vidurinés smegenys

mRFP - monomerinis Raudonas Fluorescentinis Baltymas
MS222 - Tricane Methanesulfonate

nkx2.5 - NK2 homeobox 5

PBS - Fosfato Buferinis Druskos tirpalas

pdlim7 - PDZ and LIM domain 7

PFA - Paraformaldehidas

poly(A) - poliadenilinimo seka

pp(A4) - ocean pout antifreeze baltymo poliadenilinimo seka
RA - Retino Riigstis

RNR - Ribonukleino Rugstis

RT PCR - Atvirkstinés Transkripcijos Polymerazés Grandininé Reakcija
S1 - Switchblade 1

SA - Sukirpimo Akceptorius

Sc - nugaros smegenys

tbx3a - T-box transkripcijos faktorius 3a

tbx5a - T-box transkripcijos faktorius 5a

tbx5d"" - heartsrings mutacija tbx5a gene

tbx54""% - tpl58 mutacija thx5a gene

tbx5a""** - revertuota tpl58 mutacija thx5a gene



tnnt2a - troponin T type 2a

UAS - Upstream Activating Sequence

UCSC - University of California, Santa Cruz (genomin¢ duomeny baz¢)
Wnt - Wingless type MMTYV integration site family

YFP - Geltonas Fluorescentinis Baltymas

zp(A) - zebrafish [-aktino transkripcijos terminacijos seka

4-HT - 4-Hidroksitamoksifenas

5’RACE - Rapid Amplification of cDNA Ends



Ivadas

Danio rerio (Hamilton, 1822) yra maza (iki 40 mm) gélavandené zuvis,
kuri priklauso kauliniy Zzuvy antklasiui (Osteichthyes), karpzuviy biiriui
(Cypriniformes), karpiniy $eimai (Cyprinidae). Zuvis yra natiiraliai paplitusi
sekliuose ir stovin¢iuose vandenyse, esanciuose aplink Gango ir Bramaputros upiy
baseinus Siaurés-Ryty Indijoje, Banglade$e ir Nepale. Daznai yra aptinkama $alia
ryziy lauky. Visaéd¢, dazniausiai maitinasi zooplanktonu ir vabzdziais, taip pat
fitoplanktonu, sitiliniais dumbliais, augalais, sporomis, bestuburiy kiauSiniais, ir
detritu (Spence et al., 2008).

D. rerio zuvis greitai tapo visame pasaulyje pripazinta modeline sistema. Ji
pasizymi daugeliu savybiy, naudingy Sirdies ir kraujagysliy sistemos vystymosi
tyrimams (Streisinger et al., 1981):

1. ISorinis apvaisinimas ir optinis embriony permatomumas leidzia atlikti
tiesioginius Sirdies raidos stebéjimus gyvame organizme per visas vystymosi
stadijas.

2. Netgi tokiais atvejais, kai funkcionali Sirdis nebeiSsivysto, mazo dydzio
embrionas yra apriipinamas deguonimi pasyvios difuzijos budu. Taigi net
sunkiausi Sirdies defektai, kurie paprastai sglygoja kity stuburiniy organizmy
embriony mirtj, gali biiti iSsamiai analizuojami.

3. D. rerio yra budingas didelis palikuoniy skai¢ius deétyje. Tai yra ypatingai
svarbu atliekant genetinius ir morfologinius tyrimus, kurie leidzia tyrinéti
stuburiniy gyviiny Sirdies vystymosi mechanizmus.

Sirdis yra vienas i§ pirmyjy organy, kurie i$sivysto stuburiniame
organizme. D. rerio Sirdies raida vyksta ypatingai greitai (Stainier, 2001). Praéjus
dvideSim¢iai valandy po apvaisinimo atskiri kardiomiocitai pradeda susitraukinéti.
Dvidesimt antrg valanda po apvaisinimo $irdis pradeda plakti, o dvideSimt ketvirtg

valandg po apvaisinimo iSsivysto normali kraujo cirkuliacija (Scott & Yelon,



2010). Dviejy dieny D. rerio Sirdis prilygsta dvylikos dieny pelés ir trisdeSimt
penkiy dieny zmogaus embriono Sirdziai (Stainier, 2001).

Per morfogeneze simetriskas Sirdies diskas, kuris yra sudarytas i§ trijy
sluoksniy: vidinio endokardiumo, vidurinio (biisimojo skilvelio) miokardiumo ir
iSorinio (btisimojo priesirdzio) miokardiumo, transformuojasi j asimetriska linijinj
Sirdies vamzdelj. DvideSimt antrg valanda po apvaisinimo i$ arterinés Sirdies
vamzdelio dalies pradeda formuotis skilvelis, o dar po dviejy valandy i$ veninés
Sirdies vamzdelio dalies susiformuoja priesirdis (Bakkers, 2011).

Pragjus trisdeSimciai valandy po apvaisinimo prasideda Sirdies apsisukimo
stadija ir susidaro dvi Sirdies kameros, skilvelis ir prieSirdis, kurios tampa
morfologiskai atskiriamos tik trisdeSimt Sesta valandg po apvaisinimo. Pasibaigus
Sirdies apsisukimo stadijai, pro-epikardiumo lgstelés migruoja Sirdies link.
Susidaro iSorinis Sirdies sluoksnis — epikardiumas. Kai kurios epikardiumo lastelés
migruoja ] Sirdies vidy, kur diferencijuojasi i vainikines kraujagysles ir
fibroblastus (Liu & Stainier 2010). Sirdies voztuvai susiformuoja i§ endokardiumo
(Hu et al., 2000). Penkta dieng po apvaisinimo (toliau tekste dpf) lervos Sirdis jau
pasizymi suaugusios Sirdies konfigiiracija (Lohr & Yost, 2000).

Suaugusios zuvies §irdj sudaro keturios dalys: veninis sinusas, priesirdis,
skilvelis, ir arterinis gumbas (Hu et al., 2000). Trys Sirdies voztuvai uZztikrina
vienakrypti kraujo tekejimg (Hu et al., 2001; Menke et al., 2011). Subrendusios
Sirdies prieSirdzio ir skilvelio sienele sudaro trys sluoksniai: endokardiumas,
miokardiumas ir epikardiumas (Hu et al., 2001). Subrendusios Sirdies skilvelio
raumuo susideda i$ trijy skirtingy sluoksniy: trabekulinio, pirmapradzio ir zievinio
(Gupta & Poss, 2012).

Suaugusios D. rerio §irdis pasiZymi stipriomis regeneracinémis savybeémis
(Poss et al., 2002; Raya et al., 2003). Sirdies regeneraciniai mechanizmai gali biiti
tyrinéjami sukeliant tam tikrus pazeidimus. Siuo metu $irdies paZzeidimams sukelti
yra naudojami trys standartiniai metodai: daliné Sirdies skilvelio amputacija (Poss

et al., 2002; Raya et al., 2003), kriopazeidimai (Gonzales-Rosa et al., 2011;



Schnabel et al., 2011; Chablais et al., 2011) ir genetinis lgsteliy pasalinimas (Wang
et al.,, 2011). Priklausomai nuo pazeidimo biido, D. rerio Sirdies regeneracija
trunka mazdaug nuo vieno iki dviejy su puse ménesiy (Choi & Poss, 2012).

Nors dabar yra sukurta daugybé metody, kurie yra sékmingai naudojami D.
rerio Sirdies regeneracijos tyrimuose (Gemberling et al., 2013), bet salyginé
mutagenezé zuvy suaugéliuose dar néra jvykdyta. Saglyginiy mutanty neturéjimas
iSlieka pagrindiniu D. rerio modelinés sistemos trukumu. Tai apsunkina vystymosi
geny funkcijos tyrin¢jimus regeneracijos procesuose. Esminiy vystymosi
signaliniy keliy reikSmé Sirdies regeneracijoje buvo atskleista naudojant du
metodus: indukuotg transgeninj slopinima, kuris buvo vykdomas panaudojus
dominuojancio neigiamo poveikio baltymus (Lepilina et al., 2006; Kikuchi et al.,
2011; Jopling et al., 2012; Fang et al., 2013; Gupta et al., 2013; Huang et al., 2013;
Wang et al., 2013; Zhao et al., 2014), arba farmakogenetinj slopinimg (Lien et al.,
2006; Chablais & Jazwinska, 2012; Jopling et al., 2010; Choi et al., 2013; Huang
et al., 2013). Taciau pazangesnés genetinés strategijos, tokios kaip salyginé geno
aktyvumo reguliacija, yra butinos iSaiskinti Sirdies regeneracinius mechanizmus.

Vienas i§ potencialiy geny, kuris galéty vaidinti svarby vaidmenj D. rerio
Sirdies regeneracijoje yra thx5a (T-box transcription factor S5a). Tbx5 yra
transkripcijos faktorius butinas normaliam Sirdies vystymuisi visose tyrinétose
stuburiniy rusyse (Basson et al., 1999; Horb & Thomsen, 1999; Brown et al.,
2005; Bruneau et al., 2001; Takeuchi et al., 2003; Ahn et al., 2002; Garrity et al.,
2002). Ieda ir kolegos (2010) nustaté, kad Tbx5 yra vienas i$ trijy transkripcijos
faktoriy, kurie yra reikalingi tam, kad pelés odos fibroblastai biity sékmingai
reprogramuoti | kardiomiocitus primenancias lasteles in vitro.

Remiantis in vivo tyrimais, suaugusios zuvies Sirdis pasizymi silpna, bet
pastovia thx5a geno raisSka (Raya et al., 2003). Be to, Lepilina ir kiti (2006) aptiko,
kad tbx5a raiSka suaugusios zuvies Sirdies skilvelyje Zymiai padidéja 5 ir 7 dieng
po dalinés skilvelio amputacijos (toliau tekste dpa). Zhang ir kolegos (2013)

nustaté, kad tbx5a raiSka taip pat yra sustiprinama embrioninéje Sirdyje per
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regeneracija. Lepilinos ir kity (2006) atlikti tyrimai taip pat atskleid¢, kad daline

Sirdies skilvelio amputacija aktyvina epikardiuma, o véliau buvo parodyta, jog

tbx5a yra reikalingas pro-epikardiumo specifikacijai (Liu & Stainier, 2010). Taigi

remiantis mokslinés literatiros Saltiniais, thx5a genas yra potencialus kandidatas,

kuris galéty vaidinti svarby vaidmenj Sirdies regeneraciniuose mechanizmuose.

Darbo tikslas:

Atlikti Danio rerio (Hamilton, 1822) Sirdies ir kraujagysliy sistemos

. . .. . . . .. 158 - . 150
vystymosi bei regeneracijos tyrimus naudojant insercinius thx5a”"° ir flilb"

alelius.

Darbo uzdaviniai:

1.
2.
3.

Identifikuoti aStuonius insercinius D. rerio kamienus.

Istirti kraujagysliy regeneracija f1i1b""’ inserciniuose mutantuose.
Nustatyti ar -3.3nkx2.5 ir -6.Inkx2.5 fragmentai turi Sirdziai specifiniy
stiprikliy, kurie yra aktyviis normalaus Zuvies Sirdies vystymosi metu.
Istirti ar vis¢iuko B-globino insuliacinés sekos gali apsaugoti transgeng

nuo chromosominés pozicijos efekto D. rerio genome normalios

kardiogenezés metu.

. Nustatyti ar bx54""*" alelis gali bati salyginai re-mutuotas

besivystancios ir suagusios zuvies Sirdyje.

I§tirti  Sirdies regeneracija salyginiuose tbx5a""*:tnnt2a:CreER"
mutantuose.

Identifikuoti minimaly S$irdziai specifini thbx5a reguliacinj elementg

panaudojant delecijos analize.

Ginamieji teiginiai:

1.

Inserciniai D. rerio kamienai gali buti efektyviai identifikuojami su

aPGR ir 5’RACE metody pagalba.
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. Po pazeidimo, Zaliojo fluorescentinio baltymo raiska f1i/b"""

mutanty
uodeginiame peleke padidéja, bet kraujagysliy regeneracija iSlieka
normali.

. Abu -3.3nkx2.5 ir -6.Inkx2.5 fragmentai turi Sirdziai specifiniy
stiprikliy, kurie yra pajégiis aktyvinti raudono fluorescentinio baltymo
raiSkg normalaus zuvies Sirdies vystymosi metu.

. Vis¢iuko B-globino insuliatoriai neapsaugo -3.3nkx2.5:RFP /INS ir -
6.1nkx2.5:RFP/INS transgeny nuo chromosominés pozicijos efekto
zuvies genome normalios kardiogenezés metu.

. Zuvies embriony ir suaugéliy inkubavimas 4-hidroksitamoksifeno

PSR alelio re-mutacija Sirdyje.

tirpale indukuoja salygine tbx5a
. Salyginiai tbx5a""*®:tnnt2a:CreER™ mutantai pasizymi sutrikusia
Sirdies regeneracija.

. Minimalus 177 bp tbx5a stipriklis aktyvina Sirdies specifing raudono

fluorescentinio baltymo raiska besivystancioje ir suaugusioje zuvyje.

Darbo naujumas ir reik§mé

Visi tyrimai, kurie buvo atlikti Sio mokslinio darbo metu, pasizymi

naujumu ir turi svarbig reikSme¢ jvairioms biomedicinos mokslo Sakoms:

zoologijai, genetikai, geny inZinerijai, vystymosi biologijai ir regeneracinei

medicinai. Identifikuoti $eSi nauji inserciniai D. rerio kamienai. Visi Sie mutantai

yra prieinami mokslo bendruomenei ir gali buti naudojami tiriant jvairius

biologinius procesus. Nustatyta, kad viename i§ identifikuoty kamieny, fi/6”"’,

zalio fluorescentinio baltymo (GFP) raiSka kraujagyslése ir kraujyje Zymiai

padidé¢ja 7-3 dieng po dalinés uodeginio peleko amputacijos. Be to, atlikti

stebéjimai atskleidé, kad i§ pradziy uodegos ataugimas f1i/5%”"” homozigotose yra

netolygus, bet galiausiai regeneraves pelekas atrodo visiskai normalus. Sie

stebéjimy rezultatai suteikia svarbig informacija apie flilb geno raiSkos ir
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uodeginio peleko morfologinius pokycius, kurie vyskta per pirmasias keturias
savaites po uodegos pazeidimo. Gauti duomenys gali biiti naudingi tolimesniems
kraujagysliy regeneracijos tyrimams stuburiniuose organizmuose.

Visciuko B-globino insuliatoriy veiksmingumas buvo pirmg kartg istirtas F1
ir F2 D. rerio lervose. Gauti duomenys sudaro vertingg pagrindg transgeninéms
konstrukcijoms kurti. Pastebéta teigiama insuliaciniy seky jtaka transgeno raiskos
pasiskirstymui, margumui ir rySkumui turi svarbig reikSme tolimesniam geny
reguliacijos mechanizmy issiaiSkinimui eukarioty genome. Atliktos -3.3nkx2.5 ir -
6.1nkx2.5 promotoriaus fragmenty analizés rezultatai yra naudingi tolimesnei
nkx2.5 geno stiprikliy ir slopintuvy identifikacijai per stuburiniy gyviiny
vystymasi.

Nustatyta 8irdziai specifiné mnt2a:CreER™ raiska suteikia papildoma
transgeng, kuris gali biiti sekmingai naudojamas salyginei rekombinaciniy jvykiy
indukcijai besivystancios ir suaugusios Zuvies Sirdies lastelése. Ypatingai svarbig
reikSme turi darbo metu jvykdyta pirmoji pasaulyje salyginés mutacijos indukcija
suaugusioje zuvyje. Atlikti tyrimai parodé, kad inserciné p/58 mutacija tbxSa
gene gali buti sékmingai indukuojama  thx5a” ' :tmnt2a:CreER™  ir
tbx5a" PR pnt2a:CreER™  suaugéliy Sirdyje. Mutacijos, kurios gali bati
kontroliuojamos laike ir erdvéje, yra biitinos esminéms vystymosi geny
funkcijoms iSsiaiSkinti stuburiniy gyviny regeneracijoje. Taip pat salyginés
mutacijos yra labai vertingos geny antrinéms funkcijoms nustatyti. Atliekant
tyrimus pirma kartg buvo atskleista, kad bx5a genas turi esming funkcijg zuvies
Sirdies regeneraciniuose mechanizmuose.

Nors ir yra atlikta daug tyrimy, parodanciy thx5 vaidmens svarbg stuburiniy
vystymuisi, vis dar triksta moksliniy ziniy apie Sio geno reguliacijg. Disertacijos
tyrimy metu buvo identifikuotas minimalus thx5a stipriklis, kuris salygoja mRFP
raiska besivystandios ir suaugusios Zuvies §irdyje. Sis atradimas yra vertingas

indélis | tyrimus, siekianCius iStirti thx5a geno veiklos reguliacijos pagrindus,
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kurie leisty geriau suprasti stuburiniy gyviiny Sirdies regeneracijos mechanizmy

ypatumus.

1. Tyrimy metodika

1. 1. Inserciniy mutanty identifikacija panaudojant aPGR ir 5’RACE

metodus

Kandidatiniai mutantiniai aleliai, gauti insercinés mutagenezés biidu Dr.
Balciiino laboratorijoje, buvo identifikuoti panaudojus du metodus: atvirksting
polimerazés grandining reakcija (aPGR) (Hermanson et al., 2004; Clark et al.,
2011) ir 5> kDNR galo greitaja amplifikacija (5’RACE) (Clark et al., 2004; Clark
etal., 2011).

Penkiy dieny F1 lervos buvo atrenktos ir sugrupuotos pagal fluorescentinio
baltymo (FP) raiSkos buvimg. Atskiros lervy grupés, kurias sudaré¢ 20 FP-teigiamy
arba 20 FP-neigiamy embriony, buvo uzsaldomos -80°C temperatiroje. Norint
atlikti aPGR, embriony genominé DNR buvo iSskiriama pagal standartinj
protokolg (Hermanson et al., 2004). 5’RACE metodui, lervy RNR buvo iSskiriama
naudojus “Absolutely RNA miniprep kit” rinkinj (Agilent Technologies).

aPGR metoda sudaro trys dalys: genominés DNR “karpymas” su
restrikcijos endonukleazémis, “sukarpytos” DNR fragmenty ligavimas, geny
gaudykle apsupanciy genominiy seky amplifikacija. ISskirta genominé DNR buvo
praskiesta iki 0.67 pg /ul ir panaudota restrikcijai, kurios metu DNR atskiruose
mégintuvéliuose buvo sukarpyta 4 enzimy grupémis: N (Nlalll), T (Taq), X
(Avrll, Nhel, Spel, Xbal) ir B (BamHI, BglII, BclI). Restrikcijos miSiniai su N, X
ir B grupiy enzimais buvo laikomi +37°C temperatiiroje, o restrikcijos miSinys su
Taql enzimu buvo inkubuotas +65°C temperatiiroje. Prag¢jus 4 valandoms, 10 pl
kiekvieno restrikcijos miSinio buvo paleista ant 1% agarozés gelio. Likusieji 10 pl

buvo uzsaldyti -20°C temperatiiroje.
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Gauti DNR fragmentai buvo liguojami per naktj + 4°C temperatiroje. Kita
dieng 5 pl suliguotos ziedinés DNR buvo panaudojami kaip Sablonas abiejy geny
gaudyklés galy amplifikacijai su PGRI1, kurios metu buvo naudojamos dvi
pradmeny poros: Tol2-F8 (5°) (5>-TCAAGTAAGATTCTAGCC AGATAC-3’) ir
B1/5‘Nol (5’-CTAGAGATTCTTGTTTAAGCTGTAG-3"), arba Tol2-R3 (3°)
(5’-ACTGGGCATCAGCGCAATTCAATT-3’) ir B1/3‘Nol (5’-CAGGGTAATA
TAACTTCGTATAGCA-3’). Véliau 0.5 ul PGR1 produkto buvo panaudojami
kaip matrica 5* ir 3’ geny gaudyklés galy amplifikacijai su PCR2, kurios metu
buvo naudojamos dvi pradmeny poros: Tol2-F10 (5°) (5’-AAGTGAAAGTACAA
GTACTTAGG-3’) ir B1/5‘'No2 (5’-TGTATGCTATACGAAGTTATCAGCA-3’),
arba Tol2-R4 (3°) (5’-ATAATACTTAAGTACAGTAA TCAAG-3’) ir B1/3°'No2
(5’-GCATACATTATACGAAGTTATCGTT-3’). Naudoty pradmeny poros buvo
specifinés vienam i§ dviejy transpozono galy (5’ arba 3’). Tos pacios poros
pradmeny sekos buvo nukreiptos atvirkStine kryptimi viena kitos atzvilgiu. Tai
leido amplifikuoti ziedinés DNR molekul¢je esancias sekas: genominés DNR
fragmentg, kuris apsupa transpozong i§ 5’ arba 3’ galo, bei vieng i§ geny
gaudyklés galy.

PGR2 produkty analizé buvo atlikta panaudojus 1% gelio elektroforezg.
PGR2 meéginiai, gauti amplifikavus DNR i§ FP-teigiamy ir FP-neigiamy tos pacios
déties embriony, buvo supilami | gretimus agarozés gelio takelius. Takeliai,
kuriuose buvo paleisti PGR2 produktai amplifikuoti naudojant vienos déties FP-
teigiamy ir FP-neigiamy lervy DNR, buvo lyginami tarpusavyje. Kai stebimos
juostos abiejose grupése (FP-teigiamuose ir FP-neigiamuose) pasizyméjo vienodu
dydziu ir intensyvumu, tai nurodé integracija, kuri nebuvo sukibusi su
fluorescencija. Kai juosta buvo stebima tik “FP-teigiamame” takelyje, tai leisdo
manyti, kad tarp integracijos ir fluorescencijos yra sasaja.

Juostos, biidingos tik “FP-teigiamam” takeliui, buvo iSkerpamos,
iSskiriamos i§ gelio (GeneJET Gel extraction Kit, ThermoFisher Scientific), ir

nusiunéiamos sekoskaitai (Genewiz") su geny gaudyklei specifiniu pradmeniu:
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Tol2-F10 (5°) arba Tol2-R4 (3°). Vienodo ilgio, bet skirtingo intensyvumo juosty
atveju, kai “FP-teigiamame” takelyje juosta buvo zymiai rySkesné, atsirasdavo
galimybé, kad tarp FP-neigiamy embriony pateko vienas arba keli FP-teigiami
embrionai. Tokios ryskios juostos irgi buvo iskerpamos, iSskiriamos i§ gelio ir
nusiunciamos sekoskaitai.

Gautos sekos buvo patikrinamos UCSC (University of California, Santa
Cruz) and Ensembl (ENS European Molecular Biology Laboratory) genominése
duomeny bazése. Kai jvesta DNR seka atitikdavo regiong zinomame arba
potencialiame gene, toliau buvo nustatoma geny gaudyklés kryptis ir patikrinamas
skaitymo rémelis. Jeigu transpozonas geno atzvilgiu integravosi ta pacia kryptimi
ir skaitymo rémelis nebuvo paslinkgs, tai rodé, kad bent teoriSkai Gal4 sulietas
transkriptas galéjo buti sukuriamas. Toks transkriptas véliau galéty buti
transliuojamas j Gal4 sulietg baltyma, kurio sudétyje yra veikiantis Gal4 domenas.

Genotipavimui skirti pradmenys (5’ genominis pradmuo ir 3’ genominis
pradmuo) buvo kuriami prie§ ir po potencialios integracijos vietos esanciuose
~500 bp ilgio regionuose. Véliau ant “FP-teigiamy” ir “FP-neigiamy” embriony
DNR buvo atlickama PGR, kuriai jvykdyti buvo panaudotos dvi pradmeny poros:
5’ genominis pradmuo ir Tol2-F10 (5’), 3’ genominis pradmuo ir Tol2-R4 (3’).
PGR produktas buvo leidziamas agarozés gelyje. Kai gelyje stebimos juostos
dydis atitikdavo teorinj dydj, juosta buvo iSkerpama, iSskiriama i§ gelio ir
skaitoma su 5’ genominiu pradmeniu arba 3’ genominiu pradmeniu. Gautos sekos
buvo vél patikrinamos genominése duomeny bazése. Jeigu buvo surandamas
atitikmuo, tai patvirtindavo tikslig transpozono integracijos vieta. Tokiu biidu
buvo identifikuojamas genas, kuris yra mutuotas analizuojamame inserciniame
kamiene.

Tai atvejais, kai aPGR metodu integracijos aptikti nepavykdavo, buvo
naudojamas alternatyvus inserciniy mutacijy identifikacijos biidas, 5‘RACE.
Skirtingai negu aPGR, 5°‘RACE metodas neleidzia nustatyti tikslios transpozono

integracijos vietos. Toks biidas leidzia aptikti 5° endogeneninius egzonus, kurie
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yra sulieti su egzogenine Gal4 seka. RNR (250 - 500 ng), iSskirta i$ FP-teigiamy ir
FP-neigiamy embriony grupiy, buvo naudojama kDNR sintezei su Superscript
IT atvirkStine transkriptaze (Invitrogen). Gauta kDNR buvo naudojama kaip PGR
matrica su pradmeny miSiniu, KJC-002 (5’-AATGGCTTCCGAGACCTG
CTGTCCAAGTTCGTACAAAAAAGCAGGC-3’) ir KJC-003 (5’-AATGGCTT
CCGAGACCTGCTGT-3’), bei Gal4-R2 pradmeniu (5’-TTCTTCAGACACTTG
GCGCACTTCG-3’). Desimt karty praskiestas PGR1 produktas buvo naudojamas
kaip matrica PGR2 su KJC-004 (5’-GAGACCTGCTGTCCAAGTTCGT-3’) ir
Gal4-R3 (5’-TAAGTCGGCAAATATCGCATGCTTG-3’). Gauti 5’RACE PGR
produktai buvo leidziami agarozés gelyje. Juostos, esancios tik “FP-teigiamame”
takelyje, buvo iSkerpamos, iSskiriamos i§ gelio ir nusiun¢iamos sekoskaitai su
Gal4-R3 pradmeniu.

Kai su fluorescencija sukibusi geny gaudyklés integracija buvo s¢kmingai
identifikuota (su aPGR arba 5’RACE), Gal4 mRNR sulieto transkripto
egzistavimo patvirtinimui buvo atlieckamas RT PGR ir gauti produktai nusiunc¢iami
sekoskaitai. RNR (250 - 500 ng), iSskirta i§ FP-teigiamy ir FP-neigiamy embriony
grupiy, buvo naudojama KkDNR sintezei su Superscript’™ III atvirkstine
transkriptaze (Invitrogen) ir atsitiktiniais heksamerais. Vienas pl paruostos kDNR
buvo naudojamas kaip PGR matrica su 5° genominiu pradmeniu (budingu
endogeniniam egzonui, esanciam i§ 5’ pusé€s nuo transpozono integracijos vietos)
ir Gal4-R3. Méginiai buvo leidziami agarozés gelyje, juostos iSkerpamos,
i§sikiriamos 1§ gelio ir nusiunciamos sekoskaitai. Tokiu biidu buvo patikrinama,

kad tikrai susidaro su Gal4 sulietas transkriptas.

. . os . . . 150 « o e
1. 2. Kraujagysliy regeneracijos tyrimai flilb”"’ inserciniuose mutantuose

Norint patikrinti, ar flilb genas yra reikalingas D. rerio kraujagysliy

e . . . .. . v . . 150/+ ~ .
regeneracijai, negenotipuoty individy grupé, gauta sukryzminus f1i/b” Zuvis,

buvo panaudota tyrimams. Suaugusios zZuvys buvo anestezuojamos 0.892 mM
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MS222 tirpale. Praéjus trims minutéms, zuvis buvo jdedama j mazg Petri 1€kstute
kairigja lateraline puse j virSy. Véliau | l€kStute buvo jpilami penki mililitrai
vandens. Petri 1ékStutéje esanti zuvis buvo padedama po ZEISS Axio
IMAGER.A1 mikroskopu tokiu biidu, kad virSutin¢ distaliné uodeginio peleko
dalis atsidurty mikroskopo matymo lauke.

Sviesinés ir fluorescentinés virSutinés distalinés uodeginio peleko dalies
nuotraukos (1 pav.) buvo padaromos NIKON SPOT RT3 kamera pries pat peleko
amputacijg (ba). Mazdaug 60% distalinés uodegos dalies buvo nukerpama su
mazomis aStriomis zirklutémis. Amputuoti audiniai buvo uzSaldomi ir véliau
naudojami DNR isskirti. Suaugéliy genotipavimui buvo atlieckamas trijy pradmeny
PGR, kuriam buvo naudojami du genominiai pradmenys, flilb-intl-F1 (5°-
CGTCAACTTCTGCTTTCTTTCG-3’) ir flilb-intl-R1 (5’-TAACCACAGGC
ACTGTCACG-3"), bei vienas geny gaudyklei specifinis pradmuo, Tol2-F10 (5)
(5’-AAGTGAAAGTACAAGTACTTAGG-3’) (Craig et al. 2015).

>
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1 paveikslas. Siekiant itirti kraujagysliy regeneracija f/i/5”"” mutantuose, buvo
padaromos Sviesings (a) ir fluorescentinés (b) regeneruojancio uodeginio peleko
nuotraukos. Dézuté, apibrézta virSutiniame deSiniajame abiejy nuotrauky kampe,

parodo uodeginio peleko dalj, kuri buvo fotografuojama ir analizuojama.

Regeneruojancio uodeginio peleko morfologijos bei fluorescentinio

baltymo raiSkos steb&jimai buvo atliekami keturiy skirtingy regeneracijos stadijy
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metu: 0, 7, 14 ir 21 dieng po amputacijos (dpa). Kiekvieno stebéjimo metu buvo
padaromos Sviesinés ir fluorescentinés uodeginio peleko nuotraukos. Kadangi
visada buvo naudojami vienodi mikroskopo ir kameros nustatymai (padidinimas,
ekspozicijos laikas ir t. t.), padarytos nuotraukos galéjo biiti palyginamos
tarpusavyje uodeginio peleko dydzio, pigmentacijos ir fluorescentinio baltymo

raiSkos (GFP arba mRFP) atzvilgiu.

1. 3. Transgeniniy kamieny kiirimas, atranka ir auginimas

Disertacijos tyrimy metu buvo sukurta 16 transgeniniy konstrukcijy. Dvi
konstrukcijos (pVG2 ir pVG3) buvo skirtos nkx2.5 promotoriaus ir vi§¢iuko -
globino insuliaciniy seky analizei. DeSimt konstrukcijy (pVGI11 - pVG21) buvo
panaudota fbx5a minimaliam stiprikliui identifikuoti. Visos konstrukcijos buvo
sukurti molekulinio klonavimo buidu. Transgenai buvo integruoti j zuvies genoma
Tol2 transpozono sistemos pagalba (Balciunas et al. 2006). Sukurtos plazmidés
(8.4 ng/ul) buvo mikroinjekuotos su Tol2 transpozazés mRNR (40 ng/ul) i
apvaisintus laukinio tipo Zuvies ikrus vienos lastelés stadijoje.

Tre¢ig dpf embrionai buvo atrenkami naudojant NIKON SMZ1500 ir
ZEISS Axio IMAGER.A1 fluorescentinius mikroskopus. Embrionai, pasizymintys
stipria raudonojo flurescentinio baltymo (mRFP) raiska, buvo atrenkami
tolimesniam auginimui. Mazdaug trijy ménesiy amziaus FO mozaikinés zuvys
buvo kryzminamos tarpusavyje arba su laukinio tipo Zuvimis. Trys F1 Seimos,
atitinkancios bent tris nepriklausomus transgeno integracijos jvykius, buvo
atrenkamos i§ kiekvieno kamieno ir paliekamos tolimesniam auginimui. I§ viso
buvo uzaugintos 48 Seimos. F1 transgeniniai individai i§ kiekvienos Seimos buvo
kryzminami su laukinio tipo individais. Trecig dpf F2 embrionai buvo atrenkami

pagal fluorescencijg ir fotografuojami.
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1. 4. tbx5a”"* mutacijos reversija in vivo naudojant Flp° rekombinaze

Norint patikrinti ar S1 geno gaudykléje esanti mutagenine kaseté gali biti

1pl58 1pl58

apversta thx5a”"° kamiene naudojant Flp° rekombinaze, thx5a”"° heterozigotos
buvo sukryzmintos su UAS:mRFP individais panaudojus in vitro apvaisinima.
Apvaisinti ikrai vienos lastelés stadijoje buvo mikroinjekuoti su Fip® mRNR (75
pg). FO embrionai, pasiZymintys mozaikine mRFP raiSka ir $§velnesniu kriitininiy
peleky fenotipu, buvo atrinkti ir uzauginti. Trijy ménesiy FO Zuvys buvo
sukryzmintos su UAS:mRFP individais. mRFP-teigiami ir mRFP-neigiami
embrionai buvo suskirstyti | atskiras grupes ir suskaiciuoti. Détis, pasizyminti
zemiausiu mRFP-teigiamy embriony procentu, buvo uzsaldyta DNR i§skyrimui -
80°C temperatiiroje.

DNR embriony genotipavimui buvo izoliuota i§ atskiry individy naudojant
standartinj protokolg (Balciuniene et al. 2013). Ta pati zuvy pora buvo
pakartotinai sukryZminta, o gauti embrionai uzauginti. Suaugeliy genotipavimui
zuvys buvo anestezuojamos inkubuojant jas 3 minutes 0.446 mM MS222 tirpale.
Distaliné uodeginio peleko dalis (mazdaug 20% viso uodeginio peleko) buvo
amputuota su mazomis zirklutémis ir uzsaldyta -80°C temperatiiroje. Genomingé
DNR buvo isskirta naudojus standartinj protokola.

DNR, kuri buvo isskirta i§ viso embriono kiino arba dalinai amputuoto
suaugelio uodeginio peleko, buvo praskiedziama iki 100 ng/pl. Vienas pl
praskiestos DNR buvo naudojamas kaip matrica polimerazés grandiningje
reakcijoje (PGR). Trijy pradmeny PGR buvo atlikta panaudojus du genominius
pradmenis (tbx5a-F1 5>~ ATCCCCGTCATCGCAGACTACATACATT-3’, tbx5a-
R1 5-TTATCAAGTTTAGCTTACCTCTGGACAG-3’) ir vieng mutagenings
kasetés zpA specifinj pradmenj (zpA-F2 5’-CATATGAAGGTAGCTAACTG
CAA-3’). PGR produktai buvo atskirti atlikus 1% agarozés gelio elektroforeze.
DNR juosty dydZiui nustatyti buvo panaudotas GeneRuler'” DNR fragmenty

dydzio standartas. PGR produkto juostos, kuriy dydis mazdaug atitiko 671 bp,
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buvo isskirtos i§ gelio ir nusiystos sekoskaitai (Genewiz"). Gautos sekos buvo
iSanalizuotos naudojant A Plasmid Editor (ApE) programa.

IS8R

1. 5. Salyginé thx5a lokuso re-mutacija in vivo naudojant Cre

rekombinaze

Norint nustatyti ar S1 geno gaudykléje esanti mutageniné kaseté gali biti
apversta thx5a””*® kamiene panaudojus Cre rekombinaze, vienos lastelés stadijos
embrionai, gauti sukryzminus thx5a”"** heterozigotas su UAS:mRFP kamienu,
buvo mikroinjekuoti su Cre mRNR (25 pg). Trijy dpf lervos, turin¢ios mRFP-
teigiamas Sirdis, buvo atrinktos naudojant fluorescentinj mikroskopg ir
nupaveiksluotos.

Salyginei sistemai sukurti, pilnai revertuotas rbx54”"** kamienas buvo
sukryzmintas su tmnt2a:CreER' transgeninémis zuvimis. Embrionai su mRFP ir
GFP-teigiamomis akimis buvo atrinkti ir uzauginti. Dviejy ménesiy amziaus zuvys
buvo genotipuotos. Genotipuoti tbx5a""*" tnnt2a: CreER™ transgeniniai
individai buvo sukryzminti su tmnt2a:CreER™ 7uvimis. Embrionai, turintys
mRFP/ GFP akis, buvo uzauginti ir genotipuoti.

Isteigti  transgeniniai ~ kamienai,  thx5a”"*®";tnnt2a:CreER”  ir
thx5a”P PR tint2a:CreER™, buvo panaudoti salyginés mutacijos indukcijai
thx5a gene. Norint patikrinti, ar thx5a”"** lokusas gali bati salyginai re-mutuotas
besivystan&ioje Sirdyje, tbx5a” "R -thnt2a:CreER™ uvys buvo sukryzmintos
su laukinio tipo individais. Gauti palikuonys antrg dpf buvo idéti § 0.5 uM 4-
hidroksitamoksifeno (4-HT) tirpalg ir palikti 24 valandoms tamsoje. Keturiy dpf
lervos buvo atrinktos pagal mRFP raiska Sirdyje ir paliktos auginti. Pra¢jus trims
ménesiams, trys tos pacios déties individai buvo eutanizuoti. ISskrostos Sirdys
buvo apziiirétos po fluorescentiniu mikroskopu, nupaveiksluotos ir uzfiksuotos 4

% paraformaldehido (PFA) tirplale.
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Norint patikrinti ar thx5a””** lokusas gali bati salyginai re-mutuotas
suaugusioje §irdyje, tbx5a""**" ;tnnt2a:CreER" ir tbx5a""**"""* -tnnt2a:CreER™
suauggliai buvo laikomi 5 pM 4-HT tirpale. IS viso, Zuvys buvo inkubuotos tris
kartus po 24 valandas su vienos paros pertrauka tarp inkubacijy. Kontroliné
thx5a”P PR it 2a: CreER™ grupé buvo laikoma etanolio tirpale. Praéjus vienai
savaitei po eksperimento, trys zuvys i§ eksperimentinés grupés ir trys iS§
kontrolinés grupés buvo eutanizuotos. ISskrostos Sirdys buvo apziiirétos po
fluorescentiniu mikroskopu, nupaveiksluotos ir uzfiksuotos 4 % PFA. Likusios

zuvys i$ ty paciy déciy buvo panaudotos Sirdies regeneracijos tyrimams.

1. 6. Sirdies regeneracijos tyrimai: daliné skilvelio amputacija, skrodimai,

histologiniu preparaty ruosSimas ir daZzymas

Sirdies regeneracijos eksperimentams buvo naudoti keturi kamienai: thx5a
insercinis mutantas (tbx54""%"), tbx5a salyginiai mutantai (tbx547"*%";
tmnt2a:CreER™ ir thx5a""*"""R-tant2a:CreER™) ir publikuotas tbx5a ENU

hst/+

mutantas, heartstrings (tbx54™"") (Garrity et al., 2002). Zuvy amZius svyravo nuo
trijy iki $e$iy ménesiy. Sirdies raumens paZeidimams sukelti buvo panaudotas
dalinés Sirdies skilvelio amputacijos protokolas (Poss et al., 2002).

Visos zuvys buvo eutanizuotos inkubuojant 15 minuciy 0.892 mM MS222
tirpale 30 dieny po amputacijos. Adatélémis pritvirtinus negyva zuvj prie
kempinés, jdétos i maza Petri 1€kStute, Sirdys buvo kruopsciai iSskrodziamos
mikrozirklu¢iy ir smulkaus pinceto pagalba ir jdedamos | mazg Petri 1€kstute
pripildyta 1x izotoniniu buferiniu fosfato fiziologiniu druskos tirpalu (PBS).
ISskrostos Sirdys buvo iSvalomos nuo riebaly ir likusiy audiniy (pavyzdziui,
perikardiumo) su pincetu.

Fluorescentinés (mRFP) ir Sviesinés nuotraukos buvo padaromos naudojant

NIKON mikroskopo 10x, 25x, ir 40x padidinimus. Sirdys buvo fiksuojamos 24

valandas 4 % PFA +4°C temperatiiroje. Kitas dvi dienas $irdys buvo valomos 1x
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PBS tirpale (pakeic¢iamas 4 - 5 kartus per dieng) +4°C temperatiiroje. ISvalytos
Sirdys buvo dehidratuojamos 1x PBS ir etanolio (EtOH) tirpaluose (2 kartus po 10
minuciy kiekviename tirpale): 100 % PBS, 25 % EtOH/ 75 % PBS, 50 % EtOH/
50 % PBS, 75 % EtOH/ 25 % PBS, 100 % EtOH.

Dehidratuotos Sirdys buvo jdedamos j ksilenus ir po 30 minuciy
perkeliamos j formas, pripildytas i§lydyto parafino. Su pincetu ir adata Sirdys buvo
uzfiksuojamos tokioje padétyje, kad Sirdies iSilginé asis iSlikty lygiagreti formos
pagrindo atzvilgiu. Formos su parafinu ir Sirdimis buvo dedamos j + 56 °C
vandens vonig. Pra¢jus 30 minuciy, formos buvo iSimamos i§ vandens vonios ir
palieckamos nakc¢iai kambario temperatiiroje. Kita dieng parafino kubeliai su
Sirdimis buvo iSimami i§ formy ir pritvirtinami prie mediniy kubeliy.

AStuoniy nanometry storio Sirdziy pjiviai buvo padaromi naudojant Leica
mikrotomg. Parafino juostelé su 3 - 4 Sirdies pjuviais buvo uzdedama ant
distiliuoto vandens pavirSiaus, priSildyto iki + 42 °C. Su smulkiu pincetu ir mazu
teptuku parafino juostelé buvo atsargiai perkeliama nuo vandens pavirSiaus ant
objektinio stiklelio. Preparatai buvo padedami ant + 42 °C priSildytos plokstés, kur
buvo laikomi kol visas vanduo iSgaruos nuo stiklelio pavirSiaus. Preparatai buvo
paliekami nakciai kambario tempertiiroje. Kita dieng Sirdies pjtviai buvo jdedami
1 ksilenus. Po 24 valandy pjuviai buvo rehidratuojami Ix PBS ir etanolio
tirpaluose (2 kartus po 15 minuciy kiekviename tirpale): 100 % EtOH, 75 %
EtOH/ 25 % PBS, 50 % EtOH/ 50 % PBS, 25 % EtOH/ 75 % PBS,100 % PBS.

Miokardiumo rando vizualizacijai, rehidratuoti Sirdies histologiniai pjuviai
buvo padazomi naudojant Picro-Mallory procediirg (Gonzales-Rosa et al., 2011).
Sirdies raumuo buvo daZomas raudonai, o kolageno skaidulos, kurios sudaro
randg, buvo dazomos mélynai. I§ karto po dazymo pjiviai buvo greitai
dehidratuojami: po 1 minute 95% ir 100% etanolyje, 2 - 3 sekundes ksilenuose.
Dehidratuoti Sirdies pjiiviai buvo uzdengiami dengiamaisiais stikliukais. Preparatai

buvo paliekami i§dziiiti nak¢iai traukos spintoje kambario temperatiiroje.
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Lasteliy branduoliai buvo dazomi 10 minuciy inkubuojant Sirdies pjuvius
DAPI dazy tirpale. Padazyti pjuviai buvo skalaujami 1x PBS tirpale. Preparatai
buvo uzdengiami ir paliekami iSdzititi nakciai traukos spintoje kambario
temperatiiroje. Pjuviai buvo analizuojami naudojant ZEISS Axio IMAGER.A1
mikroskopa. Taip pat buvo padaromos preparaty Sviesines ir/ arba fluorescentinés

nuotraukos.

1. 7. Statistiné analizé

Gauty duomeny grupavimas ir statistiné analizé buvo atlikti su
STATISTICA 13 programos pagalba. “Exact binomial test of goodness-of-fit”
buvo panaudotas nulinés hipotezés tikrinti. Nulinéje hipotezéje buvo teigiama, kad

v tpl58/+
sukryzminus tbx5a”

heterozigota su UAS:mRFP homozigota, gauty mRFP-
neigiamy embriony, pasizyminciy kriitininiais pelekais be vystymosi defekty,
skai¢ius (n; = 241) nesiskiria nuo mRFP-teigiamy embriony, pasizyminciy
kriitininiais pelekais su vystymosi defektais, skaiciaus (n, = 290). “Exact binomial
test of goodness-of-fit” buvo pasirinktas nulinei hipotezei tikrinti, nes
analizuojamos imties dydis buvo mazas (n < 1000) ir analizei buvo naudojamas tik
vienas nominalusis (kategorinis) kintamasis (kriitininiy peleky morfologija).
Norint iSsiaiskinti, ar nuliné hipoteze, kurioje buvo teigiama, kad Sirdies
regeneracijos defektai atsiranda nepriklausomai nuo 4-HT pagalba indukuojamos
tbx54""% mutacijos, yra teisinga, buvo panaudotas “Fisher exact test of
independence.” Biitent §is testas buvo pasirinktas nulinei hipotezei tikrinti, nes
analizuojama imtis pasizyméjo mazu dydziu (n = 15) ir analizei buvo naudojami
du nominalieji (kategoriniai) kintamieji (tirpalo rasis: etanolio tirpalas arba SpM

4-HT tirpalas; Sirdies regeneracijos defektas: randas yra arba rando néra) (lentele

1).

24



Lentele 1. Rezultatai, gauti tyringjant Sirdies regeneracija tnnt2a:CreER",

IS8R/pISSR . ¥ . — . . .
thx5a™*"" suaugusiose zuvyse, buvo jvertinti naudojant statisting analize¢

(“Fisher exact test of independence”). Kontrolin¢ grupé¢ (n = 8) buvo laikoma

tpl58

etanolio tirpale, todél tbx5a”"° mutacija buvo i§jungta. Eksperimentiné grupeé (n =

tpl58

7) buvo inkubuojama SpuM 4-HT tirpale, kuris indukuoja thx5a mutacijg

kardiomiocituose, kai CreER' raigka yra aktyvinama su tnt2a promotoriumi.

1pl58

Taigi bent kai kuriose Sirdies raumens lgstelése thx5a™"° mutacija yra jjungta.

Tirpalas Sirdis 30 dpa IS
Neregeneravusi Regeneravusi  viso
(Randas yra) (Rando néra)

EtOH -> thx54""° i§jungta 0 8 8
4-HT -> thx5a""* jjungta 7 0 7
IS viso 7 8 15

2. Svarbiausi rezultatai ir jy aptarimas

2. 1. Inserciniy mutanty identifikacija

Sesi i§ aStuoniy potencialiy mutantiniy kamieny, sukurty Dr. Baléiiino
laboratorijoje, buvo sékmingai charakterizuoti su aPGR ir 5’RACE pagalba
(lentelé 2). Abu metodai remiasi tuo, kad mutageno, tai yra, geny gaudyklés, seka
yra zinoma. aPGR strategija leidzia tiksliai nustatyti transpozono integracija, o
5’RACE metodas tik suteikia informacija apie 5’ egzonus, esanCius prie§ geny
gaudyklés integracija. Taigi genotipavimui skirty pradmeny kirimas gali biiti
problematiSkas ir nevisada efektyvus. D¢l Sios priezasties mutanty genotipavimas

su PGR pagalba kartais biina nejmanomas.
Trys i$ aStuoniy mutacijy (B4-12-2, B1-40A, B4-23-1) buvo identifikuotos
su aPGR metodu. B4-12-2-1 kamienas pasizyméjo fluorescentinio baltymo raiska

nervy sistemoje. Nustatyta, kad geny gaudyklé yra potencialaus geno

ENSDART00000112671 antrajame introne. B1-40-A lervoms buvo biudinga
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fluorescentinio baltymo raiSka kraujyje. Transpozono integracija buvo aptikta

potencialaus geno, ENSDART00000111400, pirmajame introne. B4-23-1 kamienas

turéjo fluorescentinio baltymo raiska kraujagyslése. Geny gaudyklés integracija

buvo identifikuota flilb (friend of leukemia integration 1b) geno pirmajame

introne. Charakterizuotas flilb

1pl58

insercinis kamienas buvo véliau panaudotas

kraujagysliy sistemos vystymosi (Craig et al. 2015) ir regeneracijos tyrimuose.

Lentelé 2. Inserciniy kamieny identifikacijos rezultaty apibendrinimas.

Integracijos vieta

Identifikacijos
Kamienas Raiska Mutuoto geno
metodas Intronas
pavadinimas
B4-12-1 Visur 5’RACE Neidentifikuotas Neidentifikuotas
Nerv ENSDART
B4-12-2 ' ! iPCR 2
sistema 00000112671
(floor plate)
ENSDART
B1-31A  Kraujagysles 5’RACE 1
00000114996
ENSDART
B1-40A Kraujas iPCR 1
00000111400
Sirdis ir
B1-42-1A o 5’RACE pdlim7 3
somitai
Galvos
B1-45A 5’RACE smndcl 1
smegenys
B4-23-1  Kraujagyslés iPCR flilb 1
Nerviné
B4-24-1 . 5’RACE Neidentifikuotas Neidentifikuotas
ctera
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Trys mutantiniai kamienai (B1-31A, B1-42-1A, B1-45A) buvo identifikuoti
panaudojus 5’RACE metoda. B1-31-A insercinis mutantas tur¢jo fluorescentinio
baltymo raiSkg kraujagyslése. Nustatyta, kad geny gaudyklés integracijos vieta yra
potencialaus geno, ENSDART00000114996, pirmajame introne. B1-42-1A
embrionai pasizyméjo fluorescentinio baltymo teigiama Sirdimi ir somitais, o
transpozono integracija buvo lokalizuota pdlim7 (PDZ and LIM domain 7) geno

treCiajame introne.

Camarata ir kiti (2010) parod¢, kad pdlim7 ir tbx5a geny raiskos
lokalizacija sutampa Sirdies ir kriitininiy peleky vystymosi metu. Be to, zinoma,
jog Pdlim7 baltymas reguliuoja Tbx5a lokalizacijg ir transkripcijos aktyvuma
kardiogenezés metu (Camarata et al. 2010). B1-45A kamienui buvo budinga
fluorescentinio baltymo raiSka galvos smegenyse. Geny gaudyklés integracija
buvo identifikuota smndcl (survival motor neuron domain containing 1) geno
pirmajame introne.

tpl50 - o e
bp 0 inserciniuose mutantuose

2. 2. Kraujagysliy regeneracija flil

Norint iSsiaisSkinti, ar flilb genas yra svarbus kraujagysliy regeneracijai,
buvo atliktas aklas eksperimentas. Keturiolikai suaugusiy Zzuvy, gauty
sukryzminus fli1b"°"" heterozigotas, buvo dalinai nukirpti uodeginiai pelekai.
Regeneracijos proceso stebéjimai ir dokumentavimas buvo atlikti keturiy skirtingy
stadijy metu.

Baigus regeneracijos eksperimenta, anks¢iau amputuoti ir uzsaldyti audiniai
buvo sékmingai panaudoti DNA i$skirti. Genotipavimo rezultatai parode, kad tik

tpl50

viena i§ keturiolikos zuvy buvo homozigotiné fli/b""" alelio atzvilgiu (2 pav.).

Gauti duomenys leidzia manyti, kad f1i/6""""P"°

1pl50/+

zuvims yra biidingas Zemesnis
iSgyvenamumo lygis negu flilb individams.

tpl50

Fluorescentinio baltymo raiSkos tyrimai flilb inserciniame kamiene

parodé¢, kad 7 dpa zalio fluorescentinio baltymo raiskos lygis kraujagyslése yra
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zymiai padidéjes (3 pav.). Toks GFP raiskos pokytis buvo pastebétas

I5S0ApIS0 s s e 3
PEOP0 5avis miré po anestezijos 7dpa.

heterozigotose ir homozigotoje. flilb
Stebéjimai atskleidé, kad GFP raiska f1i/b"""" individuose palaipsniui mazéjo.
Zymi fluorescencijos redukcija buvo stebima 14 dpa, o 21 dpa GFP raiskos lygis

buvo beveik toks pat kaip pries uodeginio peleko amputacija (3 pav).

56 7 8 910 11 12 13 14

......onu-uhb & o L

fll']btp/_)'()

T T b T

—

* Confirmed later

2 paveikslas. flilb lokuso genotipavimo rezultatai. Kiekviename takelyje esantis
PGR produktas buvo amplifikuotas naudojant atskiry suaugusiy zuvy DNR. Sios

1pl50/+

zuvys buvo gautos sukryzminus du f7i/b individus.

130 inserciniame kamiene

Fluorescentinio baltymo raiSkos tyrimai flilb
parodé, kad 7 dpa zalio fluorescentinio baltymo raiSkos lygis kraujagyslése yra
zymiai padidéjes (3 pav.). Toks GFP raiskos pokytis buvo pastebétas

I5S0ApIS0 w s e N
PEOPY 5avis miré po anestezijos 7dpa.

heterozigotose ir homozigotoje. flilb
Stebéjimai atskleidé, kad GFP raiska f1i/b""”" individuose palaipsniui mazéjo.
Zymi fluorescencijos redukcija buvo stebima 14 dpa, o 21 dpa GFP raiskos lygis
buvo beveik toks pat kaip prie§ uodeginio peleko amputacija (3 pav).

GFP raiskos analizé parodé, jog 7 dpa fli1b""’ suaugéliy regeneruojantis
uodeginis pelekas pasizymi dideliu GFP-teigiamy kraujo Igsteliy skaiiumi.

Aptiktos Igstelés buvo bent dviejy riisiy. Vienos GFP-teigiamos lgstelés buvo
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mazos ir greitai judancios, o kitos - didelés ir létai judancios. GFP-pozytiviy
lasteliy skaicius zymiai sumazéjo 14 dpa, o 21 dpa jos beveik visai iSnyko. Pries
amputacija mazos GFP-teigiamos kraujo lastelés buvo matomos labai retai, o
didelés visai nebuvo aptiktos. Mazos GFP-teigiamos lastelés, stebimos
kraujotakoje uodegos regeneracijos metu, potencialiai galéty buti endotelinémis
lastelémis. Tuo tarpu stambios GFP-teigiamos lastelés tikriausiai galéty biti

tpl50

makrofagais. Cirkuliuojancios fli/h*""- teigiamos lastelés galéty atsirasti arba i$

zaizdos blastemos arba i$ kitur kaip atsakas pazeidimui.

fli1pwisvwiso

fli1pwiso

- 14 dpa

3 paveikslas. GFP raiskos poky&iai fIi1672""P ir fli 167" suaugéliy regeneruo-

jancios uodegos kraujagyslése. Kiekvienoje nuotraukoje yra parodytas distalinés

uodeginio peleko dalies virSutinis galas.

Nors flilb raiskos lygis zymiai pasikei¢ia uodeginio peleko regeneracijos

metu, buvo nustatyta, kad fIi/b""""

suaugusios Zuvys sugeba regeneruoti
kraujagysles. Jau 21 dpa fIi/b""”" uodegos atrodo visiskai ataugusios, bet vis dar
turi maziau pigmentacijos negu prie§ amputacija. Imanoma, kad regeneracija

vyksta normaliai, nes flila geno produktas kompensuoja Flilb baltymo lygio
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150/1p150 .
PBEVIPI0 503y wodeginis pelekas

redukcija. Pakartotiniai bandymai parodé, kad fli1b
regeneruoja Siek tiek nevienodai (duomenys nerodomi). VirSutiné¢ uodegos dalis
ataugin¢jo kiek greiCiau nei apatiné. Taciau, 21 dpa uodeginiai pelekai atrodé

visiSkai normalis.

2. 3. thx54""* lervy ir suaugéliy morfologiné/ anatominé bei genotipiné
analizé
Norint aprasyti thx5a””® kamieno heterozigotinj fenotipa, tbx54""°
heterozigotos buvo sukryzmintos su UAS:mRFP zuvimis. ISsami SeSiy dpf lervy
morfologiné analizé parodé, kad p/58 mutacija, kuri yra thx5a geno antrajame
introne, sukelia haplonepakankamuma D. rerio modelinéje sistemoje.
Palyginus su laukinio tipo tos paties déties lervomis (n = 290), visos

oy . v we 158/+
i3analizuotos $esiy dpf thx5a"""

heterozigotos (n = 241) pasizyméjo akivaizdzia
kriitininiy peleky redukcija (4 pav.). Taigi nustatytas thx5a dozei jautrus fenotipas
yra visiSkai penetruojantis. Aptiktas kriitininiy peleky fenotipas sutampa su
defektais, kurie buvo anks¢iau apraSyti D. rerio embrionuose, injekuotuose su
tbx5a morfolinu (Ahn et al., 2002). Be to, panaSus thx5 haplonepakankamumo
sukeltas neigiamas poveikis priekiniy galiiniy vystymuisi yra taip pat zinomas i$
Thx5 heterozigotiniy peliy tyrimy (Bruneau et al., 2001) ir klinikiniy duomeny,
gauty analizuojant pacientus su Holt-Oramo sindromu, kurie neturi vienos
veikianc¢ios TBX5 kopijos (Basson et al., 1999).

Nustatyta, kad dauguma (60 %) visy istirty tbx54”"%" lervy pasizyméjo
vienodai pakitusiais kratininiais pelekais. Viena tregioji thx5a””*" (29 %) turéjo
trumpesnj kairjjj kratininj pelekg. Likusieji 11 % heterozigoty pasizymeéjo
sutrumpéjusiu deSiniuoju kriitininiu peleku. Skirtingai paveikty kriitininiy peleky

. 158/+
sutinkamumas  thx5a”"?

embrionuose atitinka skirtingai paveikty priekiniy
galiiniy sutinkamuma, kuris buvo aprasytas pacientuose su Holt-Oramo sindromu

(Poznanski et al., 1970; Newbury-Ecob et al., 1996). Sie atradimai leidZia manyti,
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kad tbx5a genas turi panaSig reikSme¢ zuvies ir zmogaus priekiniy galiiniy
vystymuisi.

Su statistinés analizés (“The exact binomial test of goodness-of-fit”)
pagalba buvo patikrinta nuliné hipotezé, kuri teigia, kad sukryzminus tbx54”7"%"*
heterozigota su UAS:mRFP homozigota, gauty mRFP-neigiamy embriony
(pasizyminciy kriitininiais pelekais be vystymosi defekty) skaiCius (n; = 241)
nesiskiria nuo mRFP-teigiamy embriony (pasizyminciy kriitininiais pelekais su
vystymosi defektais) skaiCiaus (n, = 290). Atlikta analizé parodé¢, kad nuliné
hipotezé gali biti atmesta, nes vystymosi sutrikimus turinéiy lervy skaicius
(tbx5a""¥") patikimai skiriasi nuo laukinio tipo lervy skaiGiaus (thx5a™") (p =

0.037). Taigi mazdaug 17 % tbx54""*" embriony mirita iki trijy dpf. Pastebéta,
kad tik 3 - 5% tbx54""%" i3gyvena iki brandos.

Kriitinés pelekai Sirdies morfologija
thx5at’ thxSaRd thx5a*’ Arterinis gumbas thx5a’P¥*  Arterinis gumbas
x
Normalus & x o
‘,t}- F Q priesirdis Pafilf%eJ?S
: o PrieSirdis
o
! x
A K X k Nenormalus
\ Normalus skilvelis skilvelis
P | #
W
. e e . c e q- . l58/+ Vo
4 paveikslas. Kritininiy peleky ir Sirdies defektai thx5a”""" suaugéliuose.

1pl58/+

Visi iSanalizuoti thx5a suaugeliai (n = 48) netur¢jo kriitininiy peleky

tpl58/+

(4 pav.). Be to, visos Sirdys, iSskrostos i thxSa (n = 13), pasizymé¢jo

akivaizdziu defektu: turéjo padidéjusj priesirdj ir deformuotg skilvelj. Vystymosi

defektai, kurie buvo aptikti thx5a””""

zuvyse, yra panaSiis | Sirdies ydas,
charakterizuotas peliy 7hx5 heterozigotose (Bruneau et al., 2001). Toks fenotipinis
panasumas leidzia daryti prielaida, kad 7bx5 genas atlieka panasy vaidmenj jvairiy

stuburiniy gyviiny Sirdies vystymosi procese.
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Norint aprayti homozigotinj fenotipa thx5a”"*

inserciniame kamiene,
tbx54""¥" buvo sukryzmintos tarpusavyje naudojant in vitro apvaisinimo metoda.
Tik mRFP-teigiami embrionai buvo analizuojami. I$ viso, buvo iSnagrinétos 363
lervos 1§ 6 déciy. Détis, kurig sudaré 27 embrionai, buvo panaudota atskiry
embriony genotipavimui. Nustatyta, kad /58 mutacija sukelia letaly
homozigotinj fenotipa. Visos tbx5a""%" lervos turéjo linijine $irdj ir visiskai
redukuotus kritininius pelekus (5 pav.).

Sirdies ir kritininiy peleky defektai, kurie buvo nustatyti tbx5a”"%?"* yra
labai panasus j anksCiau apraSytus D. rerio fenotipus: embrionuose, kurie buvo
injekuoti su tbx5a morfolinu (Ahn et al., 2002), ir thx5a ENU heartstrings
(tbx54"") mutantuose (Garrity et al., 2002). I§ kitos pusés, besivystancios Sirdies
defektai aptikti Ast homozigotose varijavo nuo Svelniy (edema ir ne visai
suformuota S$irdis) iki sunkiy (edema ir linijiné Sirdis). Tuo tarpu visos
tbx5a""¥"""% pasizyméjo esminémis §irdies struktiiry deformacijomis (edema ir
linijine $irdimi). Kadangi bx354™" mutanty sutrumpintame Tbx5a baltyme islicka
T-box DNR prisijungimo domenas, galbiit baltymas vis dar pasizymi aktyvumu.
Tuo tarpu, kadangi Tbx5a-Gal4 sulietas baltymas bx54”"° mutantuose yra
visiSkai prarades T-box prisijungimo domeng, sulietas baltymas galéjo visiSkai

prarasti savo pirmin¢ funkcijg. Taigi remiantis gautais morfologiniais/

tpl58

anatominiais ir genotipavimo duomenimis, thx5a”"° yra nulinis tbx5a alelis.

tbx5a1pl58/+

. [ Ngrmall
= o sirdis
=g}
L2
5%
B g [ 1 Linijiné
thx 5aP!58/miss =3 Sirdis

35 8 27 38 82 92 T

Embriony skai¢ius détyje

ipls

5 paveikslas. tbx54""® mutacija sukelia letaly homozigotinj Sirdies fenotipa.
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pI58 . hst

2. 4. Morfologiniuy/ anatominiy defekty “kompensavimas” thx5a""" ir thx5a

mutantuose naudojant bakterijuy dirbtine chromosom3 su thx5a genu

Norint patikrinti ar thx5a mutacijy defektai gali buti kompensuojami su
bakterijy dirbtine chromosoma, kurioje yra jdétas zuvies tbx5a genas,
BAC(tbx3a:YFP;thx5a) kamienas buvo sukryzmintas su tbx5a”""" ir thx5a"""
zuvimis. BAC(tbx3a:YFP; tbx5a) kamiene integruota bakterijy dirbtiné
chromosoma turi D. rerio genominés DNR regiong, apimantj 144155 bp penktos
chromosomos fragmentg su dviem pilnais genais, tbx3a ir tbx5a (6 pav.).
BAC(tbx3a:YFP,thbx5a) kamiene esancio thx3a geno pirmajame egzone (471 bp uz
ATG) yra jdéta Venus geltonojo fluorescentinio baltymo (YFP) seka ir po jos
sekanti SV40 transkripcijos terminacijos poliadenilinimo seka, pA (6 pav.). Taigi
tbx3a kopija, esanti bakterijy dirbtinéje chromosomoje, yra mutuota. Tokiu biidu
yra iSvengiama per aukStos tbx3a raiSkos. Kadangi YFP atkartoja thbx3a raiska,
fluorescentinio baltymo raiska dviejy dpf embrionuose buvo naudojama kaip
atrankos Zymuo, nurodantis sekmingg BAC(tbx3a:YFP;tbx5a) integracija genome.

Kadangi Ast mutacija yra recesyviné (Garrity et al., 2002), sukryzminus
tbx54""" individus tarpusavyje, buvo tikimasi pamatyti 25 % palikuoniy turinéiy
mutantinj fenotipa: linijing arba ne visiSkai susiformavusig Sirdj ir visiskai

redukuotus kriitininius pelekus. Tadiau, kai thx5a™""

zuvys buvo sukryzmintos su
tbx5d""*;BAC (tbx3a:YFP;tbx5a) individais, nustatyta, kad tik 10 % palikuoniy (n
= 15/145) pasizyméjo numatytu homozigotiniu fenotipu. Tuo tarpu 12 % (n = 17)
embriony tur¢jo redukuotus kriitininius pelekus ir normalig Sirdj. Likusioji déties
dalis, kurig sudaré¢ 78 % visy lervy (n = 113), kaip ir tikétasi, neturéjo jokiy
pastebimy vystymosi defekty.

Kadangi dalin¢ krutininiy peleky redukcija néra aptinkama /st
heterozigotose ir homozigotose, fenotipas, kuris buvo aptiktas 12 % (n = 17) visy

embriony, galéty biti dalinio Ast mutacijos “kompensavimo” rezultatas. Atlikta

penkiy lervy genotipavimo analizé¢ parode, kad visi iStirti embrionai buvo Ast
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homozigotos. Gauti duomenys atskleidé, kad papildoma rbx5a kopija, suteikta su
BAC(tbx3a:YFP,tbx5a) bakterijy dirbtinés chromosomos pagalba, buvo sé¢kmingai
panaudota heartstrings mutacijos sukelty morfologiniy/ anatominiy defekty
“kompensavimui” Zuvies embrionuose. Pastebétina, kad vienas i§ 12 rbx54™"";
thx5aBAC(tbx3a:YFP;tbx5a) individy iSgyveno iki brandos. Suaugusi zuvis
visiSkai neturéjo kriitininiy peleky ir iSgyveno iki 6 ménesiy. Taigi
BAC(tbx3a:YFP;thx5a) alelis “kompensavo” letaly fenotipg Ast mutantuose ir

vienas homozigotinis embrionas iSgyveno iki brandos.

10k

thx3a tbx5a

6 paveikslas. D. rerio genominis regionas, esantis BAC(tbx3a:YFP;tbx5a)

bakterijy dirbtin¢je chromosomoje.

Norint patikrinti, ar ta pati BAC kopija gali “kompensuoti” vystymosi
defektus  insercinivose  thx5a””® mutantuose, tas pats tbx54"";BAC

(tbx3a:YFP;thx5a) patinas buvo sukryzmintas su thx5a *°%"

patele panaudojus in
vitro apvaisinimo metoda. IS ankstesniy pastebéjimy buvo zinoma, kad kai
tbx54""" zuvys yra kryzminamos su tbx5a”"**individais, 25 % gauty palikuoniy
turi visiskai linijing $irdj ir neturi kratininiy peleky. Kitaip tariant, bx54""%"*
embrionai pasizymi homozigotiniu fenotipu, kuris yra badingas thx5a™""' bei
tbx54""¥"""% individams.

Nustatyta, kad 3 % visy lervy (n = 91), kurios buvo gautos sukryzminus
tbx5d"""':BAC (tbx3a:YFP;thx5a) 7uvis su tbx5a""* kamienu, turéjo dalinai
“kompensuoty” Sirdies defekta, bet visai neturéjo kriitininiy peleky. Taciau nei

vienas embrionas neiSgyveno iki brandos. Gauti rezultatai parodé, kad papildoma

thx5a kopija, suteikta su BAC(tbx3a:YFP,tbx5a) bakterijy dirbtine chromosoma,
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”5% mutacijos sukelty morfologiniy/

buvo sékmingai panaudota insercinés tbxS5a
anatominiy defekty daliniam “kompensavimui” Zuvies embrionuose.
Kadangi BAC(tbx3a:YFP;tbx5a) bakterijy dirbtinés chromosomos sudétyje

58 i thx54™" mutacijy

yra du genai, tbx3a ir thx5a, néra aiSku ar nustatytas tbxS5a
sukelty morfologiniy/ anatomiy defekty “kompensavimas™ buvo salygotas vieno
atskiro geno ir abiejy geny cis-reguliaciniy elementy. Buvo pastebéta, kad visy
stuburiniy genomuose tbx3 ir tbx5 visada yra greta vienas kito (Horton et al.,
2008). Taip pat publikuoti duomenys rodo, kad abiejy geny raiskos pasiskirstymas
yra dalinai panaSus; ¢thx3 ir thx5 geny raiSka buvo aptikta besivystancioje Sirdyje ir
priekinése galtinése (Gibson-Brown et al., 1998; Yonei-Tamura et al., 1999; Wang

et al., 2014). Tai leidzia daryti prielaida, jog tbx3 ir thx5 gali turéti bendrus cis-

reguliacinius elementus, kurie yra bitini normaliam Sirdies ir priekiniy galiiniy

1pl58 hst

vystymuisi, ir galéty buti atsakingi uz tbxSa ir thx5a™ mutacijy sukelty

morfologiniy/ anatomiy defekty “kompensavima.”

1pl58

2. 5. Normalaus vystymosi atstatymas revertuojant thx54”"° mutacija su Flp°®

rekombinaze

58 kamiene esanti mutageniné kaseté gali buti

Norint patikrinti, ar thx5a
apversta in vivo panaudojus Flp° rekombinaze, ir tokiu biidu atstatytas normalus
Sirdies ir kriitininiy peleky vystymasis, vienos lastelés stadijos embrionai (n = 92),

PB¥* su UAS:mRFP kamienu, buvo mikroinjekuoti su

gauti sukryzminus tbx5a
Flp° mRNR (75 pg). Trijy dpf FO lervos buvo apzitrétos po fluorescentiniu
mikroskopu. Pastebéta, kad kai kurie embrionai pasizyméjo somatiniu mRFP
mozaikiSkumu ir/ arba Svelnesniu kriitininiy peleky fenotipu (tai yra, ilgesniais
kriitininiais pelekais) (7 pav.).

Visos lervos, kurios pasizymejo teigiama mRFP raiska, buvo atrinktos
auginimui. FO suaugéliai, kurie turé¢jo Svelnesnj kriitininiy peleky fenotipa, buvo

sukryzminti su UAS:mRFP kamienu. F1 embrionai buvo atrinkti pagal mRFP
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fluorescencijg ir suskaiciuoti. Jeigu mutageniné kaseté buvo sékmingai apversta
bent kai kuriose lytinése Igstelése, maziau negu 50 % F1 embriony turéty
pasizyméti mRFP raiSka. Nustatyta, kad viena i§ décCiy, kuri buvo gauta
sukryzminus vieng i§ FO pateliy su UAS:mRFP patinu, tur¢jo tik 13 % mRFP-
teigiamy embriony. Pirmoji détis gauta i§ tos poros buvo panaudota atskiry

embriony genotipavimui.

7 paveikslas. Flp’ mRNR mikroinjekcijos (75 pg) | vienos lgstelés thx5a""""

embrionus sukelia somatinj mozaikiSkumg; a — kontroliné lerva, b — mRFP raiskos
sumaz¢jimas injekuotoje lervoje, ¢ — Svelnesnis kritininiy peleky fenotipas

injekuotoje lervoje (ilgesni kriitininiai pelekai).

Remiantis gautais genotipavimo rezultatais, trys i§ SeSiolikos lervy tur¢jo

1pl58 tpl58R/+)

vieng tbxSa alelio kopija su apversta mutagenine kasete (thxSa

pl58/+

Nustatyta, kad visi trys mRFP-teigiami embrionai buvo tbx5a , 0 like dvylika
embriony - laukinio tipo individai. Laukinio tipo alelis pasizyméjo
polimorfiskumu, kuris galbut galéty buti susijes su kritininiy peleky redukcijos
lygiu. Sekoskaitai nusiysty DNR seky (tbx5a7"° tbx54""*F ir dviejy skirtingo
dydzio laukinio tipo) analizeé patvirtino preliminarius genotipavimo rezultatus.
Siekiant jsteigti pilnai revertuota thx5a””** kamiena, ta pati FO patelé¢ buvo
dar kartg sukryzminta su UAS:mRFP patinu. Gauti F1 palikuonys buvo atrinkti

pagal mRFP raiSka, ir mRFP-neigiami F1 embrionai buvo palikti auginimui.
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Suaugusios F1 mRFP-neigiamos zuvys buvo genotipuotos naudojant trijy
pradmeny PGR. Véliau, thx5a””*** buvo sukryzmintos tarpusavyje, jy palikuonys

uzauginti ir genotipuoti.

thx5aPP%" suaugusi $irdis thx5aPPSRPISR guaugusi Sirdis

. .o . 158/+ ve qe . .

8 paveikslas. Palyginti su suaugusios bx54""%"  §irdimi, suaugusios
tpISSR/ipISSR . w1 o : o :

thx5a homozigotos Sirdis pasizymi normalia morfologija ir neturi mRFP

tpl5

raiskos, kas parodo, kad rbx5a""® mutacija yra i§jungta.

ISSR/pl5SR .
PBSRIPBIR peturéjo mRFP

Nustatyta, kad suaugusios pilnai revertuotos thx5a
raiSkos ir nepasizyméjo jokiu akivaizdziu fenotipu. Remiantis morfologinés/
anatominés analizés rezultatais, visos Zuvys turéjo normalig Sirdj (8 pav.) ir

158 .. .y .
2% mutacijos i§jungimas thx5a lokuse

normalius kriitininius pelekus. Taigi thx5a
atstaté normaly kriitininiy peleky ir Sirdies vystymasi zuvies embrionuose, o

uzauginty zuvy morfologija/ anatomija nesiskyré nuo laukinio tipo individy.

2. 6. -3.3nkx2.5 ir -6.Inkx2. aktyvumo analizé normalaus Sirdies vystymosi

metu

Zinoma, kad nkx2.5 geno raiskos lokalizacija stuburiniuose gyviinuose
sutampa su Sirdies kamieniniy Igsteliy padétimi (Chen & Fishman, 1996; Lee et
al., 1996). Remiantis publikuotais in vitro tyrimy duomenimis, nkx2.5 geno raiska

atsiranda anksciausiai i$ visy zinomy Sirdies Zymekliy (Komuro & Izumo, 1993;
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Lints et al., 1993). D. rerio organizme nkx2.5 zZymi nesubrendusius kardiomiocitus
idtisai per visas Sirdies vystymosi stadijas. Sio geno transkripcija taip pat islieka
aktyvi suaugusios zuvies Sirdyje (Chen & Fishman, 1996; Raya et al., 2003). D¢l
Siy savybiy, nkx2.5 promotorius yra potencialiai naudingas kaip genetinis jrankis,
kuris galéty buti naudojamas jvairiy baltymy raiskos reguliacijai Sirdyje.

Norint charakterizuoti nkx2.5 reguliacinius DNR regionus, buvo sukurti -
3.3nkx2.5:RFP-pA/INS ir -6.1nkx2.5:RFP-pA/INS transgeniniai kamienai.
Nustatyta, kad abu DNR fragmentai gali aktyvinti mRFP transkripcija
besivystancioje trijy dpf zuvies Sirdyje. Taigi abu patikrinti genominiai regionai
turi Sirdziai specifiniy stiprikliy, kurie veikia Sirdies vystymosi metu. Taciau
abiejuose transgeniniuose kamienuose mRFP raiSka neapsiribojo Sirdies sritimi ir
buvo aptikta akyse, priekinése ir uzpakalinése smegenyse.

Skirtingai negu -3.3nkx2.5:RFP-pA/INS, visos -6.1nkx2.5:RFP-pA/INS F2
lervos pasizyméjo rySkia mRFP raiska Sirdyje. Dvi iS$ trijy -6.1nkx2.5:RFP-pA/INS
F2 Seimy tur¢jo ryskia mRFP raiska skilvelyje ir priesirdyje (9 pav.: t, v, w), o
viena Seima - tik arteriniame gumbe (9 pav.: u) (Grajevskaja et al., 2013). mRFP
raiSka taip pat buvo aptikta kituose audiniuose. Visi -6.1nkx2.5:RFP-pA/INS F2
embrionai turéjo mRFP-teigiamas akis. Dviem 18 trijy -6.1nkx2.5:RFP-pA/INS F2
Seimy buvo budinga lokalizuota mRFP raiSka uzpakalinése smegenyse, o vienai —
priekinése smegenyse.

Skirtingai negu -6.1nkx2.5:RFP-pA/INS individuose, -3.3nkx2.5:RFP-
pA/INS kamiene, mRFP raiSka taip pat buvo aptikta ziauniniuose lankuose,
vidurinése ir nugaros smegenyse, kriitininiuose pelekuose (9 pav). Kai kuriems -
3.3nkx2.5:RFP-pA/INS individams taip pat buvo biidinga mRFP raiSka visuose
audiniuose. Tuo tarpu -6.1nkx2.5:RFP-pA/INS embrionuose tokios placios mRFP
raiSkos lokalizacijos nebuvo pastebéta.

Dviejy potencialiy nkx2.5 geno promotoriaus regiony, -3.3 kb ir -6.1 kb,
analizé parode, kad ilgesnis genominis fragmentas yra labiau specifinis Sirdziai:

sukelia rySkia mRFP raiska embrioninéje Sirdyje, bet ne kituose organuose ir
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audiniuose. Aukstesné raiSkos tipy jvairove, kuri buvo biidinga lervoms su -3.3 kb
reguliacine seka, leidzia manyti, kad Sis DNR regionas yra jautresnis

chromosominés pozicijos efektui (Grajevskaja et al., 2013).

-3.3nkx2.5:RFP/INS -3.3nkx2.5:RFP/INS -6.1nkx2.5:RFP/INS

9 paveikslas. mRFP raiska -3.3nkx2.5:RFP-pA/INS ir -6.1nkx2.5:RFP-pA/INS
transgeninése trijy dpf D. rerio lervose: a - g -3.3nkx2.5:RFP-pA/INS F1
palikuonys (a tévas A; b - d tévas B; e - g tévas C), h - 0 -3.3nkx2.5:RFP-pA/INS
F2 palikuonys (h tévas A; i - m tévas B, n, o tévas C), p - s -6.1nkx2.5:RFP-
pA/INS F1 palikuonys (p tévas A; r tévas B; s tévas C), t - w -6.1nkx2.5:RFP-
pA/INS F2 palikuonys (t tévas A; u, v tévas B, w tévas C). Lervos gautos i$

skirtingy FO tévy, kurie buvo injekuoti su ta pacia plazmide, turéty pasizyméti
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skirtinga transgeninés konstrukcijos integracijos vieta genome. Geltonosios
rodyklés nurodo Sirdziai specifing mRFP raiSkg. Sutrumpinimai: ba ziauniniai
lankai, e akis, fb priekinés smegenys, & Sirdis, Ab uzpakalinés smegenys, mb

vidurinés smegenys, sc nugaros smegenys (Grajevskaja et al., 2013).

2. 7. Viséiuko B-globino insuliatoriy veiklos analizé Zuvies genome normalios

kardiogenezés metu

Transgeniniy konstrukcijy jautrumas stiprikliy ir slopintuvy poveikiui
salygoja daznai stebimg “marguma”, kuris iSlieka svarbia klititimi tyrin¢jant geny
raiSkos pasiskirstymg ir intensyvumg. Norint gauti palyginamus ir atkartojamus
duomenis, yra reikalinga strategija, kuri leisty apsaugoti transgeng nuo
endogeniniy reguliaciniy elementy. Vienu i§ potencialiy sprendimy galéty biiti
insuliaciniy elementy naudojimas transgeno apsaugai. Chung ir kolegos (1993)
parodé, kad visciuko hyperjautraus saito-4 insuliacinés sekos (cHS4) (1.2 kb),
gautos 1§ Gallus gallus B-globino lokuso, gali biiti sékmingai panaudotos
heterochromatino plitimui slopinti ir transgenui apsaugoti nuo transkriptiskai
aktyviy domeny vaisinéje musel¢je ir zmogaus eritroidinése lgstelése. Véliau buvo
nustatyta, kad 250 bp CpG regionas cHS4 sekoje yra atsakingas uz pagrindinj
insuliacinj aktyvumg (Chung et al., 1997).

Norint patikrinti ar cHS4 insuliacinés sekos gali apsaugoti transgeng nuo
endogeniniy reguliaciniy elementy poveikio, cHS4 insuliatoriai buvo klonuoti
apsupant -3.3nkx2.5:RFP-pA ir -6.1nkx2.5:RFP-pA konstrukcijas i§ abiejy pusiy.
Trys nepriklausomos Seimos, i§ kuriy kiekviena Seima pasizyméjo nepriklausoma
konstrukcijos integracija, buvo sukurtos panaudojant abi -3.3nkx2.5:RFP-pA ir -
6.1nkx2.5:RFP-pA konstrukcijas ir uzaugintos. F1 Seimy kryzminimai su laukinio
tipo zuvimis atskleidé, kad kai kurie kamienai turéjo daugiau negu vieng transgeno
kopija. IS viso, nuo vieno iki penkiy skirtingy mRFP raiskos tipy buvo aptinkama

kiekvienoje Seimoje (Grajevskaja et al., 2013).
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Kaip minéta anksCiau, -3.3nkx2.5:RFP-pA/INS kamiene mRFP raiskos
pasiskirstymas vyravo nuo isskirtinai audiniams-specifinio, kai mRFP raiska buvo
aptikta tik Sirdyje ir/ arba smegenyse, iki visapusiSko, kai mRFP raiSka buvo
stebima daugumoje audiniy (9 pav.). Jeigu kity geny stiprikliai veikia Salia
transgeno integracijos vietos, tai jie galéty tiesiogiai aktyvinti nkx2.5 Serdinj
promotoriy ir tokiu biidu reguliuoti mRFP raiska tam tikrose lastelése. Taigi

tikétina, kad aptikta raiSkos jvairové atkartoja kity geny raiska.

-3.3nkx2.5:RFP/INS

10 paveikslas. mRFP ir GFP raiSkos margumas tarp SeSiy atskiry tos pacios déties
lervy (a - f), kurios turi tik vieng -3.3nkx2.5:RFP/INS transgeno kopija.
Kiekvienos lervos akies lesiukui budinga GFP yra rodoma virSutiniame
paveiksliuko kampe. Geltonoji rodyklé nurodo Sirdziai specifing mRFP raiska.
Sutrumpinimai: ba Ziauniniai lankai, e akis, fb priekinés smegenys, 4 Sirdis, 4b
uzpakalinés smegenys, mb vidurinés smegenys, sc nugaros smegenys (Grajevskaja

etal., 2013).

Pastebétina, kad -3.3nkx2.5:RFP-pA/INS tos pacios déties individai,
turintys tik vieng transgeno kopija, parodé jvairius mRFP raiSkos lygius, kurie

varijavo nuo rySkaus (10 pav.: a - ¢) iki vos pastebimo (10 pav.: d - f). Aptiktas
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mRFP raiSkos margumas koreliavo su akies leSiukui biuidingos GFP raiSkos
intensyvumu (10 pav.). Nevienodas mRFP raiskos pasiskirstymas ir intensyvumo
lygis reiskia, kad -3.3nkx2.5:RFP-pA/INS transgeno genominé padétis jtakoja jo
reguliacijg.

Panasiai buvo nustatyta, kad -6.1nkx2.5:RFP-pA/INS transgeno raiska irgi
priklauso nuo chromosominés pozicijos efekto. Tacdiau lyginant su -
3.3nkx2.5:RFP-pA/INS, -6.1nkx2.5:RFP-pA/INS lervos pasizyméjo pastovia
Sirdziai specifine mRFP raiska ir Zemesniu margumu (9 pav.: p - w). Stebétas
“pager¢jimas® leidzia daryti prielaida, kad ilgesnis nkx2.5 promotoriaus
fragmentas turi Sirdziai budingy stiprikliy ir yra maziau jautrus chromosominés
pozicijos efektui. Tuo tarpu -6.1 kb nkx2.5:RFP-pA transgenas be insuliaciniy
seky parod¢ aukstesnj Sirdziai budingg specifiSkumg ir Zemesnj mRFP raiskos lygi
(9 pav.). Sis pastebé¢jimas leidzia manyti, jog patikrinti insuliaciniai elementai ne
tik nesugeba apsaugoti transgeninius konstrukcijy nuo pozicijos efekto, bet taip
pat potencialiai gali prisidéti prie padid¢jusios transgeno raiskos.

Gauti rezultatai parodé, kad cHS4 insuliatoriai negali biiti naudojami
transgeninéms konstrukcijoms apsaugoti nuo chromosominés pozicijos efekto D.
rerio genome Sirdies vystymosi metu. Sie duomenys priestarauja Bessa ir kity
(2009) paskelbtiems rezultatams. PrieStaringi rezultatai gali biiti paaiskinti tuo,
kad Bessa ir kolegos (2009) atliko visus eksperimentus tik FO embrionuose. Be to,
Bessa ir kity (2009) analizuojama promotoriaus seka buvo apsupta naudojant du
skirtingus insuliacinius elementus, GAB ir cHS4. Taciau atlikti tyrimai parodé,
kad cHS4 insuliacinis elementas turi prieSingg poveikj (skatina heterochromatino
plitimg) transgeno raiSkai zuvies genome normalios kardiogenezés metu. Toks
pastebéjimas sutampa su publikuotais duomenimis, kurie buvo gauti atliekant
tyrimus su pelémis (Emery et al., 2000; Rivella et al., 2000; Yannaki et al., 2002;
Yao et al., 2003; Rincon-Arano et al., 2007; Yahata et al., 2007; Ochiai et al.,
2011; Sharma et al., 2012; Emery et al., 2013; Uchida et al., 2013).
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IS8R

2. 8. Salyginé thx5a lokuso re-mutacija besivystancios ir suaugusios Zuvies

Sirdyje

Siekiant istirti ar tbx5a”" %k

mutacija gali buti re-mutuota specifiskai
besivystandios zuvies Sirdyje, thx35a” *®"P*% individai buvo sukryZminti su
tnnt2a:CreER™ kamienu. Visi embrionai, kurie pasizyméjo GFP raiska akies
lesSiuke, visiSkai neturéjo mRFP raiskos. Tai leidzia manyti, kad bent Sioje
vystymosi stadijoje CreER™ baltymas neindukuoja rekombinacijos tarp
modifikuoty loxP saity thx5a””** lokuse, kai lasteléje néra 4-hidroksitamoksifeno
(4-HT).

Po 24 valandy po inkubavimo 0.5uM 4-HT tirpale, tbx547"*%";
tnt2a:CreER" lervos pasizyméjo mRFP raiska tik Sirdyje. Taigi nustatyta, kad

: . IS8R
inserciné thx5a”

mutacija gali buti sékmingai re-mutuota biitent besivystancios
zuvies Sirdyje (11 pav.: a). Visi mRFP-teigiami embrionai buvo uzauginti. Atlikti

skrodimai ir analizé po fluorescentiniu mikroskopu parodé, kad trijy ménesiy zuvy

Sirdys irgi pasizymi mRFP raiska (n = 3). Tai leidzia manyti, kad bent dalis
kardiomiocity, kurie netur¢jo vienos veikiancios thx5a kopijos, nebuvo pasalinti i$
Sirdies jos vystymosi metu. Nepaisant to, kad mRFP-teigiamos Sirdies raumens
lastelés isliko Sirdyje per jos vystymasi, susiformaves organas pasizyméjo
normalia morfologija (11 pav.: b).

Norint patikrinti, ar panasiu badu tbx54""°

mutacija gali biiti re-mutuota
specifiskai suaugusios zuvies $irdyje, buvo sukurti thx5a””*** ;:tnnt2a:CreER™ ir
thx5a”P PR tint2a: CreER' transgeniniai kamienai. Praéjus vienai savaitei po
inkubavimo, suaugéliai, kurie buvo inkubuoti 80 ml S5uM 4-HT tirpale tris kartus
po 24 valandas, pasizymejo Sirdziai specifine mRFP raiSka. Taigi thx5a genas
buvo sékmingai re-mutuotas suaugusios zuvies Sirdyje. Gauti tyrimy rezultatai yra
labai vertingi, nes pirma karta parodé salyging mutacijos indukcija suaugusioje
zuvyje ir suteiké galimybe patikrinti, ar kardiogenezei bitinas genas, tbx5a, turi

vaidmen] stuburinio organizmo Sirdies regeneracijos procese.

43



tbx5aPP3R* {tnnt2a:CreER™} + 4-HT b Arterinis

Priesirdis gumbas

p¥

N

Skilvelis

\ RFP raiska Sirdyje

11 paveikslas. thx5a""® lokuso re-mutacija besivystan&ios Zuvies Sirdyje: a - 4-HT
indukuota $irdziai specifiné mRFP raiska nurodo sékmingg mutageninés kasetés

PR alelyje; b - trijy ménesiy Zuvies mRFP-teigiama girdis

apvertimg tbxSa
pasizymi normalia morfologija; bent dalis besivystancios Sirdies Igsteliy, kuriose

tbx5a""® lokusas buvo re-mutuotas, i§liko per kardiogeneze.

2. 9. Sirdies regeneracijos tyrimai thx5a”"**;tnnt2a:CreER" salyginiuose

mutantuose

Kadangi thx5a yra svarbus Sirdies vystymosi transkripcijos faktorius, Sis
genas gali vaidinti svarby vaidmenj ir Sirdies regeneracijos mechanizmuose.
Norint patikrinti Sig hipoteze, daliné Sirdies skilvelio amputacija buvo atlikta
tbx54"""" suaugélivose (n = 3). Nustatyta, kad praéjus vienam ménesiui po
pazeidimo, visi skilveliai turé¢jo zymy randa. Gauti duomenys leidzia manyti, kad
tbx5a haplonepakankamumas daro neigiamg jtakg Zuvies Sirdies regeneracijai.

+ wqe . . . .
YT suaugeliai turi pilnai

TacCiau, kita vertus, kadangi zinoma, jog tbx5a
penetruojantj Sirdies fenotipa, neaiSku, ar aptiktas regeneracijos defektas yra
tiesioginé ar netiesioginé thx5a haplonepakankamumo pasekmé.

Norint i$siaiskinti, ar thx5a haplonepakankamumas sukelia regeneracijos
defektus Zzuvies S§irdyje, pasizymincioje normalia anatomija/ morfologija, buvo
sukurti  tbx5a""*®:tnt2a:CreER™ salyginiai kamienai. Mutacijos indukcija
besivystanc¢ios zuvies Sirdyje buvo jvykdyta inkubuojant dviejy dpf

tbx5a" " :tnnt2a:CreER™  embrionus 4-HT tirpale. Tuo tarpu mutacijos
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indukcija suaugusios Zuvies Sirdyje buvo atlikta laikant 2.5 ménesio amziaus
tbx5atpl58R/+;l‘nnt2a.‘CreERT2 ir thx5aPP PR puntda:CreERT  individus 4-HT

PP mutacija embriony ir suaugéliy Sirdyse, trijy

tirpale. Sékmingai jjungus thx5a
meénesiy amziaus sglyginiems mutantams buvo atlikta dalin¢ Sirdies skilvelio
amputacija (Poss et al., 2002). Po trisdeSimties dpa, salyginiy mutanty Sirdys buvo
iStirtos.

Nustatyta, kad penkios i§ septyniy Sirdziy, kurios buvo iSskrostos is§
tbx5a""*" tnnt2a:CreER™  7uvy, inkubuoty 4-HT embrioninéje stadijoje,
pasizyméjo sutrikusia Sirdies regeneracija (12 pav.). Pastebéty regeneracijos
defekty lygis varijavo. Trys skilveliai turéjo nezymias kolageno sankaupas

pazeidimo srityje. Dvi Sirdys pasizyméjo dideliu randu, susiformavusiu skilvelio

virsuneje.
Regeneracija mozaikinéje
Re-mutacija besivystancioje Sirdyje heterozigotinéje Sirdyje

[

Mutacija ISJUNGTA Mutacija [JUNGTA §irdyje

1

2 dieny 3 dieny 3 ménesiy Skilvelio
daliné y
4-HT Auginimas T
uginimas  Salyginis mutantas amputacija
C C <
thx5aPsR Sglyginis mutantas
tnnt2a:CreERT
thx5aPP8 - tint2a:CreERT? thxS5aPP8* - tmnt2a:Cre ERT?
(4-HT 2 d. po apvaisinimo) (4-HT 2 d. po apvaisinimo)
.." b,, ,i‘/(k')%\tl
:e
¢ iﬁ.“ 4'%{.‘ 9;
a C
DAPI RFP Raumuo Randas

12 paveikslas. tbx5a""*"";tnnt2a:CreER"™ suaugéliai, kuriuose pl58 mutacija
buvo indukuota besivystanCioje Sirdyje, 30 dpa turéjo Sirdies regeneracijos
defektus: a, d - visiSkai regeneraves Sirdies skilvelis; b, e - kolageno susikaupimai
pazeidimo vietoje; ¢, f - randas pazeidimo vietoje. Pjuviy dazymo metodai: a - ¢

DAPI, d - f Picro-Mallory.
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Aptikty fenotipy variacija gali biiti paaiSkinta Sirdziy mozaikiSkumu

I58R
revertuotos tbx35a”

mutacijos atzvilgiu (12 pav.). Regeneracijos fenotipo
pasireiSkimas mozaikiniuose skilveliuose leidzia daryti prielaida, kad tbx5a yra
reikalingas Sirdies regeneracijai. Ta&iau, kadangi tbx5a””® mutacija buvo
indukuota vystymosi metu, vis dar iSlieka tikimybé¢, jog aptikti regeneracijos
morfologiniai defektai yra netiesioginé tbx5a produkto trilkumo pasekmé.

Gauti tyrimy rezultatai parodé, kad salyginiai tbx5a""*"" :tnnt2a:CreER™

1pIS8R/ISSR 1pl58

ir thx5a stnnt2a:CreER™ mutantai, kuriuose tbx5a mutacija buvo

indukuota suaugusioje stadijoje, taip pat pasizyméjo sutrikusia Sirdies
regeneracija. Palyginti su etanolyje inkubuotais kontroliniais rbx5a””**PK;
tnt2a:CreER" individais (n = 7), kurie visiskai regeneravo dalinai amputuoto
skilvelio virsiine, 4-HT inkubuotos tbx5a™"**" :mnt2a:CreER™ Zuvys (n = 2)
turéjo nezymius regeneracijos defektus: nedidelius kolageno susikaupimus
pazeidimo srityje ir netaisyklinga skilvelio vir§iinés formg. Be to, tbx5a”"**PoK.
tnnt2a:CreER"™ individai, kurie buvo laikyti 4-HT (n = 8), nesugebéjo atstatyti i3
dalies pasalinto skilvelio virsiinés ir jy Sirdys pasiZzyméjo esminiais regeneracijos
sutrikimais: didelio rando susiformavimu pazeidimo srityje ir stipriai deformuota
skilvelio virstne (13 pav.).

Atlikta statistiné analizé (“Fisher exact test of independence”) parodé, kad
nuliné hipotezé, kuri teigia, jog Sirdies regeneracijos defektai atsiranda

nepriklausomai nuo su 4-HT pagalba indukuojamos thx5a%"*

mutacijos, gali buti
atmesta. Gauti rezultatai atskleid¢, kad etanolio (mutacija iSjungta) ir 4-HT
tirpaluose (mutacija jjungta) laikyty thx35a” **""*R thnt2a:CreER™ zuvy Sirdies
regeneracijos fenotipai patikimai skiriasi (p = 0.002). Kadangi 30 dpa Sirdies
skilvelio morfologijos skirtumai tarp kontrolinés ir eksperimentinés grupés buvo

e o I58R/ipl5SR
reik§mingi, tai reiSkia, kad tbx5a genas yra reikalingas thx5a”"""P;

mnt2a:CreER" suaugéliy Sirdies regeneracijai.
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Regeneracija mozaikinéje
heterozigotinéje/

Re-mutacija suaugusioje Sirdyje homozigotinéje Sirdyje
10 1
Mutacija ISJUNGTA Mutacija [JJUNGTA Sirdyje
2.5 ménesiy 3 ménesiy
B thx5at/7l58R/+
R;\B’ tnnt2a: CreER™? Skilvelio
daline
4-HT o
o Salyginis mutantas amputacts
thx SaiPISSRApISSR
\@ tnnt2a:CreER"?
thx5a'PSRwi3S - tnnt2a: CreERT? thx5a'P58R* - tnnt2a: CreERT? thx5a'PSRWISSR - tnnt2a:CreERT?
(ETOH 2.5 mén.) (4-HT 2.5 men.) (4-HT 2.5 mén.)

gaE, 2 % m; 3
1*\ 2 _‘ %\s&r %

Ve

Raumuo Randas Randas

13 paveikslas. Palyginti su tbx5a7"**""* -tnnt2a:CreER™  kontroliniais
individais, kurie buvo laikyti etanolio tipale, tbx5a""***"* .tnnt2a:CreER™ ir
thx5a"**" : thnt2a:CreER" 7uvys, inkubuotos 4-HT tirpale, 30 dpa turéjo Sirdies
regeneracijos defektus: a, b, ¢ - visiSkai regeneraves Sirdies skilvelis; d, e —
nezymios kolageno sankaupos pazeidimo vietoje; f, g - didelis randas pazeidimo
vietoje; d, e, g - deformuota skilvelio vir§iiné. Pjuviai buvo padazyti naudojant

Picro-Mallory metoda.

Regeneracijos tyrimai, atlikti thx5a”"*®:tnt2a:CreER™ su salyginiais
mutantais, atskleidé, kad normali thx5a geno veikla yra bitina D. rerio Sirdies
regeneraciniy mechanizmy dalis. Per tyrimus jvykdyta pirmoji saglyginés mutacijos
indukcija suaugusioje zuvyje bei jos s€kmingas panaudojimas pagrindinio Sirdies
vystymosi geno, tbx5a, vaidmeniui patikrinti regeneracijos procese padaré

reik§mingg ind¢lj  regeneracijos tyrimus stuburiniuose organizmuose.
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2.10. Naujo minimalaus #hx5a stipriklio charakterizavimas in vivo

Transkripcijos stiprikliai, cis-reguliaciniai moduliai arba genominiai
reguliaciniai elementai - tai yra DNR sekos, kurios reguliuoja laiking ir erdving
transkripcijos faktoriy raiska stuburiniy gyviiny vystymosi ir ligos metu. Zinoma,
kad mutacijos zmogaus stiprikliy sekose sukelia taip vadinamas ‘enhanceropatijas’
(Smith & Shilatifard, 2014). Pavyzdziui, Smemo ir kolegos (2012) identifikavo
vieno nukleotido polimorfizma nekoduojanciame regione, esan¢iame prie§ 7BX5
geng, kuris sukelia Sirdies defektus susijusius su Holt-Oramo sindromu. Taciau,
nepaisant svarbios medicininés reikSmés, dauguma reguliaciniy elementy iki Siol

néra atrasti.

« thx5a stiprintuvas

Sirdis

RFP+

Nhel Spel Notl BsrGl (%)

pBK4g | ' ' '

pVGl1 —
pVG12 14
pVGI3 — 3
pvGl4 ——— — 37
pVGI5 R 62

pVG16 —
pVGIS _ 6
pvG19  — 51

pVG20

pVG21 T

14 paveikslas. thx5a stipriklio fragmentai, kuriy reguliacinis aktyvumas buvo

patikrintas in vivo.

Atskiri metodai naudojami reguliaciniy elementy padéties numatymui

genome gali remtis skirtingais duomenimis: motyvu ir konservacija, reguliatoriaus
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prisijungimu, chromatino prieinamumu, histony modifikacija ir stipriklio-
promotoriaus sgveika (Shlyueva et al., 2014). Epigenetiniy Zymiy, tai yra, DNR
metilinimo viety, analizé buvo sékmingai panaudota Dr. Bal¢itino laboratorijoje
potencialiems rbx5a geno reguliaciniems elementams atrasti. Ankstesni tyrimai
atlikti Dr. BalCitino laboratorijoje atskleidé 2309 baziy pory ilgio thxSa stipriklio
seka, esanéia beveik 16 kilobaziy pory pries thx5a transkripcijos pradzios vieta. Si
seka aktyvina mRFP raiska akyje, Sirdyje ir somituose (14 pav.: pPBK48).

Norint nustatyti minimaliag DNR seka, veikiancig kaip Sirdziai specifinis
stipriklis, anksCiau atrastas tbx5a reguliacinis regionas buvo padalintas |
mazesnius fragmentus. Atskiri fragmentai buvo klonuoti prie§ minimaly heatshock
(hst) promotoriy ir mRFP seka | stiprikliy testavimo vektoriy, (14 pav.). Sukurtos
desimt plazmidziy buvo mikroinjekuotos i laukinio tipo zuvies embrionus (n =

741). I8 viso, 77.3 % trijy dpf lervy (n = 474) pasizyméjo mRFP raiska.

15 paveikslas. mRFP raiska trijy dpf D. rerio lervose, kurios buvo
mikroinjekuotos su pBK48 (2309 bp tbxSa stipriklio seka) arba pVG21 (177 bp
thx5a stipriklio seka). Geltonoji rodyklé nurodo Sirdziai specifing mRFP raiska.

Baltoji rodyklé nurodo mRFP raiSka somituose arba akyje.

Daugiausiai FO embriony su mRFP-teigiama Sirdimi (91 %) buvo gauta

mikroinjekuojant pVG20 plazmide (14 pav). Taciau mRFP raiska pasizyméjo ne
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tik Sirdis, bet ir somitai. Embrionams, mikroinjekuotiems su pVG21 plazmide,
buvo budinga Sirdziai specifiné mRFP raiSkam (15 pav). mRFP fluorescencija taip
pat buvo aptikta akies leSiuke. Tai galéty buiti Ast minimalaus promotoriaus
“nutekeéjimo” padarinys, kadangi zZinoma, jog embrionai, injekuoti su kontroline
stiprikliy testavimo konstrukcija, irgi pasizymi mRFP raiska akies l¢Siuke. Taigi
buvo nustatyta, kad 177 bp thx5a stipriklio regionas pVG21 plazmid¢je yra
uztenkamas mRFP raiskos aktyvinimui trijy dpf lervy Sirdyje (15 pav.).

Sekan¢ios pVG21 kartos embriony analizé patvirtino preliminarius
mikroinjekcijy rezultatus. Nustatyta, kad F1 lervos su minimaliu thx35a stiprikliu
pasizymi mRFP raiska Sirdyje. Svarbu paminéti, jog mRFP fluorescencija Sirdies
skilvelyje buvo zymiai ryskesné negu priesSirdyje (n = 89) (16 pav). Panasus mRFP
raiSkos pasiskirstymas buvo aptiktas suaugusiyjy pVG21 F1 zuvy Sirdyse (n = 3)
(17 pav).

pVG2LF1l. = Skilvélis

16 paveikslas. Minimalus §irdziai specifinis tbx5a stipriklis aktyvina mRFP raiska
besivystanc¢ios zuvies Sirdyje. Geltonoji rodyklé nurodo skilveliui specifing mRFP
raiSkg. Kadangi mRFP raiska priesirdyje buvo vos pastebima, ji nebuvo uzfiksuota

nuotraukoje.

Pastebétina, kad identifikuotas minimalus thx5a reguliacinis elementas turi
24 bp genominj regiong, kuris yra konservatyvus tarp zuvy. Kai potencialus Sox-5,
Gata-1 ir/ arba Pbx1 transkripcijos faktoriy prisijungimo motyvas, lokalizuotas
konservatyviame regione, buvo mutuotas panaudojus CRISPR/Cas9 sistema (Burg

et al., 2016), mRFP raiska besivystancioje F1 embriony Sirdyje Zymiai sumazgéjo.
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Tai leidzia manyti, jog identifikuota seka gali turéti svarby vaidmen;j thx5a geno

reguliacijai Sirdies vystymosi metu.

Arterinis

Arterinis Arterinis ~g
gumbas

gumbas gumbas
Priesirdis Priesirdis

N N

7

Priesirdis

pVG21 F1

pVG21 F1 AN pVG21 F1
Individas 3 Skilvelis

Individas 1 Skilvelis Jl Individas 2 Skilvelis

17 paveikslas. Minimalus Sirdziai specifinis thx5a stipriklis aktyvina mRFP raiska
suaugusios zuvies Sirdyje. Geltonosios rodyklés nurodo mRFP raiska skilvelyje.
Silpnesné mRFP raiska buvo aptikta prieSirdyje. Nuotraukose matoma mRFP

fluorescencija arteriniame gumbe yra autofluorescencija, kurios Saltinis yra

kraujas.
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ISvados

. Sesi inserciniai kamienai buvo sékmingai charakterizuoti naudojant aPGR
ir 5’RACE metodus. Geny gaudyklés integracijos buvo aptiktos SesSiuose
skirtinguose genuose: flilb, pdlim7, smndcl, ENSDART00000112671,
ENSDART00000114996, ir ENSDART00000111400.

/50 - . v
PP% insercinése zuvyse vyksta

. Nustatyta, kad kraujagysliy regeneracija flilb
normaliai. Pastebétas GFP raiskos lygio padidéjimas kraujagyslése ir kai
kuriose kraujo lastelése 7 dpa leidzia daryti prielaida, kad fIli/b galéty buti
reikalingas kraujagysliy regeneracijai, bet §io geno vaidmuo tikriausiai yra
kompensuojamas jo paralogo, flila.

. Atskleista, kad -3.3nkx2.5 ir -6.1nkx2.5 promotoriaus regionai turi Sirdziai
specifiniy stiprikliy, kurie gali aktyvinti reporterio raiska 3 dpf lervose per
normaly Zzuvies Sirdies vystymasi. Taciau, abu nkx2.5 fragmentai negali biti
naudojami kaip Sirdies specifiniai promotoriai Cre rekombinazés raiskai,
nes jie taip pat salygoja ektoping mRFP raiska kituose audiniuose: akyje,
smegenyse, ir Ziauniniuose lankuose.

. Nustatyta, kad vis¢iuko B-globino insuliacinés sekos neapsaugo -3.3nkx2.5:
RFP/INS ir -6.1nkx2.5:RFP/INS transgeny nuo chromosominés pozicijos
efekto D. rerio genome normalios kardiogenezés metu. To rezultatas,
embrionai turintys transgeno integracija toje pacioje arba skirtingose
genomo vietose pasizymi varijuojan¢iu mRFP raiskos pasiskirstymu,
intensyvumu ir margumu.

. thx5a""* :tnnt2a:CreER™  embriony ir suaugéliy inkubavimas 4-
hidroksitamoksifeno tirpale indukuoja rekombinacijg tarp lox71 ir lox66
saity, apver¢ia mutagenine kasete, ir salygoja sékminga thx5a”"** lokuso
re-mutacijg specifiskai Sirdyje. Be to, pirmg karta buvo parodyta, kad “loss
of function” mutacija gali biti indukuota ne tik embrionuose, bet ir

suaugusioje zuvyje.
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6. thx5a""* :tnnt2a:CreER™ salyginiai mutantai, kuriy $irdys yra mozaikinés
tbx5a"PR PR - px 5P i hx5aPYPPY kardiomiocity atzvilgiu,
pasizymi esminiais regeneracijos sutrikimais: dideliu randu ir deformuota
skilvelio vir§iine. Aptikti Sirdies regeneracijos defektai parodo, kad tbx5a
vaidina esminj vaidmenj zZuvies Sirdies regeneracijos procese.

7. Minimalus 177 bp tbx5a stipriklis, kuris yra lokalizuotas mazdaug 16
kilobaziy pory prie§ tbx5a gena, aktyvina Sirdies specifing mRFP raiska
besivystancioje ir suaugusioje Zuvyje. Nustatytas tbxS5a stipriklio
aktyvumas leidzia manyti, kad S$i reguliatoriné¢ seka gali turéti vaidmenj
thx5a geno reguliacijojai per kardiogeneze, homeostazg bei Sirdies

regeneracija.
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Santrauka (Angly kalba)

In the last two decades zebrafish became an important model system to
study cellular and molecular events underlying normal formation of the vertebrate
heart. Zebrafish embryos provide a unique combination of advantages (ex utero
development, large number of progeny, optical transparency of embryos, ability of
embryos to obtain oxygen by a mean of passive diffusion and survive for some
time in the absence of functional heart) that are important for an investigation of
cardiogenesis process.

Zebrafish heart development proceeds extremely fast. At 20 hours post
fertilization (hpf) individual cardiomyocytes begin to contract, and at 22 hpf the
regular heart beating is observed. The blood circulation is being detected from 24
hpf. Importantly, at 2 days post fertilization (dpf) zebrafish developing heart is
comparable to 12 days post coitum (dpc) mouse embryonic heart as well as 35
days human embryonic heart.

For a long time heart regeneration studies were limited due to the lack of a
good model system. In 2002, Poss and colleagues have demonstrated that
zebrafish is able to regenerate a partially amputated ventricle. However, the lack
of adult zebrafish conditional mutants still remains an important disadvantage of
the system, and complicates the analysis of a function of the developmentally

essential genes during regeneration.
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The main goal of this research project was to investigate heart regeneration

?5% allele that was expected to be fully

mechanisms using an insertional tbx5a
conditional, and use it to test a role of thx5a during zebrafish heart regeneration.
The tpl/58 mutation was previously generated in dr. Balcitinas laboratory via
random integration of a Gal4-based genetrap, Switchblade 1, into the second

tpl58

intron of thx5a gene. As a result, Tbx5a protein in thx5a”° mutants is truncated

after first 48 amino acids and fused with Gal4-VP16. Since the protein produced

5% is expected to be a null

lacks a conserved T-box DNA binding domain, tbx5a
allele.

Thx5 is one of the earliest cardiac transcription factors, and is essential for
proper development of the heart and upper limbs in vertebrates. In humans,
mutations in 7BX3 result in an autosomal dominant disorder, Holt-Oram Syndrom.
A phenotypic analysis of tbx54""% line revealed that rbx54""%" exhibit fully
penetrant haploinsufficient phenotype. Embryos have reduced pectoral fins, while
adults lack pectoral fins and display morphological heart defects such as an
enlarged atrium and misshaped ventricle. According to the genotyping results,
thx5a"%"">® show fully penetrant lethal phenotype. All embryos have linear heart,
lack pectoral fins, and die at 6 — 7 dpf. Importantly, it was found that /58
mutation can be partially rescued by tbx5a BAC.

Several recent in vitro and in vivo studies published suggest that thx5a may
also be a key player during zebrafish heart regeneration. At the beginning of the

PBY* adults fail to regenerate a partially

project it was uncovered that tbx5a
amputated ventricle. However, it was not clear if the observed phenotype is a
direct or indirect consequence of thx5a deficiency. Therefore, a conditional system
was established. First, a mutagenic cassette in thx5a”"® line was successfully
reverted with Flp® recombinase. Second, a heart-specific CreER™ driver for
conditional re-mutation of tbx35a”"® locus specifically in the cardiac tissue was

used.
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In order to create an early heart-specific CreER"* driver, two genomic
regions upstream of nkx2.5 gene were tested. It was found that both -3.3nkx2.5 and
-6.Inkx2.5 fragments contain heart-specific enhancers. However, none of the
regions tested exhibited mRFP expression restricted to the heart. Therefore, an
alternative CreER"? driver, mnt2a:CreER", previously generated in dr. BalGifinas
laboratory, was tested for specificity.

Since tnt2a:CreER™ line was found to be a strong and non-leaky heart-
specific CreER'? driver, it was used to establish tbx5a”" " :tnt2a:CreER™ and
tbx5a"P PP pnt2a:CreER™  lines. Upon  treatment of  thx5a?”***;
tnt2a:CreER” embryos with 4-HT, the thx5a”"*® locus was successfully re-
mutated specifically in the embryonic heart. Similarly, an incubation of
tbx5atpl58R/+;l‘nnt2a.‘CreERT2 and thx5q"P8%P 158R; tnnt2a:CreER™ adults in 4-HT
solution resulted in a re-mutation of thx35a”"** locus specifically in the adult heart.
Importantly, the first conditional induction of a loss of function mutation in the
adult zebrafish was demonstrated.

Cardiac regeneration experiments performed in tbx35a”"**; tnnt2a:CreER™
conditional mutants revealed that thx5a is critical for normal regeneration of
partially amputated zebrafish ventricle. It was found that hearts mosaic for
tbx5a""*®" and tbx54"""" cardiac cells undergo normal development, but show
regeneration defects varying from minor collagen deposition to severe scar
formation. Meanwhile, hearts mosaic for bx5aP *FPPR  ihy5qPPR P and
tbx5a""¥"""% cardiomyocytes exhibit severe regeneration phenotypes such as a
significant scar and misshaped ventricle.

Genes mutated in six new insertional genetrap mutant lines were identified.
The gene trap integrations were detected in six different genes: flilb, pdlim?7,
smndcl, ENSDART00000112671, ENSDART00000114996, and ENSDART00000
111400. One of the identified gene trap lines (f1i/5”"") that has a mutation in fli/h
gene was found to undergo normal regeneration of vascular system. Interestingly,

the observed regrowth proceeded unevenly, but, finally, the regenerated tail
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appeared normal. Importantly, the fact that GFP driven by a gene trapped f1i1b*""

allele was overexpressed in the blood vessels and some circulating cells at 7 dpa
suggests that fli/b might be important for regeneration of vascular system, but it’s

role is most likely compensated by it’s paralog flila.
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