TARTU ULIKOOL
LOODUS- JA TEHNOLOOGIATEADUSKOND
MOLEKULAAR- JA RAKUBIOLOOGIA INSTITUUT

RAKUBIOLOOGIA OPPETOOL

Kadri Valter

Hepatotsutide ja biliaarse ststeemi rakkude vaheline transdiferentseerumine maksa

regeneratsioonis

Magistritdo

Juhendaja:

PhD Viljar Jaks

TARTU 2014



SISUKORD

SISUKORD ...t n et e st ne e e e e e neennr e e nneennne s 2
KASUTATUD LUHENDID .....cocvitiiiiececte ettt 4
SISSEJUHATUS ..ttt r e e ne e e e ne e nn e e nneeanne s 6
1. KIRJANDUSE ULEVAADE ..ottt n sttt an e, 7
1.1. MaKkSa UlAISEIOOMUSTUS .....c..oiviiiiiiiiiiiiie et 7
1.1.1. MaKSa UIESENITUS .....cvieeiiieiieee s 7
1.1.1.1. Maksa rakutlibid ..o 8

1.1.2. MaKSa OFQANOGENEES. ......ueeeeireerieeterieesteesteaseesteetesseesseasseaseesseaseessesssesnsessesssesssessens 10
1.1.3. Maksa poStNataalng @reNg........cccueruererieerienie et 13
1.1.4. Maksa FUNKESIOONIT .......c.ooiiiiiiiciicr s 13

1.2. MaKSa rEgENEIALSIO0ON ......ccuveveeieeteesieeiesteesieetesteesteeaesreesteeseesseesseeneesseesseeseeaseesseeneensens 14
1.2.1. Maksa regeneratsioon NnormaaltingimuSEES ............ccovveereiiieniiiesee e 14
1.2.1.1. Maksa taiskasvanud tUVIrakud...........cccooeiiriiiniiicee e, 16

1.2.2. Maksa regeneratsioon Kahjustuse KOrral............cccooeiveieiieniecie e 17
1.2.2.1. Maksa regeneratsioon vastuseks osalisele maksakoe eemaldamisele............. 20
1.2.2.2. Maksa regeneratsioon vastuseks keemilisele kahjustusele.............ccccoevennne. 21
1.2.2.3. Maksa regeneratiivne vastus sapijuha sulgemisele ...........ccccooeviniininnnnn 22
1.2.2.4. Maksa regeneratsioon sapiteede kahjustuse Korral............ccccocevvevviininennnnne 22

2. EKSPERIMENTAALOSA ..t 24
2 O oo T =TT 0 =T | o TSR ORPR 24
2.2. Materjal Ja MetOOTIKa. ........ccoiiiiiiieiieee e s 25



2.2.1. Kasutatud hiireliinid, praimerid ja antikehad ............ccccocvvviiieniiiieiecce e 25

2.2.2. Hiirte genotUpPISEEITMINE ......oieiiiieieiie ettt s enes 26
2.2.3. Eksperimendi [ADIVIIMINE.........ccoooiiiiiii s 27
2.2.4. ImmunofluorestsentSanallils ...........covreriirenesee s 29
2.3, TUIBIMUSE ...ttt r et 31
2.3.1. Sapiteede rakkude jarglaskonna jalgimine K19°¢*/TOM™ genotiilibiga hiirtel......31
2.3.1.1. K19°**/TOM™ genotiilbiga hiirte maksa homoostaas..............cccccevevrerrernnnen, 31

2.3.1.2. K19°¢*/TOM" genotiiiibiga hiirte maksa regeneratsioon kahjustuse korral ...34
2.3.2. Parenhliimirakkude jarglaskonna jalgimine TTR®®*/TOM™ genotiilbiga hiirtel...38
2.3.2.1. TTR***/TOM™ genotiiibiga hiirte maksa homostaas .............ccccceevvrverrernanen, 38

2.3.2.2. TTR***/TOM™ genotiiibiga hiirte maksa regeneratsioon kahjustuse korral ...41

N V1 (= [ OSSPSR 43
KOKKUVOTE ..ottt 49
SUMMARY ...ooooieieieeeeseessesies s sess s s s es s sennios 51
KASUTATUD KIRJANDUS .....oooviriieinseieiesessiesessiessssssessessses s asssssssssassssssssssssssssnssnsens 53
KASUTATUD VEEBIAADRESSID .......oooeveieveeeieeisseeesesiesseessssssseessesssesssessessssssssssnnens 66
TANUSONAD ....ooviitiieieie ettt 67
LISAD ..ottt 68
LIHTLITSENTS oottt ss st s s nnsnssnens 72



KASUTATUD LUHENDID

AAV - adeno-associated virus, adeno-assotsieerunud viirus

AFP — a-fetoprotein, alfafetoproteiin

BDL - bile duct ligation, sapiteede sulgemine

BrdU — bromodeoxyuridine, bromodesoksuuridiin

CAR - constitutive androstane receptor, konstitutiivne androstaani retseptor
CD - cluster of differentiation, diferentseerumise klaster

Cre — causes recombination, pohjustab rekombinatsiooni

DAPI - 4',6-diamidino-2-phenylindole, 4', 6- diamidiino-2-fenutlindool

DDC - 3,5-diethoxycarbonyl-1,4-dihydrocollidine,  3,5-dietokslkarbontiil-1,4-dihidro-
kollidiin

Dex — dexamethasone, deksametasoon

E — embryonic day, embriionaalne paev

EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid, ettitileendiamiintetraatseethape

EGF - epidermal growth factor, epidermaalne kasvufaktor

EpCAM - Epithelial Cell Adhesion Molecule, epiteeliraku adhesioonimolekul

ERT - estrogen receptor truncated, lihendatud 6strogeeni retseptor

FACS - fluorescence-activated cell sorting, fluorestsents-aktiveeritud rakkude sorteerimine

FCAT - Federative Committee on Anatomical Terminology, Anatoomilise Terminoloogia
Foderatiivne Komitee

FGF — fibroblast growth factor, fibroblasti kasvufaktor

Hes-1 — hairy and enhancer of split-1, karvane ja split 1 vGimendaja

HGF — hepatocyte growth factor, hepatotsuldi kasvufaktor

HNF4a — hepatocyte nuclear factor 4 alpha, hepatotsiitidi tuumafaktor 4 alfa

IL-6 — interleukin 6, interleukiin 6

K19 — keratin 19, keratiin 19

LPS — lipopolysaccharide, lipopollsahhariid

NF-kB — nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, tuumafaktor kappa B

NK — natural killer, loomulik tappur



OC1 - inglise keeles Onecut-1

OSM - Oncostatin M, onkostatiin M

PBS - phosphate buffered saline, fosfaadiga puhverdatud soolalahus

PCR - polymerase chain reaction, poliimeraasi ahelreaktsioon

PFA - paraformaldehyde, paraformaldehtd

PH — partial hepatectomy, osaline hepatektoomia

PXR — pregnane X receptor, pregnaan X-retseptor

Sd - scalloped, laineline

Sox9 — SRY (sex determining region Y)-box 9, sugu méadrava regiooniga Y seotud piirkond 9

STAT3 - signal transducer and activator of transcription 3, signaali vastuvdtja ja
transkriptsiooni aktivaator 3

STM - septum transversum mesenchyme, mesenhiimi transversaalne septum
TGFp - transforming growth factor beta, transformeeriv kasvufaktor beeta
TNFa — tumor necrosis factor alpha, kasvaja nekroosi faktor alfa

TTR — transports thyroxine and retinol, transpordib tlroksiini ja retinooli

Wnt — kombinatsioon int ja Wg geeni nimedest, mis on seotud Wingless integratsiooni
piirkonnaga

YAP - Yes-associated proteiin, Yes-seotud valk



SISSEJUHATUS

Maksa iseloomustab suur regeneratsioonivéime, mida v@imaldavaid mehhanisme on pikalt
uuritud, kuid regeneratsiooni tdieliku protsessi ei ole veel suudetud kirjeldada. Algselt arvati,
et maksa uuenemine toimub klassikalise tlvirakkude mudeli alusel, kus koespetsiifilised
taiskasvanud tlvirakud jagunevad ja diferentseeruvad spetsialiseerunud rakkudeks. Uuringute
tulemusena on aga leitud, et maksa homdostaasi eest vastutavad diferentseerunud ning
jagunemisvdimelised hepatotsulidid ja sapiteede rakud. Samas maksa tdiskasvanud
tvirakkude olemasolu pole suudetud veel tuvastada, kuid arvatakse, et potentsiaalsed
taiskasvanud tlvirakud véivad paikneda sapiteede piirkonnas. (Alison jt, 1996; Dan ja Yeoh,
2008; Isse jt, 2013; Schmelzer jt, 2006; Theise jt, 1999; Yovchev jt, 2008)

Maksa tlivirakkude tuvastamiseks on kasutatud erinevaid meetodeid, kuid seni ei ole need
pohjalikku tulemust andnud ja seetbttu on ka ebaselge tuvirakkude roll maksa
regeneratsioonis. Tuvirakkude aktiveerimiseks ja diferentseeruma suunamiseks on kasutatud
erinevaid maksakahjustuse meetodeid, mis vdimaldavad uurida kahjustatud maksa
regeneratsiooni. Samas on erinevate meetoditega saadud tulemused vastuolulised ja voib
arvata, et olemasolevad meetodid on puudulikud. Rakkude tapsemaks identifitseerimiseks ja
maksa regeneratsioonis osalevate rakkude uurimiseks oleks parem kasutada néiteks tépselt
madratud identiteediga rakkude ja nende jarglaskonna geneetilist méargistamist (ingl lineage
tracing) vdimaldavaid meetodeid. (Carpentier jt, 2011; Espanol-Suner jt, 2012; Furuyama jt,
2011; Huch jt, 2013; Isse jt, 2013; lverson jt, 2011; Malato jt, 2011; Tarlow jt, 2014).

Teema pohjalikumaks késitlemiseks antakse ké&esoleva t66 Kirjanduse osas Ulevaade maksa
Ulesehitusest, arengust ja funktsioonidest. Samuti kasitletakse seniseid teadmisi maksa
regeneratsioonist normaaltingimustel ja ka kahjustuse korral. TO6 eksperimentaalse osa
eesmargiks oli uurida maksa homoostaasis ja kahjustatud maksa regeneratsioonis osalevaid
rakke. Selleks kasutati loommudelina hiiri, kellel oli v@imalik sapiteede ja hepatotsultide
jarglaskonda jalgida, seda nii ajas kui ka erinevate maksakahjustuste korral. Kéesolev t66 on
osa suuremast projektist, mille eesmargiks on uurida maksa tivirakkude rolli ja regulatsiooni
maksa regeneratsioonis ning maksakasvajate tekkel. Regeneratsiooni eest vastutavate rakkude
defineerimine aitaks valja t6otada uusi meetodeid krooniliste maksahaiguste raviks ja

arendada rakupdhist teraapiat erinevatele maksakahjustustele.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. Maksa uldiseloomustus

1.1.1. Maksa ulesehitus

Maks on selgroogsete loomade suurim siseorgan, mis paikneb kdhuddne tlemises paremas
neljandikus diafragma all. Antud organ on punakaspruuni vérvusega ja koosneb neljast eri
suuruse ja kujuga sagarast, mida nimetatakse parem-, vasak-, ruut- ja sabasagaraks. Maksa on
vOimalik kirjeldada, l&htudes morfoloogilisest-, funktsionaalsest- voi individuaalsest
anatoomiast. Morfoloogiline anatoomia pohineb maksa vélisel ehitusel ja ei arvesta maksa
sisemisi veresooni, sapiteede kanaleid ega nende asetust. Funktsionaalse anatoomia alusel
jaguneb maks aga arengult, funktsioonilt ja Kirurgiliselt eraldatavatesse segmentidesse, mis
pbhinevad portaalveeni, maksaarterite ja sapijuhade paiknemisel. Funktsionaalset anatoomiat
kirjeldav FCAT (ingl Federative Committee on Anatomical Terminology) terminoloogia on
kasutusel alates 1998. aastast, kuid alguse sai see juba 1898. aastal J. Cantlie eeskujul.
Individuaalse anatoomia korral vdetakse arvesse konkreetse organismi eripérasid. (Abdalla jt,
2002; Strasberg, 1997; Whitmore, 1999)

Maksa morfoloogilisest anatoomiast lahtudes jaotab eesmiselt asetsev Umarside selle
paremaks ja vasakuks sagaraks, mis on uhtlasi ka kbige suuremad sagarad. Kaks lisasagarat,
saba- ja ruutsagar, on palju véaiksemad ja paiknevad maksa sisemisel pinnal. Sabasagar ulatub
ule parema sagara tagumise kilje ja Gmbritseb alumist 66nesveeni ning ruutsagar on parema

sagara tagumisel kiljel sapipdie Umber. (Joonis 1) (Bismuth jt, 1992)
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Joonis 1. Maksa valine morfoloogia. R — parem, L — vasak, S — peapoolne, | — sabapoolne,
P — tagumine, A — eesmine. (A) Maksa eesmise poole morfoloogia. (B) Maksa sisemise
poole morfoloogia. Modifitseeritud (Patton ja Thibodeau, 2009).



Funktsionaalse anatoomia korral on maksasagara véikseimaks Uksuseks sagarik, mille
moodustavad keskel paiknev tsentraalveen ning selle imber kuusnurkselt paiknevad
portaalveenide ja maksaarterite paarid (Joonis 2). Portaalveenid kannavad pornast ja
seedetraktist parit venoosset verd ja maksaarterid aordist lahtuvat arteriaalset verd. Veresooni
ja tsentraalveeni ihendavad omakorda rohked sinusoidid, mis tagavad sagarikes ainevahetuse.
Parast kapillaaride labimist koondub veri tsentraalveenidesse, mis I6puks liituvad (htseks
maksaveeniks ning veri suunatakse maksast valja. (Bioulac-Sage jt, 1992). Eelpool
Kirjeldatud maksa anatoomiline (lesehitus on iseloomulik nii inimesele kui ka teistele

selgroogsetele, kuid voib liigiti veidi varieeruda (Strasberg, 1997; Whitmore, 1999).

sinusoid

tsentraalveenid

maksarakkude
plaadid

Joonis 2. Maksasagariku ehitus. Mustad nooled kujutavad vere liikumise suunda ja
kollased sapi litkumise suunda. Modifitseeritud (Patton ja Thibodeau, 2009).

1.1.1.1. Maksa rakuttubid

Maksasagariku moodustavad rakutliibid jagatakse kaheks: parenhiimi ja mitteparenhtimi
rakud. Parenhiumi rakud on peamised maksa ehituslikud rakud ehk hepatotsitidid ning
mitteparenhtuimi rakud on Kupfferi, taht-, sapiteid ning sinusoide moodustavad rakud. (Mall,
1906). Parenhtumi hepatotsiitidid on korgelt diferentseerunud ja vahejagunevad peamisi
maksa funktsioone tditvad rakud. Rakkude suuruseks on 30 pum x 20 um ning morfoloogiliselt
on tegemist hulknurksete epiteelirakkudega. Hepatotsudtide tuum on Umar ja varieeruva
suurusega ning leidub ka kahetuumalisi rakke. Maksarakkudele on iseloomulik ka
therakukihiliste ja sinusoididega eraldatud maksaplaatide moodustamine (Joonis 2). (Bioulac-
Sage jt, 1992; Celton-Morizur jt, 2010; Fausto, 2000; Steer, 1995)



Maksarakkude plasmamembraani ja vere vahelist ainevahetust vahendab perisinusoidaalne
vereplasmat sisaldav ala ehk Disse vahe, mis vdimaldab hepatotsiitide basaalpinnal
paiknevatel mikrohattudel absorbeerida vereplasmast metaboliite ja toksiine (Joonis 3). Lisaks
vereplasmale on perisinusoidaalses piirkonnas ka maksa tahtrakud ehk Ito rakud, mis
sisaldavad rasva ja rasvlahustuvaid vitamiine (nt vitamiin A) ning toodavad ekstratsellulaarset
maatriksit ja kollageeni (Joonis 3). (Bioulac-Sage jt, 1992). Sinusoide moodustavad omakorda
endoteeli rakud, mis on dhukesed ja sisaldavad palju pinotsutootilisi vesiikuleid (Gendrault jt,
1988). Endoteeli rakkude vahel ja sinusoidses luumenis paiknevad Kupfferi rakud (Joonis 3),
mis on oma olemuselt makrofaagid. Nende (ilesandeks on &ra tunda ja lagundada sinusoide
labivaid vanu eritrotsulte ja seega on Kupfferi rakud ka osa retikuloendoteliaalstisteemist.
(Bioulac-Sage jt, 1992; Gendrault jt, 1988; Jones ja Summerfield, 1988)
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Joonis 3. Maksas rakutiiiibid ja nende paiknemine. Mustad nooled kujutavad vere ja sapi
liilkumise suunda. Modifitseeritud (Frevert jt, 2005).

Vaikeseid sinusoididega paralleelselt paiknevaid ja sappi koguvaid juhasid nimetatakse
sapikanaliteks (Joonis 2; Joonis 3). Hepatotsultide apikaalselt pinnalt kanalitesse
sekreteeritava sapi liikumise suund on aga vastupidine sinusoidides liikuva vere suunale.
Eritatud sapp suunatakse labi sapiteede epiteeli- ja maksarakkudest koosneva Heringi kanali
ning seejarel liigub see sapiteede epiteeli rakkudest moodustunud sapijuhasse. Sagariku
adrealal paiknev sapijuha on omakorda paralleelne portaalveeni ja maksaarteriga ning vastav
veresoonte paar koos sapijuhaga moodustab portaalala ehk maksatriaadi (Joonis 3). Kuna
vaikesed sappi koguvad kanalid Uhinevad sapijuhadeks ja need omakorda suureks
maksajuhaks, siis moodustub sapiteedest haruline puud meenutav struktuur. (Bioulac-Sage jt,
1992; Saxena ja Theise, 2004)



Uheks maksa sapiteede epiteeli rakke iseloomustavaks markeriks on 40 kDa molekulmassiga
keratiin 19 (K19, ingl keratin 19), mis on epiteelirakkude struktuurse terviklikkuse eest
vastutav intermediaalne filament. K19 on happelistest valkudest koosnev tulp | keratiin, mis
moodustub heterotulpilistest tutp I ja tlup 11 keratiini paaride ahelatest. (Moll jt, 2008; Moll
jt, 1982; Zatloukal jt, 2004; Van Eyken ja Desmet, 1993). VOrreldes teiste sapiteede
markeritega, mis leiduvad ainult sapiteede epiteeli rakkudes, on K19 ekspressiooni tuvastatud
ka vaiksemate sapiteede harude ja ka Heringi kanali rakkudes. Samuti on selle ekspressiooni
leitud loote maksa hepatoblastidest, kuid mitte téiskasvanud organismi maksarakkudest.
Nende iseloomulike omaduste tdttu arvatakse, et K19 ekspresseerivad rakud vdivad olla ka
maksa tlvirakud. (Paku jt, 2005; Van Eyken jt, 1988)

Tdaiskasvanud ja ka loote maksarakkudele on iseloomulik verre sekreteeritava 55 kDa
molekulmassiga homotetrameeri transtiretiini (TTR, ingl transports thyroxine and retinol)
slintees. Tetrameeri monomeerid koosnevad 127 aminohappest ja moodustavad palju beeta-
leht struktuure. Verre sekreteerituna seondub homotetrameer retinooli (vitamiin A) siduvate
valkude ja kilpnddrme hormooni tiroksiiniga (T4). TTRi on kutsutud ka prealbumiiniks, sest
elektroforeesigeelil liigub transtlretiin Kiiremini kui vereseerumi valk albumiin. (Blake ja
Oatley, 1977; Dickson jt, 1982; Foss jt, 2005; Ingbar, 1963; Kanai jt, 1968; Raz ja Goodman,
1969; Soprano jt, 1986). Hepatotsudtidele iseloomulik TTR valgu siintees on tagatud maksale
ainuomaste transkriptsioonifaktoritega (nt HNF, ingl hepatocyte nuclear factor), mis
puuduvad pea kdigis teistes loote voi taiskasvanud organismi rakuttiiipides (Costa ja Grayson,
1991, Soprano jt, 1986).

1.1.2. Maksa organogenees

Loommudelite uuringutes on tuvastatud, et hepatogenees on evolutsiooniliselt korgelt
konserveerunud ning soltub embriionaalse endodermi ja mesodermi vastastikustest
interaktsioonidest. Selle tulemusena arenevad embriionaalsest mesodermist tahtrakud,
Kupfferi rakud ja veresooned. Endodermist saavad aga alguse maksa peamise rakumassi
moodustavad hepatotstiudid ja sapiteede rakud. Embriio gastrulatsioonis tekib endodermaalne
looteleht, millest moodustub Urgsool, mis jaotatakse omakorda ees-, kesk- ja tagasoole
piirkonnaks. Embrionaalse maksa areng algab eessoole epiteeli véljasopistusest ehk
divertiikulist, mille eesmisest osast areneb maks ja sapiteed ning tagumisest osast sapipdis ja
maksavélised sapijuhad. (Joonis 4) (Zaret, 2008; Zhao ja Duncan, 2005; Zorn, 2008;
Tremblay ja Zaret, 2005)
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Joonis 4. Maksa rakutttpide pdlvnemine embrionaalse arengu kéigus. Punase tekstiga

on vélja toodud maksa ja sapiteede rakkude areng alates endodermist kuni funktsionaalsete
rakkudeni. Modifitseeritud (Zorn, 2008).

Valjasopistunud ja paksenenud ventraalse eessoole rakke, ehk tulevasi maksa ja sapiteede
rakke, nimetatakse hepatoblastideks. Antud rakud tungivad STMi (Id septum transversum
mesenchyme) ja moodustavad Kiirelt kasvava maksapunga, mille vaskulariseerivad ning
koloniseerivad hematopoeetilised rakud. Maksapunga hepatoblastid on bipotentsiaalsed ehk
parenhiimis paiknevatest rakkudest saavad hepatotsiilidid ja portaalveenide laheduses

paiknevad rakud diferentseeruvad sapiteede epiteeli rakkudeks. (Joonis 5) (Houssaint, 1980;
Lemaigre, 2003; Shiojiri, 1984; Zorn, 2008)

E7 E8 E9 E10 E15  pérast stindi
endodermi spetsifikatsioon " maksapunga maksa l&plik are'ng
teke e kasv

divertiikul
endodermi muutumine

diferentseerumine
Joonis 5. Hiire (Id mus musculus) maksa arenguetapid. Kollane t&histab endodermi,
punane maksa, roheline sapiplit ja E embriionaalset pdeva. Gastrulatsioonis moodustub
endoderm (E7), millest areneb trgsool ees- (es), kesk- (ks) ja tagasoole (ts) piirkonnaga (E8).
Seejdrel toimub eessoole endodermi véljasopistumine (md) (E9) ja tekib maksapung (mp)
(E10). Sellele

jargneb maksa kasvamine ning hepatoblastide diferentseerumine
hepatotsuittideks ja sapiteede rakkudeks. Maksa téielik areng I0ppeb alles parast sindi.
Modifitseeritud (Zorn, 2008).
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Algselt ekspresseerivad hepatoblastid markereid, mis on iseloomulikud nii téiskasvanud
hepatotsuttidele (albumiin; HNF4a), sapiteede epiteelile (K19) kui ka véhediferentseerunud
rakkudele (AFP, ingl o-fetoprotein). Periportaalses mesenhulimis siinteesitavate TGFB (ingl
transforming growth factor beta) ja Wnt signaalide toimel hakkavad aga kilgnevates
hepatoblastides ekspresseeruma transkriptsioonifaktorid OC1 (ingl Onecut-1), OC2 ja
HNF1B, mis suunavad rakke arenema sapiteede epiteeli rakkudeks. Mesenhimaalsed
signaalid on Kka represseerivad, takistades hepatoblastides maksarakkudele omaste
transkriptsioonifaktorite (HNF) sinteesi, et seeldbi takistada rakkude diferentseerumist
hepatotstittideks. Nende mesenhliimaalsete signaalide tulemusena tekib periportaalsetest
hepatoblastidest kdigepealt ihe- ja seejarel kahekihiline sapiteede eellasrakkude kiht (Joonis
6). Kahekihilise epiteelirakkude kihi I6henemisel moodustuvad sapijuhasid meenutavad
torujad struktuurid. Seejérel liigub mesenhilm tekkinud sapijuhade Umber ning Ulejdénud
sapiteede eellasrakud regresseeruvad apoptootiliselt. (Joonis 6) (Clotman jt, 2005; Houssaint,
1980; Hussain jt, 2004; Lemaigre, 2003; Medlock ja Haar, 1983; Sergi jt, 2000; Shiojiri,
1984; Shiojiri jt, 2004; Zorn, 2008)

Samal ajal aga suureneb hepatoblastides, mis ei puutu kokku sapiteede epiteeli arengut
toetavate signaalidega, hepatogeensete faktorite ekspressioon. Maksarakkude arengut toetavad
ka hematopoeetilistest rakkudest ja mesenhutmist parit OSM (ingl Oncostatin M), Dex (ingl
dexamethasone), HGF (ingl hepatocyte growth factor) ja Wnt signaalid. Nende koostoimel
tekib rakkudel hepatotsudtidele iseloomulik epiteliaalne morfoloogia ning paiknemine.
(Joonis 6). Maksarakkude funktsionaalne kipsemine ja sapiteede vorgustiku Uhendamine
maksavaliste sapiteedega on aga jarkjarguline protsess, mis 16ppeb alles péarast stindi (Joonis
5). (Houssaint, 1980; Kamiya jt, 2001; Lemaigre, 2003; Medlock ja Haar, 1983;
Michalopoulos jt, 2003; Sergi jt, 2000; Shiojiri, 1984; Zorn, 2008; Tan jt, 2008)

perinataalne

; sapijuhad

mesenhdim J endoteeli rakk © arenev hepatotsiit
® hepatoblast O sapiteede epiteel @ hepatotsiiiit

Joonis 6. Sapijuha moodustumine hiire maksas. E tdhistab embriionaalset p&eva ja pv
portaalveeni. Alates E13 hakkavad portaalveeniga kontaktis olevad hepatoblastid
diferentseeruma sapiteede epiteeli rakkude suunas (E14). Seejarel toimub rakkude Kkihi
duplikatsioon ja I6henemine, millele jargneb juhade moodustumine (E18). Parenhiimis
paiknevad hepatoblastid diferentseeruvad aga hepatotstitideks. Modifitseeritud (Zorn, 2008).
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1.1.3. Maksa postnataalne areng

Enne stindi on maks peamiselt hematopoeetiline organ, millel on véhene metaboliseerimise
vOime. Alles postnataalselt saavutab maks oma taisfunktsionaalsuse, mis hiirtel votab aega
kuni 30 péeva ja inimestel kuni 5 aastat (Walthall jt, 2005). Esimeste stinnijargsete nadalate
jooksul toimub ulatuslik hepatotstiitide proliferatsioon ja diferentseerumine, mis pdhjustab
maksa mitmekordset suurenemist. Sellele jargneb aga jarsk rakkude jagunemise aktiivsuse
vahenemine, kui on saavutatud tdiskasvanule iseloomulik maksa ja kehamassi suhe (1:25).
Slnnijargse arengu kaigus omandab maks tdiskasvanule iseloomuliku geeniekspressiooni
ning algab metaboliseerivate ensliimide ja teiste maksale omaste valkude stintees. (Apte jt,
2007; Behrens jt, 2002; Dalu ja Mehendale, 1996; Hart jt, 2009; Klaassen ja Aleksunes, 2010;
Limaye jt, 2006)

Postnataalsele maksale spetsiifiliste geenide ekspressiooni eest vastutavad mitu
tuumaretseptorit, nagu nditeks HNF4o0, CAR (ingl constitutive androstane receptor) ja PXR
(ingl pregnane X receptor) (Duncan jt, 1998; Gonzalez, 2008; Hart jt, 2009; Raz ja Goodman,
1969). Maksa suurust reguleerib Hippo kinaasi signaalirada, mis on liigiti korgelt
konserveerunud ja seotud Gldiselt organi suuruse maaratlemisega (Dong jt, 2007; Pan, 2010;
Zhao jt, 2008). Uheks antud signaaliraja transkriptsiooniliseks koaktivaatoriks on niteks
allavoolu paiknev YAP (ingl Yes-associated protein) valk, mis seondub Sd (ingl scalloped)
transkriptsioonifaktoriga ja initsieerib mitogeenset geeniekspressiooni ning seelébi ka rakkude
jagunemist (Dong jt, 2007). Koaktivaator YAP vastutab ka maksarakkude diferentseerumise
eest ning mdjutab maksa homdostaasi eest vastutavaid geene (Septer jt, 2012). Lisaks Hippo
kinaasi signaalirajale vOib maksa kasvu ja suurust mojutada ka Wnt/p-kateniin signaalirada,

kuid selle reguleeriv mehhanism pole veel teada (Apte jt, 2007).
1.1.4. Maksa funktsioonid

Maks vastutab paljude eluliste metaboolsete, ekso- ja endokriinsete funktsioonide eest.
Metaboolset funktsiooni iseloomustab seedesusteemist imendunud toitainete liikumine l&bi
maksa portaalveresiisteemi ja nende t06tlemine vastavalt organismi vajadusele. Maksale on
omane nii toitainete talletamine kui ka neist kehale vajalike Uhendite tootmine. Naiteks
organismis energiaallikana kasutatav, kuid mingil hetkel le jadv monosahhariidne gliikoos
varundatakse hepatotsudtides polisahhariidse gliikogeenina. Vajadusel on vdimalik seda taas
glukoosiks muuta ja kasutada energia tootmiseks. (Bjorntorp ja Sjostrom, 1978; Michael jt,
2000; Nordlie jt, 1999; Pilkis ja Granner, 1992)
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Maksarakud absorbeerivad ka veres leiduvaid rasvhappeid, mida metaboliseeritakse energia
ehk ATP tootmiseks. Samuti imendavad ja hoiustavad hepatotsiitidid mineraale, nagu vask ja
raud, ning rasvlahustuvaid vitamiine (A, D, E, K, vitamiin B12) (Anderson jt, 2007; Phillips
jt, 2001; Roberts ja Sarkar, 2008; Schadinger jt, 2005). Lisaks varundamisele on tiheks maksa
funktsiooniks ka kahjulike ainete (ammoniaak, toksiinid, ravimid), valkude ja vanade
hormoonide eemaldamine, lagundamine vdi detoksifitseerimine (Grant, 1991). Naiteks
ravimid vdidakse maksas aktiveerida vOi inaktiveerida enne, kui need jouavad organismi

teistesse kudedesse.

Maksal on ka palju slinteesi funktsioone, nagu sapi, transportvalkude, verehiiiibe faktorite ja
kolesterooli tootmine. Neist esimene on paks rohekaskollane vedelik, mis sisaldab
kolesterooli, fosfolipiide, bilirubiini ja sapisoolasid. Sappi sunteesitakse maksas, kuid
kogutakse sapipdide, mis rasvase toidu korral tihjendatakse peensoolde, et hdlbustada toidu
seedimist. Sapp on vajalik rasvade lagundamiseks ja ettevalmistamiseks edasiseks
seedimiseks ja imendumiseks, kuna selle toimel emulgeeruv rasv on organismile paremini
omastatav. (Chiang, 2009; Hofmann, 1999; Hofmann jt, 2010; Russell, 2003)

Maks sunteesib ka peaaegu kdiki veres leiduvaid valke (va antikehad), millest kdige
olulisemad on albumiin (Schreiber jt, 1970; van den Akker jt, 2008) ja verehulbefaktorid
(protrombiin, fibrinogeen) (Cohen jt, 1997; Tennent jt, 2007). Albumiin hoiab vere
isotoonilist keskkonda ning verehiilbefaktorid vastutavad vigastuse korral vere
koagulatsiooni eest. Maksas slnteesitakse ka kolesterooli, mida transporditakse koos
lipoproteiinidega ning vajadusel sekreteeritakse sappi (Cohen, 2008; Jeske ja Dietschy, 1980;
Turley jt, 1995). Seega reguleerivad maksarakud nii vere kolesterooli kui ka glikoosi taset ja

aitavad seelébi hoida organismi homdostaasi.

1.2. Maksa regeneratsioon

1.2.1. Maksa regeneratsioon normaaltingimustes

Maksa suure regeneratsioonivdime tdttu on oletatud, et maksa uuenemine toimub klassikalise
tivirakkude mudeli alusel, kus koespetsiifilised tdiskasvanud tuvirakud jagunevad ja
diferentseeruvad spetsialiseerunud rakkudeks ning seeldbi tagatakse koe uuenemine. Maksa
koespetsiifiliste tivirakkude teooria kohaselt kujutab maksaplaat diferentseerumise rada, kus
hepatotstiitide migreerumisel maksaplaadi periportaalsest piirkonnast perivenoossesse
vaheneb rakkude replikatiivne vdimekus. Seega perivenoossesse piirkonda joéudnud
maksarakud on I6petanud jagunemise ja hukuvad. Seda rakkude spetsialiseerumise ja
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liilkumise hipoteesi nimetatakse voolava maksa mudeliks (ingl streaming liver/flowing liver
model). (Duncan jt, 2009; Sigal jt, 1992; Susick jt, 2001; Zajicek jt, 1985). Selle mudeli
tbestuseks leiti periportaalsed mitokondriaalsete mutatsioonidega hepatotsuldid, mis
klonaalse jagunemise korral on leitavad ka peritsentraalses piirkonnas. Seega mutatsioonide
klonaalne paiknemine ja liikumine viitab vOimalikule maksarakkude diferentseerumise ja

liikumise mustrile. (Fellous jt, 2009)

Voolava maksa hiipoteesi iumberliikkavaid tulemusi on aga tunduvalt rohkem. Néiteks eeldab
antud mudel, et periportaalsed rakud on eellasrakud ehk ekspresseerivad hepatoblastidele
omaseid geene. Samas on leitud, et periportaalsetel rakkudel on diferentseerunud
hepatotsultidele omased funktsioonid ja puudub ka hepatoblaste iseloomustav AFP geeni
ekspressioon. (Petropoulos jt, 1985; Poliard jt, 1986). Seega vdib arvata, et periportaalselt
paiknevad rakud on sama diferentseerunud nagu perivenoosselt paiknevad rakud.
Maksarakkude migreerumise ja diferentseerumise hiipoteesi likkab umber ka hepatotsuditide
geeniekspressiooni mustri sdltuvus vere liikumise suunast, sest selle muutmisel tekib
rakkudes ka teistsugune ekspressioonimuster. Seega on sagarike tsoonid pigem
metaboliitsdltuva geeniregulatsiooniga ning ei soltu rakkude progressioonist. (Duncan jt,
2009; Thurman ja Kauffman, 1985). Taiskasvanud hepatotsultide migratsiooni puudumisele
viitavad ka retroviirusega margitud hepatotstitide ja emaste hiirte X-inaktivatsiooni mustrite
uuringud, kus transplanteeritud maksarakud ei muutnud 15 kuu jooksul oma asukohta (Bralet
jt, 1994; Shiojiri jt, 2000).

Kuna voolava maksa hiipoteesi ei ole suudetud eksperimentaalselt tdestada, siis ei ole ka
antud mudelile kindlaks jd&ddud. Arvatakse, et maksa uuenemine vaib tegelikult toimuda kogu
sagariku ulatuses ning selle eest vastutavad diferentseerunud hepatotsuddid. Naiteks on
jagunevaid maksarakke tuvastatud nii periportaalaladelt kui ka sagariku keskelt. Samuti on
koigist tdiskasvanud maksa sagarike segmentidest leitud S-faasi hepatotsiite.
Diferentseerunud hepatotsiitide jagunemist kinnitavad ka uuringud mosaiiksete kimé&éarsete
maksadega, kus replitseeruvad maksarakud paiknesid kogu sagariku ulatuses juhuslikult.
(Grisham, 1969; Ng ja lannaccone, 1992; Wright ja Alison, 1984). Antud tulemuste pdhjal
arvatakse, et maksa uuenemise eest vastutavad tlvirakkude asemel hoopis spetsialiseerunud,

kuid jagunemisvdimelised hepatotsudid.

Lisaks diferentseerunud maksarakkude jagunemisele on sapiteede rakkude pdlvnemise
uuringutega néidatud, et hiire elu jooksul toimub ka hepatotsiiiitide asendamine sapiteede

epiteeli rakkudest périnevate transdiferentseerunud maksarakkudega (Furuyama jt, 2011).
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Samas on ka palju vastupidiseid vaiteid, kus sarnast meetodit kasutades tuvastati ainult vaga
uksikuid oletatavalt sapiteedest périt rakke. (Carpentier jt, 2011; Malato jt, 2011; Tarlow jt,
2014). Kuna nende meetodite korral sisestatakse hiire genoomi uus geneetiline element, siis
vOib transgeeni naabruses paiknevate geenide funktsioon muutuda. Néiteks Furuyama katse
korral vdis olla tavaparane hepatotsudtide proliferatsioon hairitud ja seega aktiveerusid
regeneratsiooni korral sapiteede rakud, mis hakkasid aeglaselt hepatotsiiiite asendama. Samuti
vOivad tulemust mdjutada geeni ekspresseerimiseks kasutatavad erinevad hepatotsultidele voi
sapiteedele iseloomulikud promootorid, mis muudavad tulemuste omavahelise vordlemise ja

kooskodlastamise veelgi keerulisemaks. (Michalopoulos, 2014)

Olenemata  vastuolulistest eksperimentaalsetest tulemustest, vdivad potentsiaalsed
rakkudevahelised transdiferentseerumised olla killaltki tGendolised, sest nii maksa- kui ka
sapiteede rakud on arenenud embriionaalsetest hepatoblastidest (Carpentier jt, 2011).
Rakkude muutumist on nahtud nditeks hepatotstitide (in vitro) primaarkultuuris, kus kahe
kuni kolme péaeva jooksul hakkavad maksarakud ekspresseerima sapiteede epiteeli rakkudele
iseloomulikke biomarkereid (Sirica jt, 1979). Samuti on koekultuuri selektiivtingimustega
identifitseeritud kasvufaktoreid ja tsutokiine (HGF ja EGF, ingl epidermal growth factor), mis
soodustavad hepatotsiiidi muutumist sapiteede rakuks. Samas ei ole eksperimentaalsed in
vivo katsed koekultuuris toimuvat transdiferentseerumist kinnitanud. (Michalopoulos, 2014;
Tarlow jt, 2014)

1.2.1.1. Maksa taiskasvanud tuvirakud

Maksa suure regeneratsioonivdime tagavad diferentseerunud ning jagunemisvdimelised
maksa ja sapiteede rakud. Normaalse maksakoe asendumine on kull véga aeglane, kuid
spetsialiseerunud hepatotsiittide jagunemine vdimaldab kuni 70% maksa eemaldamisel
taastada selle algupérase massi. Seega maksarakkude jagunemine tagab maksa uuenemise
normaaltingimustel, kuid see ei valista téiskasvanud tlvirakkude osalemist antud protsessis
vOi maksakahjustuse korral. Samas ei ole suudetud maksa téiskasvanud tlvirakke veel
tuvastada ning seet6ttu ka kaheldakse endiselt nende olemasolus. (Fausto jt, 2006; Malato jt,
2011; Michalopoulos, 2007, 2013; Novikoff ja Yam, 1998; Santoni-Rugiu jt, 2005; Sell,
1990; Stocker jt, 1973)

Koespetsiifilised tuvirakud jagunevad kas uueks tuvirakuks voi eellasrakuks ning seet6ttu on
maksa tlvirakkude tuvastamiseks kasutatud stinteesitavasse DNAsse lilituvat tlmidiinile
analoogset bromodesoksuuridiin  (BrdU, ingl bromodeoxyuridine) nukleosiidi. Rakkude

jagunemisel BrdU hulk vaheneb ehk kdige rohkem leidub antud molekuli vahejagunevates
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rakkudes ning jagunevates eellasrakkudes on selle hulk vahenenud. Antud meetodit kasutades
osutusid kdige vahem jagunevateks sapijuhade rakud ja nende vahetus l&heduses paiknevad
periportaalsed hepatotstitidid. Samas ei saa leitud rakke nimetada tlvirakkudeks, sest nad
tadidavad ka diferentseerunud rakkudele omaseid funktsioone. (Kee jt, 2002; Kuwahara jt,
2008)

Maksa tuvirakkude tuvastamiseks on kasutatud ka pankreases, neerus ja hematopoeetilistes
tivirakkudes leiduvat markerit Prominin-1/CD133 (CD, ingl cluster of differentiation), mille
bioloogiline roll pole kull teada, kuid on leitud selle vBimalik seos raua omastamise ja
endotsutoosiga (Bourseau-Guilmain jt, 2011; Oshima jt, 2007; Richardson jt, 2004; Sagrinati
jt, 2006; Yin jt, 1997). Samuti saab tivirakke eristada sapiteede epiteelile iseloomulike
adhesioonimolekulide abil. Uheks v@imaluseks on naiteks sapiepiteelis ekspresseeritava
EpCAM (ingl Epithelial Cell Adhesion Molecule) tuvastamine koos albumiini ja K19
valkudega (Okabe jt, 2009; Schmelzer jt, 2007).

Potentsiaalsed tlvirakud voéivad paikneda ka Heringi kanalites, mis on sapiteede ja
maksarakkude Uhinemiskohaks. Heringi kanalitest on leitud nii hepatotsultidele kui ka
sapiteede rakkudele iseloomulikke transkriptsioonifaktoreid ja biomarkereid ekspresseerivaid
rakke (Isse jt, 2013). Antud rakud vodivad pdlvneda loote maksa hepatoblastidest, mis on
thviraku nisis séilinud diferentseerumatuna. (Alison jt, 1996; Dan ja Yeoh, 2008; Schmelzer
jt, 2006; Zorn, 2008; Theise jt, 1999; Yovchev jt, 2008). Vdimalikule tuvirakulisele
vaheetapile viitab ka paljude embriio hepatogeneesi reguleerivate signaaliradade, nagu HGF,
FGF (ingl fibroblast growth factor), OSM, TNFa (ingl tumor necrosis factor alpha) ja Wnt,
osalemine regeneratiilvse maksa hepatotsiiitide proliferatsioonis ja bipotentsiaalsete
ovaalrakkude aktivatsioonis. (Joonis 7) (Apte jt, 2007; Bird jt, 2008; Hu jt, 2007;
Michalopoulos, 2007; Zorn, 2008)

1.2.2. Maksa regeneratsioon kahjustuse korral

Ovaal- ehk eellasrakud on bipotentsiaalsed ovaalse tuumaga rakud, mis suudavad
diferentseeruda nii maksa kui ka sapiteede rakkudeks. Inimesel tekivad ovaalrakud kroonilise
ja tsirrootilise maksahaiguse korral, v@imaldades maksa regeneratsiooni hepatotsutide
jagunemise héirete korral. Soltuvalt maksakahjustusest tekivad ovaalrakud sagariku erinevates
piirkondades ehk on vdimalik, et peritsentraalsed eellasrakud tekivad Heringi kanalis
paiknevatest rakkudest ja periportaalsed ovaalrakud on périt sapiteede rakkudest (Joonis 7).
(Bird jt, 2008; Fausto ja Campbell, 2003; Itoh ja Miyajima, 2013; Michalopoulos, 2014;
Roskams jt, 1998; Sekiya ja Suzuki, 2014)
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Joonis 7. Taiskasvanud maksa rakutttpide pdlvnemine. Taiskasvanud maksa
hepatotstiidid ja sapiteede epiteeli rakud saavad alguse hepatoblastidest. Heringi kanalis
vOivad paikneda hepatoblastidest alguse saanud maksa téiskasvanud tuvirakud.
Maksakahjustuse tagajérjel tekivad Heringi kanalis paiknevatest rakkudest ovaalrakud, mis
voivad diferentseeruda nii maksa- kui ka sapiteede rakkudeks. Modifitseeritud (Fausto ja
Campbell, 2003).

Ovaalrakkude osalemise maksakahjustuse parandamises saab jagada neljaks: aktivatsioon,
proliferatsioon, migratsioon ja diferentseerumine (Erker ja Grompe, 2007). Kahjustuse
tagajarjel ovaalrakud suurenevad, jagunevad, migreeruvad sagarikku ja diferentseeruvad
vaikesteks hepatotsudtideks, mis seejarel muutuvad funktsionaalseteks maksarakkudeks
(Joonis 8) (Evarts jt, 1996; Hu jt, 1995; Isse jt, 2013; Michalopoulos, 2013; Nagy jt, 1994).
Kuigi nimetus ,,ovaalrakud* on maksa eellasrakkude kirjeldamisel laialdaselt kasutusel, ei ole
suudetud kokku leppida nende fenotilbilistes ja/vdi molekulaarsetes omadustes. Terminit
»ovaalrakk” kasutatakse tegelikult ovaalrakkude aktivatsiooni korral tekkiva heterogeense
rakupopulatsiooni kirjeldamiseks, mis vOib tdhendada nii aktiveeritud fibroblaste kui ka
sapijuhade, taht- ja eellasrakke. Samuti on ebaselge, kas erinevates liikides ja erinevate
kahjustuste toimel tekkivad ovaalrakud on voérreldavad. (Duncan jt, 2009). Siiski ollakse thel

meelel, et eellasrakud ei teki tdiskasvanud hepatotsiiutidest (Wang jt, 2003).
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Joonis 8. Ovaalrakkude heterogeensuse mudel. Ovaalrakkude erinevad proliferatiivse
aktiivsuse ja  diferentseerumise  etapid.  Bipotentsiaalsest ovaalrakust arenevad
prehepatotstiiidid ja presapijuhade rakud, mis omakorda spetsialiseeruvad vastavalt
maksarakkudeks ja sapiteede rakkudeks. Modifitseeritud (Duncan jt, 2009).

Sapiteede epiteelist tekkivates ovaalrakkudes on algselt ekspresseeritud nii sapiteede epiteeli
biomarkerid kui ka hepatoblastidele omased albumiin ja AFP. Eellasrakkude
diferentseerumiseks hepatotsiiutideks aitavad kaasa maksa mitteparenhiiimi rakud, muutused
ekstratsellulaarses maatriksis, tsutokiinid ja kasvufaktorid, nagu TGFa, HGF ja EGF. Naiteks
tahtrakud sekreteerivad kasvufaktoreid ja tsitokiine ning mdjutavad ovaalrakkude arengut ka
rakk-rakk interaktsioonide kaudu. Samas mdjutavad hepatotsiiiite ja eellasrakke sarnased
tsutokiinid ja kasvufaktorid ning mdlemad rakud on seotud mitteparenhiiimi rakkudega.
Seega on voOimalik, et Kupfferi ja tdhtrakkudest tulevad signaalid maéravad, kas
regeneratsioon tagatakse maksarakkude voi ovaalrakkude proliferatsiooni abil. (Barker jt,
2007; Evarts jt, 1996; Fausto ja Campbell, 2003; Hu jt, 1995; Huch jt, 2013; Michalopoulos,
2014; Nagy jt, 1994; Okabe jt, 2009; Paku jt, 2001)

Ovaalrakkude aktivatsiooni poOhjustavad ka erinevad mirgistused ja haigused. Naiteks
hepatotsulitide nekroosi tekitavate haiguste korral ekspresseeruvad sapiteede rakkudes
maksarakkudega seotud transkriptsioonifaktorid ning inimese sapiteede haiguste korral on
hepatotstittides sapiteede transkriptsioonifaktorid. Inimese maksapuudulikkuse korral on
leitud ka regeneratiivsete rakkude klastreid, millel on nii hepatotsutidele kui ka sapiteedele
omaste biomarkerite ekspressioon. Antud leiud viitavad taas vdimalikule kahjustusest
sOltuvale mdlemapoolsele transdiferentseerumisele. (Fausto ja Campbell, 2003; Isse jt, 2013,
Limaye jt, 2008; Michalopoulos, 2014; Petersen jt, 1997)
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1.2.2.1. Maksa regeneratsioon vastuseks osalisele maksakoe eemaldamisele

Enim kasutatud ja uuritud maksa regeneratsiooni mudeliks on osaline hepatektoomia (PH,
ingl partial hepatectomy), mille kéigus eemaldatakse kuni 70% maksa massist. Osalist
hepatektoomiat kasutatakse inimestel maksa hea- ja pahaloomuliste kasvajate, sapikivide ja
tsustide eemaldamiseks. Hiirtel uuritakse aga PH abil maksa regeneratsioonimehhanismi.
Osalise hepatektoomia korral ei kasva eemaldatud maksakude tagasi, vaid allesjdénud rakud
hakkavad aktiivselt jagunema, pohjustades koe suurenemist ja seeldbi kaotuse
kompenseerimist. Nii taastub regeneratsiooni tulemusena maksa algne mass, kuid mitte
anatoomiline kuju. Seega vOib eeldada, et kompensatoorne kasv on kindlalt kontrollitud
protsess, mis on seotud maksa funktsiooni taastamisega, kuid ei s6ltu selle anatoomilisest
vormist. (Bucher, 1963; Fausto, 2000; Fausto ja Campbell, 2003)

Maksa regeneratsiooni protsessi juhivad tsttokiinid, kasvufaktorid ja hormoonid.
Regeneratsiooni eest vastutavateks tsutokiinideks on néiteks TNFa ja IL-6 (ingl interleukin
6), mis on osa kaasaslindinud immuunsusest. Parast PHd véheneb maksa endotoksiini (LPS,
ingl lipopolysaccharide) detoksifikatsioonivdime ja sellega kaasneb lipopolisahhariidi
kontsentratsiooni  tbus, mis omakorda stimuleerib Kupfferi rakke produtseerima
regeneratsiooni eest vastutavaid tsutokiine TNFa ja IL-6. Tsutokiin TNFa ja selle
signaalmolekul NF-xB (ingl nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
indutseerivad 1L-6 ekspressiooni, mis seondub hepatotsudtide retseptorkompleksiga. Seejéarel
aktiveerub STAT3 (ingl signal transducer and activator of transcription 3) ning hepatotsidtid
suunatakse prolifereeruma. (Apte jt, 2009; Campbell jt, 2001; Cornell, 1985; Cressman jt,
1996; Fausto, 2004; Fausto jt, 2006; Gao, 2005; Haga jt, 2009; Koniaris jt, 2003; Li jt, 2002;
Michalopoulos, 2007, 2010; Taub, 2004; Wang jt, 2010; Xu jt, 2007; Yamada jt, 1997; Yin jt,
2011)

Hepatotstutide proliferatsiooni stimuleerivad ka maksarakkude parakriinseid signaalid, mis
suunavad mitteparenhiiimi rakke tootma kasvufaktoreid ja tsutokiine. Rakkudevaheliste
signaalide tulemusena véljuvad 95% hepatotstitidest GO faasist ja sisenevad G1 faasi. Samas
on poletikuline vastus ja tsutokiinide tootmine aktiivsed esimese 24 tunni jooksul pérast PHd,
kuid maksa regeneratsiooni regulatsioon pikema aja véltel ei ole veel tdpselt teada. Rakkude
jagunemine peatub aga maksa algse suuruse ja ruumala taastumisel, mis hiirtel kestab seitse
kuni kimme pédeva ja inimesel kolm kuni neli kuud. (Fausto, 2004; Grisham, 1962,
Michalopoulos, 2010; Taub, 2004; Yin jt, 2011)
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1.2.2.2. Maksa regeneratsioon vastuseks keemilisele kahjustusele

Susiniktetrakloriid (CCls) on toksiline Uhend, mida kasutatakse maksakahjustuse tekkimise ja
paranemise uurimiseks (Parola jt, 1992; Weber jt, 2003). CCl4 tekitab oksldatiivset stressi ja
aktiveerib poletikku tekitavaid rakke, mis seejarel poOhjustavad maksa ehitusliku ja
funktsionaalse kahjustuse. Antud toksiini tagajarjel tekkiv kahjustus imiteerib inimese
maksarakkude kahjustust, maksafibroosi ja -tsirroosi. Seeldbi on véimalik hiirte peal uurida
inimese maksafibroosi ja —tsirroosi vGimalikke tekkemehhanisme ja maksa regeneratsiooni.
(Johnson jt, 1992; Kalinichenko jt, 2003; Poli, 1993)

Toksiini lagundamine algab endoplasmaatilises retiikulumis ja mitokondrites, kus
okstigenaasi tstitokroom P450 metaboliseerib CCls molekulid trikloromettuliks (CCl'3), mis
on véga reaktiivne vaba radikaal (McCay jt, 1984; Recknagel jt, 1989; Stoyanovsky ja
Cederbaum, 1999; Tomasi jt, 1987). Triklorometlul reageerib hepatotsiltide
plasmamembraani, lisosoomide ja mitokondrite membraanidega, muudab seelébi nende
labitavust ja kahjustab rakke. Kahjustuse tagajarjel hukub 50-60% hepatotstttidest ja niivord
massiivne nekroos kutsub esile pdletikulise reaktsiooni ning infiltreeruvate neutrofiilide,
makrofaagide, Kupfferi rakkude, limfotsultide ja NK (ingl natural killer) rakkude arv
suureneb margatavalt. (Canbay jt, 2004; Czaja, 1998; Manibusan jt, 2007; Ramadori ja Saile,
2004; Saile ja Ramadori, 2007; Shi jt, 1998; Weber jt, 2003)

CCly indutseeritud mirgistuse tdsidus soltub ka doosi suurusest ja kahjustuse kestvusest.
Madalate dooside juures tekivad modduvad nahtused, nagu probleemid Ca?" homdgostaasis,
tsutokiinide vabanemine, nekroos ja steatoos, millele jargneb toksiini elimineerimisel maksa
regeneratsioon ning kahjustuse korvaldamine (Kim jt, 2006; Muriel ja Mourelle, 1990).
Suuremate dooside korral ja/vdi pikema kahjustuse korral on tagajérjed t@sisemad, sest tekib
lipiidide degeneratsioon, fibroos, tsirroos ja isegi maksarakuline kartsinoom (Junnila jt, 2000;
Karakus jt, 2011; Weber jt, 2003). Akuutse ja suure doosiga intoksikatsiooni korral Uletab
hepatotsellulaarne nekroos maksa regeneratsioonivbime ehk maks ei suuda taastuda ning
tekib tdsine maksapuudulikkus. Aarmiselt kdrgete ja ekstreemsete dooside korral pdhjustab
CCls kesknérvististeemi depressiooni ja hingamisprobleeme, mis pé&adivad organismi
hukkumisega (Berger jt, 1986).
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1.2.2.3. Maksa regeneratiivne vastus sapijuha sulgemisele

Hiirte sapijuha sulgemisel (BDL, ingl bile duct ligation) saadakse kombineeritud mudel
inimese sapiteede ummistusest sapikiviga, parenhiimaalsest maksahaigusest ja koleemiast ehk
sappveresusest. Tekkiva kahjustuse ja komplikatsioonide tdsidus soltub sapiteede
obstruktsiooni pikkusest, kuid peamiseks kahjustuseks on maksafibroos. Sapijuha ajutine
sulgemine tekitab sapiteede epiteelile biokeemilist stressi, mis pdhjustab rakkude
kompensatoorset proliferatsiooni ja obstruktiivse kolangiopaatia nédhtuseid, mis sapijuha
ligatsiooni eemaldamisel kaovad pea téielikult. (Ezure jt, 2000; Li ja Chung, 2001; Lunz jt,
2001; Matsumoto jt, 2002; Milani jt, 1991; Roulot jt, 1999). Krooniline BDL pdhjustab aga
tosist sapivoolu hdiret, koleemiat, védhenenud retikuloendoteliaalstisteemi funktsioneerimist ja
massiivset muofibroblastide aktivatsiooni, mis kdik viivad sapiteede fibroosi/tsirroosini
(Assimakopoulos ja Vagianos, 2009; Xia jt, 2006).

Uusi sapijuharakke moodustavad peamiselt jagunevad sapiteede epiteeli rakud, kuid sapiteede
kroonilise vdi autoimmuunse kahjustuse korral vbivad kahjustuse parandamises osaleda ka
hepatotstiiidid. Naiteks BDLi korral diferentseerub o0sa hepatotsulte sapiteede epiteeli
rakkudeks. Seega suudab normaaltingimustes sapiteede epiteel kahjutusi ise parandada ja
hepatotstittide transdiferentseerumine sapiteede rakkudeks on harv. Samas tdsisema
kahjustuse korral on muutused rakkude spetsialiseerumises palju tden&olisemad ning tekkinud
rakud votavad osa sapiteede epiteeli parandamisest. (Michalopoulos, 2014; Michalopoulos jt,
2005)

1.2.2.4. Maksa regeneratsioon sapiteede kahjustuse korral

Hiirte 3,5-dietoksiikarbonuil-1,4-dihtdrokollidiini (DDC, ingl 3,5-diethoxycarbonyl-1,4-
dihydrocollidine) dieeti kasutatakse, et uurida maksa vastust sapiteede kahjustusele ja
oksldatiivsele stressile (Joonis 9). Naiteks indutseerib see sapijuhade atulpilist
proliferatsiooni  koos periportaalse pdletiku ja sapijuhade porfuriini  kristallide
ummistumisega. Juhade ummistumine pohjustab omakorda sapipaisu, mis suurendab
seerumis leiduva bilirubiini kogust. DDC on ka hepatotsudtidele toksiline ja p&hjustab
rakkude surma, kuid samas soodustab t&htrakkude aktivatsiooni ja ovaalrakkude jagunemist.
Toksiin indutseerib rakkude proliferatsiooni, millega on seotud tuumaretseptor CAR
aktivatsioon, kuid rakkude surma ja jagunemist pohjustav mehhanism ei ole teada. (Hanada jt,
2010; Magnus jt, 1969; Matunis jt, 1996; Preisegger jt, 1999; Wang jt, 2003; Yamazaki jt,
2011)
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Joonis 9. 3,5-dietokstuikarbonutil-1,4-dihtdrokollidiini struktuur.

Erinevate sapiteede haiguste korral ekspresseeruvad hepatotstiitides ka sapiteede markerid ja
vastupidi. Naiteks epiteelirakkudele toksilise DDC dieedi korral on leitud sapiteede markereid
ekspresseerivaid hepatotsiiite, millest tekivad uued sapijuhad. Antud mudeli korral on
rakkude transdiferentseerumisega seotud signaalmolekulid Notch ja Hes-1 (ingl hairy and
enhancer of split-1) ning osa sapiteede rakkudest areneb just hepatotstiutidest. Kui aga DDC
kahjustus eemaldatakse, siis vaheneb hepatotsuitidest tekkinud sapiteede rakkude arv
maérgatavalt. Sapiteede rakkude transdiferentseerumist maksarakkudeks ei ole aga DDC dieedi
korral taheldatud. (Limaye jt, 2008; Sekiya ja Suzuki, 2014; Sparks jt, 2010; Tarlow jt, 2014;
Yanger jt, 2013)

23



2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. TOO eesmargid

Kéesolev t66 on osa suuremast projektist, mille eesmérgiks on uurida maksa tivirakkude rolli
ja regulatsiooni maksa regeneratsioonis ning maksakasvajate tekkel. Antud magistritd6
eesmargiks oli uurida, kuidas osalevad erinevad maksa rakulised komponendid normaalse ja
kahjustatud maksa regeneratsioonis. Saadud teadmised aitavad paremini kirjeldada maksa
uuenemise protsesse. TOO eesmarkide taitmiseks kasutati mudelorganismina hiireliine, mis
vOimaldasid uurida potentsiaalsete maksa tiivirakkude ja parenhtimirakkude osalemist hiire

maksa regeneratsioonis.
Tapsemad t66 eesmargid olid jargmised:

luua in vivo slisteem maksa sapiteede ja parenhiiiimirakkude jarglaskonna jalgimiseks;
jalgida hiire maksa sapiteede ja parenhiumirakkude jagunemist erinevatel
ajapunktidel ning seeldbi tuvastada vdimalikku transdiferentseerumist maksa erinevate
rakuliste komponentide vahel;

tekitada taiskasvanud hiire maksas sapiteede ja parenhiimikahjustusi ning seelébi
uurida rakkude voOimalikku transdiferentseerumist maksa erinevate rakuliste

komponentide vahel.
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Kasutatud hiireliinid, praimerid ja antikehad

Kéesoleva magistritdd eksperimentaalosa labiviimiseks kasutati CreERT rekombinaasi (Cre,
ingl causes recombination; ERT, ingl estrogen receptor truncated) ekspresseerivaid
CK19C™ERT ja TTR-cre ind hiireliine ning Cre rekombinaasi aktiivsuse korral tdTomatot
ekspresseerivat Rosa26-tdTomato hiireliini (edaspidi vastavalt K19°¢*, TTR®®", TOM™)
(Tabel 1) (Madisen jt, 2010; Means jt, 2008; Tannour-Louet jt, 2002).

Tabel 1. Kasutatud hiireliinid

Hiireliin Kirjeldus Saamise Péaritolu
meetod

K19cre* CreERT rekombinaasi | knock-in Blanpain, Brusseli Ulikool,
ekspressioon sapiteedes Belgia

TTRere* CreERT rekombinaasi = transgenees | Tannour-Louet, Cochin’i
ekspressioon maksa Institut, Prantsusmaa
parenhidmirakkudes

TOM* tdTomato ekspressioon | suunatud Jackson Laboratories, USA
Cre rekombinaasi mojul mutagenees

K19°®*, TTR®* ja TOM™ genotiilipide kindlakstegemiseks kasutati vastavaid praimerite
komplekte (Tabel 2) (Invitrogen™, USA) (Madisen jt, 2010; Means jt, 2008; Tannour-Louet
jt, 2002). Immunofluorestsentsanaltitisiks kasutati hiire K19 spetsiifilist monoklonaalset
janese antikeha (Epitomics®, USA) lahjendusega 1:8000. Sekundaarse antikehana kasutati
eeslis toodetud janese spetsiifilist Alexa Fluor® 647 (Life Technologies™, USA)
konjugeeritud poliklonaalset antikeha, mille tootjapoolne kontsentratsioon oli 2 mg/ml ning

I6ppkontsentratsioon lahuses 2 pg/ml.

Tabel 2. Kasutatud praimerid. F - padrisuunaline; R - vastassuunaline; wt -

metsiktidp/positiivne kontroll.

Praimerite | Praimeri jarjestus Produkti = Tuvastab

komplekt pikkus

K19 F 5’-AATCGCCAGGAATTGACCAATGGG-3’ 369 bp K19 cre
R 5’-CGGCAAACGGACAGAAGCATTTTCC-3’ mutant

F5’- AATCGCCAGGAATTGACCAATGGG-3’ 265 bp wt
R 5’-CGCCCGTACCCCCAAAGGAAGACAT-3’

TTR F 5’-CCTGGAAAATGCTTCTGTCCG-3’ 400 bp TTR-cre
R 5’-CAGGGTGTTATAAGCAATCCC-3’ mutant

TOM F 5’-AAGGGAGCTGCAGTGGAGTA-3’ 297 bp tdTomato
R 5’-CCGAAAATCTGTGGGAAGTC-3’ mutant
F5-CTGTTCCTGTACGGCATGG-3’ 196 bp wt

R 5’-GGCATTAAAGCAGCGTATCC-3’
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2.2.2. Hiirte genotlpiseerimine

Kadiki eksperimendis kasutatud hiiri hooldati ja koheldi vastavalt Euroopa Liidus kehtivatele
nduetele. Eksperimentaalse osa l&biviimseks oli loomkatsete luba (LISA 1) ja hiirte
igapaevase hooldamise eest vastutasid Tartu Ulikooli Molekulaar- ja Rakubioloogia Instituudi
vivaariumi spetsialistid. Sapiteede rakkude jarglaskonna jalgimiseks ristati omavahel K19¢¢*
ja TTR®¢* ning parenhtumirakkude jalgimiseks TTR®" ja TOM™ hiiri (Joonis 10). Igale
jarglasele pandi iseloomulik kood, mis koosnes antud hiire pesakonna- ja jarjekorranumbrist.
Hiirte genotliuibi mé&aramiseks kasutati saba tiikist eraldatud DNAd. Selleks lisati koeproovile
75 ul ladsipuhvrit, mis koosnes 25 mM NaOH (AppliChem GmbH, Saksamaa) ja 0,2 mM
EDTA (etiiiileendiamiintetraatseethape) (pH 8.0) (Sigma-Aldrich®, USA) lahusest ning
inkubeeriti 95 °C juures 45 minutit. Seejarel lisati proovidele 75 pl 40 mM Tris-HCI (pH~5)
(Reahim, Venemaa) neutraliseerivat puhvrit, millele jargnes 30-60 sekundit segamist vortexil.
Saadud DNA lahuseid hoiustati -20 °C juures.

Klgcre+
K19cre+/TOMH  Sapiteede rakkude
TOM* jarglaskonna jalgimine

TTReret
TTRee /TOM? Parenhiiimirakkude
TOM" jarglaskonna jélgimine

Joonis 10. Hiireliinide ristamisskeem.

Hiirte genotlpiseerimiseks kasutati polimeraasi ahelreaktsiooni (PCR, ingl polymerase chain
reaction), mille reaktsioonisegu sisaldas 5x FIREPol® Master Mix (Solis BioDyne, Eesti)
reaktsioonipuhvrit, kuhu oli lisatud K19°¢" tuvastamiseks 50 pg ning TTR®®* ja TOM™
tuvastamiseks 75 pg praimereid (Tabel 2). Kdikidele proovidele lisati 2 pl uuritava DNA
lahust ning Ioplikuks reaktsioonimahuks oli 20 ul. PCRi labiviimiseks kasutati Applied
Biosystems 2720 Thermal Cycler (Life Technologies™, USA) masinat ning antud praimerite
puhul kirjeldatud, kuid modifitseeritud programme (Tabel 3) (Madisen jt, 2010; Means jt,
2008; Tannour-Louet jt, 2002). Seejarel analiilsiti proove geelelektroforeesiga, milleks
kasutati 1,5% agaroosgeeli, mis sisaldas etiidiumbromiidi 16ppkontsentratsiooniga 0,1 pg/ml.
Amplifitseeritud proovide pikkuste tuvastamiseks kasutati 50 aluspaari pikkust DNA markerit
(50 bp DNA ladder, Thermo Scientific, USA).
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Tabel 3. Polimeraasi ahelreaktsiooni labiviimiseks kasutatud programmid.

Programm Temperatuur = Kestvus Praimerite komplekt
Algne 94 °C 180 sekundit | K19, TTR, TOM
denaturatsioon
Denaturatsioon 94 °C 30 sekundit | K19, TTR, TOM )
Praimerite 61 °C 30 sekundit | TOM
seondumine 65 °C 30 sekundit | K19 C o
65 °C 60 sekundit | TTR 30 tsuklit
Elongatsioon 72 °C 30 sekundit | K19, TOM
72°C 60 sekundit | TTR J
Loplik ekstensioon | 72 °C 120 sekundit | K19, TTR, TOM

2.2.3. Eksperimendi labiviimine

Polimeraasi  ahelreaktsiooniga tuvastatud K19°¢*/TOM* ja TTR®**/TOM*™ hiired
ekspresseerisid tstutoplasmaatilist Cre rekombinaasi, mis oli fuseeritud muteeritud 6strogeeni
retseptoriga. Cre-LoxP slsteemi aktiveerimiseks sustiti emast voorutatud 21 pé&eva vanuste
hiirte k6huddnde 100 pl rapsidlis lahustatud Ostrogeeni analoogi, tamoksifeeni (Sigma-
Aldrich®, USA) (20 mg/ml), mis vdimaldas rekombinaasil liikuda rakutuuma. Seal
indutseeriti Gt(ROSA)26Sor lookuse LoxP piirkondade vahel deletsioon, mis eemaldas
tdTomato ekspressiooni  takistava stopkoodoni. Seeldbi tagati konstitutiivne ja

rakujagunemisel edasikanduv tdTomato ekspressioon. (Joonis 11) (Nagy, 2000)

Cra hiie LoxP hiir
Nom e
r» Stop Stop Stop
{ ‘ loxP STOP loxP, tdTomato

!

Cre LoxP hiir+ tamoksifeen

* 2
aktiivse Cre rekombinaasiga rakud Q aktiivse Cre rekombinaasita rakud

P

Stop Stop Stop
loxP tdTomato loxP, STOP loxP tdTomato

Joonis 11. Rakkudes tdTomato ekspressiooni aktiveerimise skeem. Modifitseeritud®

1 http://commons.wikimedia.org/wiki/File:CreLoxP_experiment.png 12.05.14
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K19°¢*/TOM™ ja TTR*®*/TOM™ genotiiiibiga hiirte maksa regeneratsiooni uurimiseks kasutati
erinevaid ajapunkte: 3 pdeva, 1 kuu ja 6 kuud pérast tamoksifeeni sistimist (Joonis 12, A).
Esimese ajapunkti valimisel veti arvesse Cre-LoxP siisteemi aktiveerumiseks kuluvat aega (3
pédeva) ning edaspidi arvestati seda katse nullpunktina. Arengu kaigus toimuva
transdiferentseerumise uurimiseks valiti jargmiseks ajapunktiks ks kuu parast tamoksifeeni
sistimist ehk 49 p&eva vanused tdiskasvanud hiired. Pikema aja jooksul toimuva
spetsialiseerumise muutuse tuvastamiseks valiti ajapunktiks 6 kuud pérast tamoksifeeni

sustimist.

Kahjustuse korral esineva regeneratsiooni uurimiseks tekitati Uks kuu pérast tamoksifeeni
slistimist K19°**/TOM™ ja TTR®®*/TOM™ hiirtele nii sapiteede kui ka parenhliimirakkude
kahjustusi (Joonis 12, B). Parenhlimirakkude kahjustamiseks teostati hiirtel osaline
hepatektoomia voi sustiti Uhekordselt kdhuddnde 100 ul CCls (Acros organics, USA) lahust,
mida oli lahjendatud rapsiblis 1:4. Sapiteede rakkude kahjustamiseks kasutati sapiteede
sulgemist v6i DDC toksiini (Ssniff Spezialdidten GmbH, Saksamaa), mida oli lisatud 100 mg
toidu kg kohta. Hiirtel teostatud PH ja BDL operatsioonid viis 1abi Rakubioloogia dppetooli

doktorant Janeli Viil.

K19°*/TOM™ hiirtele tehti kdik nimetatud kahjustused ning ka TTR®¢*/TOM™* hiirte puhul
kasutati samu meetodeid, kuid need hiired ei taastunud PH ja BDL operatsioonidest.
Kahjustuste pikkus ja/vdi regeneratsiooniaeg oli kdikide katsete puhul kaks n&dalat. (Joonis
12, B). Igas ajapunktis kasutati vahemalt kolme rakkude jalgimist véimaldava genotliiibiga
hiirt ja negatiivse kontrollina vastavat genotilpi mitteomavaid hiiri. Loomad hukati
tservikaalse dislokatsiooni teel ja maksa eemaldamist teostas kdesoleva magistritdé koostaja
juhendaja jarelvalve all.

tamoksifeen

IF analiits IF analus IF anallits
Do D3 M1 Mé
tamoksifeen kahjustus

IF analiius

B M
DO M1 M1,5
Joonis 12. Normaalse (A) ja kahjustatud (B) maksaga tehtud katsete ajapunktide
skeem. D — pé&ev; M — kuu. DO on tamoksifeeniga slstimise pdev ning noole liikumise
suunaga on kujutatud méddunud kuude arvu. (A) Ajapunktide skeem normaaltingimustes
maksa regeneratsiooni uurimiseks. (B) Ajapunktide skeem kahjustusega (PH, CCls, BDL,
DDC) maksa regeneratsiooni uurimiseks. Modifitseeritud (Tarlow jt, 2014).
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2.2.4. Immunofluorestsentsanaltus

Maksa sapiteede ja parenhiiimirakkude in vivo jalgimise sisteemi kontrollimiseks eemaldati
uuritavast maksast ~1 mm paksune koeldik. Vdetud proov asetati alusklaasile, kuhu lisati
kuivamise valtimiseks 1:1 glutserool (AppliChem GmbH, Saksamaa) PBS (ingl phosphate
buffered saline) lahust ning kaeti katteklaasiga. Rakkude tdTomato ekspressiooni
kontrollimiseks  vaadati  eraldatud kude Olympus BX61 (Olympus, USA)
fluorestsentsmikroskoobiga. Piltide tegemiseks kasutati mikroskoobiga thendatud Olypmus
XM10 CCD kaamerat (Olympus, USA) ja cellSens Standard tarkvara (Olympus, USA).

Kilmldikude tegemiseks eemaldati osa hiire maksa suuremast sagarast, mis asetati 5 ml 4%
PFA (AppliChem GmbH, Saksamaa) (pH 7,0-7,5) lahusesse ning inkubeeriti kaks tundi 4 °C
juures. Seejérel pesti kude 10 minutit 5 ml PBSiga, lisati 5 ml 30% sahharoos-PBS lahust ja
inkubeeriti Uledd 4 °C juures. Sahharoosis seisnud kude asetati kriiovormi (Sakura Finetek,
USA) ning kaeti Tissue-Tek® O.C.T. Compound (Sakura Finetek, USA) kiilmutamisseguga.
Proov kulmutati vedelas ldmmastikus jahutatud isopentaani (AppliChem GmbH, Saksamaa)
lahuses ning kude hoiustati -80 °C juures. Immunofluorestsentsanalliisi teostamiseks I8igati
kilmutatud maksast SLEE CRYOSTAT MNT (SLEE medical GmbH, Saksamaa) kriiostaadiga
5 um paksused koelGigud, mis asetati spetsiaalsele kilmldikudele m&eldud StarFrost®
(Waldemar Knittel GmbH, Saksamaa) alusklaasile. Pdrast I6ikamist hoiti klaase Gleliigse vee

aurustumiseks tund aega toatemperatuuril ning seejarel hoiustati -20 °C juures.

Enne immunofluorestsentsanalulsi lasti koelGikudel soojeneda toatemperatuurini ja neid pesti
PBS lahusega 3 korda 5 minutit. Seejarel asetati klaasid antigeenide vabastamiseks 30
minutiks 80 °C 10 mM Na-tsitraadi (pH 8.7) (AppliChem GmbH, Saksamaa) lahusesse. Pérast
kuumutamist lasti Na-tsitraadi lahuses olevatel klaasidel jahtuda toatemperatuurini, millele
jargnes klaaside pesu 3 korda 5 minutit PBSis. Antikehade mittespetsiifilise seondumise
valtimiseks ja rakkude permeabiliseerimiseks lisati igale koeldigule 100 pl 1% I6ssilahust
(AppliChem GmbH, Saksamaa), mis sisaldas 0,3% TritonX100 (AppliChem GmbH,
Saksamaa), ning inkubeeriti 30 minutit toatemperatuuril olevas pimedas niisutuskambris. Ka
kdikidel jargnevatel inkubeerimistel lisati igale koelGigule 100 ul lahust ning kasutati samu
tingimusi. Permeabiliseerimisele jargnes klaaside pesu PBSis, blokeerimine 4% eesli
seerumiga (Sigma-Aldrich®, USA) PBSis ja uus pesu PBSiga. Seejarel inkubeeriti koelGike 60
minutit blokeerimisseerumis lahjendatud primaarse K19 antikehaga ning pesti 3 korda 5
minutit PBSis. Jargmisena lisati blokeerimisseerumis lahjendatud eeslis toodetud janese

spetsiifilist Alexa Fluor® 647 konjugeeritud antikeha ning inkubeeriti 60 minutit, millele
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jargnes 3 korda 5 minutit PBS pesu. Rakutuumade vérvimiseks to6odeldi I6ike fluorestseeruva
DAPI (ingl 4',6-diamidino-2-phenylindole) (Sigma-Aldrich®, USA) varviga (1 mg/ml), mida
lahjendati 1:10000, inkubeeriti 5 minutit ja pesti PBSis. Seejérel lisati igale I6igule 30 pl
DAKO Fluorescent Mounting Medium (Dako, Taani) sulundusvedelikku ja kdige peale asetati

katteklaas. KoelGikudega klaase sdilitati 4°C juures.

Koeldikude immunofluorestsentsanaliitisiks kasutati fluorestsentsmikroskoopi Olympus Cell?
(Olympus, USA) ja sellele vastavat Olympus Cell® Imaging (Olympus, USA) tarkvara.
Analidsi labiviimiseks kasutatud fluorokroomid, neid ergastavad laserid ja emiteeritud
kiirguse detekteerimiseks kasutatud filtrid on koondatud tabelisse 4. Piltide tegemiseks
ja tootlemiseks kasutati Hamamatsu OCRA-ER CCD kaamerat (Hamamatsu, Jaapan) ja

Hokawo 2.1 (Hamamatsu, Jaapan) pildito6tluse programmi.

Tabel 4. Immunofluorestsentsanaltiisi labiviimiseks kasutatud fluorokroomid, neid
ergastavad laserid ja emiteeritud valguse detekteerimiseks kasutatud filtrid.

Fluorokroom Ergastava laseri Emiteeritud valguse detekteerimiseks
lainepikkus (nm) kasutatud filtrid (nm)

tdTomato 560 607+36

Alexa Fluor® 647 | 650 684+24

DAPI 387 440x40
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2.3. Tulemused

2.3.1. Sapiteede rakkude jarglaskonna jalgimine K19¢*/TOM* genotutbiga
hiirtel
2.3.1.1. K19¢*/TOM" genotuibiga hiirte maksa homoostaas

Maksa sapiteedest parit rakkude jarglaskonna jalgimiseks kasutati K19°"*/TOM™ genotiilibiga
hiiri, kellele sustiti 21 pdeva vanuselt tamoksifeeni. Muutuste tuvastamiseks rakkude
spetsialiseerumises kasutati erinevaid ajapunkte: 3 péeva, 1 kuu ja 6 kuud pérast tamoksifeeni
stistimist (Joonis 12, A). Rakkude in vivo jalgimise susteemi funktsionaalsuse kontrollimiseks
eemaldati  uuritavatest maksadest ~1 mm paksused 18igud, mida anallusiti
fluorestsentsmikroskoobiga. KoelGikude uurimisel leiti, et 3 péeva pérast tamoksifeeni
stistimist olid varvunud peamiselt Uksikud sapiteede rakud (Joonis 13, A). Samas kuu aja
pérast oli tdTomatot ekspresseerivate rakkude hulk suurenenud ning need moodustasid
sapiteedele iseloomulikke struktuure (Joonis 13, B). Sapiteede puid meenutavad struktuurid
olid tuvastatavad kuus kuud pérast tamoksifeeni ststimist (Joonis 13, C).

200 pm 200 pm

Joonis 13. K19¢¢*/TOM™* genotuubiga hiirte sapiteede rakkude tdTomato ekspressioon
~1 mm paksustel koeldikudel. Sapiteede rakkude tdTomato ekspressioon 3 paeva (A), 1 kuu
(B) ja 6 kuud (C) parast tamoksifeeni stistimist.

Uuritavatest maksadest parinevaid koeldike analutsiti ka immunofluorestsentsmeetodil. Kolm
paeva pdarast tamoksifeeni sistimist eraldatud maksakoes tuvastati peamiselt Uksikuid
tdTomatot ekspresseerivaid rakke, mis olid sapiteede rakkudele iseloomuliku morfoloogiaga
ja ekspresseerisid sapiteede markerit K19 (Joonis 14, A-F). Uksikutel juhtutel leiti
koelbikudelt ka hepatotsulitidele omase morfoloogiaga tdTomatot ekspresseerivaid ja K19
mitteekspresseerivaid rakke. (Joonis 14, G-1). Kuu ajaga olid téiskasvanud hiirtel
moodustunud peaaegu terviklikud sapiteedele iseloomulikud struktuurid, mille rakud

ekspresseerisid nii tdTomatot kui ka sapiteede markerit K19 (Joonis 15).
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kombineeritud

Joonis 14. K19¢¢*/TOM* genotltbiga hiirte maksa tdTomato ekspressioon 3 péaeva
parast tamoksifeeni ststimist. (A-F) Sapiteedele iseloomulikud TOM*/K19* ja K19* rakud.
(G-1) Hepatotsuitidele iseloomuliku morfoloogiaga TOM*/K19- rakud. Pildil 1 on siniselt
kujutatud tuumavéarv DAPI.

kombineeritud

Joonis 15. K19°¢*/TOM™* genotuubiga hiirte maksa tdTomato ekspressioon 1 kuu péarast
tamoksifeeni stistimist. (A-C) Sapiteedele iseloomulikud TOM*/K19* ja K19" rakud.
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Parast kuue kuu mooddumist oli margata véikeseid tdTomatot ja sapiteede markerit K19
ekspresseerivate rakkude kolooniad, mis moodustasid endiselt ainult osa sapiteede rakkudest
(Joonis 16, A-C). KoelGikudelt leiti ka hepatotsudtidele iseloomuliku morfoloogiaga
tdTomatot ekspresseerivaid ja K19 mitteekspresseerivaid rakke, kuid neil puudus DAPI
signaal (Joonis 16, D-F). Samas vdib tdTomato varvumise kuju alusel arvata, et tegemist on

hepatotsutidega, mille tuumad paiknesid teises tasapinnas.

kombineeritud

Joonis 16. K19¢*/TOM™ genottubiga hiirte maksa tdTomato ekspressioon 6 kuud parast
tamoksifeeni sustimist. (A-C) Sapiteedele iseloomulikud TOM*/K19" ja K19" rakud. (D-F)
Hepatotstitidele omase morfoloogiaga TOM*/K19- rakud. Pildil F on siniselt kujutatud
tuumavarv DAPI.
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2.3.1.2. K19°¢*/TOM™" genotutbiga hiirte maksa regeneratsioon kahjustuse

korral

Kahjustusest pdhjustatud regeneratsiooni uurimiseks tekitati K19"*/TOM™ hiirtele 1 kuu
pérast tamoksifeeni siistimist nii sapiteede kui ka parenhiumirakkude kahjustusi, mille pikkus
ja/vdi regeneratsiooniaeg oli koikide katsete puhul kaks nédalat. (Joonis 12, B).
Immunofluorestsentsanaliilisiga tuvastati, et pérast maksa osalist hepatektoomiat séilis
tdTomato ekspressioon sapiteede rakkudes (Joonis 17, A-C), kuid vdrreldes kahjustamata
maksaga, oli mérgata nende hulga vahenemist. Samuti leiti maksa parenhiumist nii tksikuid
kui ka kolooniaid moodustavaid TOM*/K19- rakke, millel oli ka hepatotsiiitidele iseloomulik

morfoloogia (Joonis 17, D-1).

kombineeritud

Joonis 17. K19¢"¢*/TOM* genotiibiga hiirte maksa tdTomato ekspressioon parast osalist
hepatektoomiat. (A-C) Sapiteedele iseloomulikud TOM*/K19* ja K19" rakud. (D-F)
Sapiteede TOM*/K19* ja K19 rakud ning eemal paiknevad hepatotsiittidele iseloomuliku
morfoloogiaga TOM*/K19- rakud. (G-1) Hepatotsiitidele iseloomuliku morfoloogiaga
TOM*/K19- rakud. Pildil I on siniselt kujutatud tuumavarv DAPI.
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Keemilisest kahjustusest (CCls) taastunud maksa immunofluorestsentsanaliiisiga tuvastati
tdTomato ekspressiooni peamiselt (ksikutes ja vaikseid kolooniaid moodustavates pikliku
kujuga sapiteede rakkudes (Joonis 18, A-F). Seega véiksemad sapiteed ja nende rakud olid
kahjustuse toimel jagunenud ja hakanud moodustama uusi sapiteede struktuure. Uksikutel
juhtudel leiti koeldikudelt ka hepatotsttidele iseloomuliku morfoloogiaga TOM*/K19- rakke
(Joonis 18, G-I).

kombineeritud

Joonis 18. K19¢¢*/TOM™* genotiilibiga hiirte maksa tdTomato ekspressioon péarast
keemilist kahjustust (CCls). (A-C) Sapiteedele iseloomulikud TOM*/K19* ja K19" rakud.
(D-F) Kahjustuse tagajarjel jagunenud TOM*/K19" ja K19" rakud. (G-I) Hepatotstitidele
iseloomuliku morfoloogiaga TOM*/K19- rakk. Pildil I on siniselt kujutatud tuumavarv DAPI.
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Kahjustuse tagajarjel jagunenud ja uusi sapiteede struktuure moodustanud TOM*/K19" ja
K19" rakke tuvastati ka sapijuha sulgemise korral, kus tdTomato ekspressioon esines nii
vaiksemates kui ka suuremates rakukolooniates (Joonis 19, A-C). Rakkude jagunemist ja uute
sapiteede moodustamist oli aga rohkem just suurte portaalalade piirkonnas ja veidi vahem
vaikesemate sapiteede l&dhedal. Kahjustatud maksa parenhaimist leiti nii Uksikuid kui ka
kolooniaid moodustavaid hepatotstitidele iseloomuliku morfoloogiaga TOM*/K19- rakke

(Joonis 19, D-I).

C. \ kombineeritud
.

Joonis 19. K19°¢*/TOM* genotuibiga hiirte maksa tdTomato ekspressioon péarast
sapijuha sulgemist. (A-C) Sapiteedele iseloomulikud TOM*/K19" ja K19 rakud. (D-F)
Sapiteede TOM*/K19" ja K19* rakud ning eemal paiknevad hepatotsiiitidele iseloomuliku
morfoloogiaga TOM*/K19- rakud. (G-1) Hepatotsiitidele iseloomuliku morfoloogiaga
TOM*/K19- rakud. Pildil I on siniselt kujutatud tuumavérv DAPI.
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Ka DDC kahjustusega hiirte maksas oli margata TOM*/K19" ja K19" sapiteede rakkude
intensiivset jagunemist ning tdTomato oli ekspresseeritud nii Uksikutes rakkudes kui ka
vaiksemates kolooniates (Joonis 20). Samas hepatotsiiutidele omase morfoloogiaga
TOM?/K19- rakke uuritud koel6ikude pealt ei tuvastatud.

Joonis 20. K19°¢*/TOM™ genotttbiga hiirte maksa tdTomato ekspressioon parast DDC
dieeti. (A-F) Sapiteedele iseloomulikud TOM*/K19* ja K19" rakud.
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2.3.2. Parenhtimirakkude  jarglaskonna  jalgimine  TTR“¢*/TOM”*
genotlubiga hiirtel

2.3.2.1. TTR***/TOM™ genotlitibiga hiirte maksa homdostaas

Maksa parenhiiimirakkude jarglaskonna jalgimiseks kasutati TTR®®"/TOM™ genotiibiga
hiiri, kusjuures katseplaan oli samasugune nagu K19¢*/TOM™ genotlilibiga hiirte puhul
(Joonis 12, A). Kolm pédeva parast tamoksifeeni slstimist eraldatud maksakoes tuvastati
tdTomato ekspressiooni peamiselt tksikutes TOM*/K19- hepatotsiitides (Joonis 21, A-C).
Samas taheldati ka sapiteede morfoloogiaga TOM*/K19" rakke, mis paiknesid tdTomatot
ekspresseerivate hepatotsutide vahetus laheduses voi ka kaugemal (Joonis 21, D-F).

kombineeritud

._"‘

Joonis 21. TTR®/TOM* genottibiga hiirte maksa tdTomato ekspressioon 3 paeva
parast tamoksifeeni sistimist. (A-C) tdTomatot ekspresseerivad parenhiiiimirakud ja K19*
sapiteede rakud. (D-F) tdTomatot ekspresseerivad hepatotstiidid ja sapiteede morfoloogiaga
TOM*/K19" rakud.

Kahjustamata hiire jalgimisel selgus, et Uks kuu pérast tamoksifeeni sistimist oli tdTomato
endiselt ekspresseeritud peamiselt tksikutes hepatotsudtides (Joonis 22, A-C). Samas esines
ka kuni seitsmest rakust koosnevaid kolooniaid. Jatkuvalt olid tuvastatavad ka sapiteede
morfoloogiaga TOM'/K19* rakud, kuid nende tdTomato signaal oli ndrgem kui
hepatotstitidel. (Joonis 22, D-F). Veelgi pikema aja véltel, kuus kuud péarast tamoksifeni
stistimist, olid hepatotsudtide kolooniad veidi suurenenud ning leidus ka rohkem kui 10 rakust
koosnevaid kolooniaid (Joonis 23, A-C, G-l). Samuti olid tuvastatavad sapiteede
morfoloogiaga TOM*/K19" rakud, kuid nende hulk ei olnud aja jooksul margatavalt

suurenenud (Joonis 23, D-F).
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kombineeritud

Joonis 22. TTR"™®/TOM* genotiilibiga hiirte maksa tdTomato ekspressioon 1 kuu parast
tamoksifeeni slstimist. (A-C) tdTomatot ekspresseerivad parenhiimirakud ja K19*
sapiteede rakud. (D-F) tdTomatot ekspresseerivad hepatotsiiudid ja sapiteede morfoloogiaga
TOM'/K19" rakud (valged nooled).

kombineeritud

Joonis 23. TTR™®/TOM* genotlubiga hiirte maksa tdTomato ekspressioon 6 kuud
parast tamoksifeeni sustimist. (A-C) TOM™ hepatotsuiidid ja K19" sapiteede rakud. (D-F)
TOM™ hepatotsiilidid ja sapiteede morfoloogiaga TOM*/K19* rakud (valge nool). (G-1) Ligi
20 rakust koosnev hepatotsiiutide koloonia. Pildil I on siniselt kujutatud tuumavérv DAPI.
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Varreldes TTR™®*/TOM™ genotiilibiga hiirte maksa parenhiiiimirakkude kolooniate suuruseid,
tuvastati aja jooksul toimuv normaalse maksa hepatotsiiitide jagunemine ja seeldbi ka
rakukolooniate suurenemine (Joonis 24). Erinevatel ajapunktidel tehtud koelGikudelt loeti
kokku Uksikute ja kolooniaid moodustavate hepatotsiiitide arv. Arvutuste tulemusel leiti, et
kolm péeva parast tamoksifeeni sustimist oli tksikuid rakke 78% ning keskmine koloonia
moodustanud rakkude arv oli 1,4 (Joonis 24, D3; LISA 3). Kuu aega pérast tamoksifeeni
sustimist oli aga margata uUksikute maksarakkude arvu véhenemist ja nende arvelt kolooniate
suurenemist (Joonis 24, M1). Pikema aja valtel véhenes Uksikute rakkude arv veelgi (54,8%),
ning suurenes kolooniaid moodustavate rakkude arv. Selle tulemusena oli kuus kuud pérast

tamoksifeeni sustimist keskmine koloonia moodustunud rakkude arv 2,1. (Joonis 24; LISA 3)
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Joonis 24. Hepatotsutide koloonia suuruse muutumine ajas. D — pdev; M — kuu. Sinisega
on kujutatud rakukolooniate suurused ja nende protsent kolm péeva parast tamoksifeeni
ststimist. Kollasega on toodud olukord 1 kuu pérast tamoksifeeni sistimist ja rohelisega 6
kuud parast tamoksifeeni siistimist.
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2.3.2.2. TTR®**/TOM* genotuubiga hiirte maksa regeneratsioon kahjustuse
korral

Keemilise kahjustusega (CCls) maksas oli tdTomato ekspresseeritud nii parenhidmi- kui ka
sapiteede rakkudes (Joonis 25, A-C, G-1). Peamiselt moodustasid tdTomatot ekspresseerivad
hepatotsulidid 3-10 rakust koosnevaid kolooniad (Joonis 25, A-C), kuid leidus ka suuremaid
rakkude kogumikke (Joonis 25, D-F). Samas sapiteedele iseloomuliku morfoloogiaga
TOM*/K19* rakkude hulk ei olnud kahjustamata maksaga vorreldes margatavalt suurenenud.

kerbineeritud

0!

¥

Joonis 25. TTRY®*/TOM* genotllbiga hiire keemilise kahjustusega (CCls) maksa
tdTomato ekspressioon. (A-C) TOM™ hepatotsiilitide kolooniad ja K19* sapiteede rakud. (D-
F) Ligi 20 rakust koosnev hepatotsttide koloonia. Pildil F on siniselt kujutatud tuumavarv
DAPI. (G-1) TOM" hepatotsiilidid ja sapiteede morfoloogiaga TOM*/K19" rakud.

DDC dieedil olnud hiirtel esines tdTomato ekspressioon peamiselt ksikutes rakkudes, kuid
leidus ka kuni viiest parenhiiimirakust koosnevaid kolooniaid (Joonis 26). Samuti oli ndha
kahjustuse tagajarjel toimunud aktiivset sapiteede rakkude jagunemist ja uute sapiteede
moodustumist (Joonis 26, A-C). Lisaks esines ka palju TOM'/K19" ja sapiteede
morfoloogiaga rakke (Joonis 26, D-F).
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_*_. Rombineeritud
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Joonis 26. TTR®*/TOM* genotlilbiga hiire DDCga kahjustatud maksa tdTomato
ekspressioon. (A-F) tdTomatot ekspresseerivad hepatotsitidid ja sapiteede morfoloogiaga
K19* rakud. (D-F) TOM* hepatotstiidid ja TOM*/K19" sapiteede morfoloogiaga rakud (valge
nool).

TTR®*/TOM* genotiilibiga hiirte kahjustatud maksa parenhiiimirakkude kolooniate
suuruseid vorreldes leiti, et hepatotsiutidele toksilise CCls tagajérjel toimub nende
jagunemine ja seega suureneb kolooniad moodustavate rakkude arv (Joonis 27). Sapiteedele
toksilise DDC dieeti korral maksarakkude kolooniate suurenemist, vorreldes kahjustamata
maksaga, ei téheldatud (Joonis 27). Parast CCls kahjustust oli maksarakkude keskmine

koloonia suurus 2,1 rakku, kuid DDC dieedi ja kahjustamata maksal 1,5 rakku (LISA 2).
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Joonis 27. Hepatotsuitide kolooniate suurused parast kahjustust. Rohelisega on kujutatud
kahjustamata maksa rakukolooniate suurused ja nende protsent. Punasega ja halliga on kujutatud
vastavalt kaks nadalat parast DDC ja CCls kahjustust leiduvate rakukolooniate suurused ja nende
protsent.
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2.4. Arutelu

Maksa regeneratsioonimehhanismi ei ole veel tépselt kirjeldatud ja see tekitab vastava ala
uurijate seas palju diskussiooni. Regeneratsiooni eest vastutavate rakkude defineerimine
aitaks valja tootada farmakoloogilisi strateegiaid krooniliste maksahaiguste raviks ja
rakupOhist teraapiat erinevate maksakahjustuste korral. Arvatakse, et maksa homoostaasi eest
vastutavad diferentseerunud ning jagunemisvdimelised hepatotsiiudid ja sapiteede rakud.
Kahjustuse korral vdivad aga maksa paranemises osaleda ka tdiskasvanud tlvirakud, kuid
siiani pole nende olemasolu suudetud tuvastada. Samas on uldlevinud arvamus, et maksa
potentsiaalsed tdiskasvanud tivirakud voivad paikneda Heringi kanalis. (Alison jt, 1996; Dan
ja Yeoh, 2008; Isse jt, 2013; Schmelzer jt, 2006; Zorn, 2008; Theise jt, 1999; Yovchev jt,
2008)

Seni on maksa tuvirakkude tuvastamiseks kasutatud meetodeid, mis ei vdimalda jalgida
hepatotstiitide ja sapiteede rakkude pOlvnemist. Samuti on leitud, et normaalsetes
hepatotstitides voidakse ekspresseerida sapiteede transkriptsioonifaktoreid ning tamoksifeen
vOib poOhjustada maksarakkudes sapiteede markerite ekspressiooni. Seega tuleks maksa
regeneratsioonis osalevate rakkude tdpsemaks identifitseerimiseks uurida rakkude klonaalset
jagunemist. (Carpentier jt, 2011; Espanol-Suner jt, 2012; Furuyama jt, 2011; Huch jt, 2013;
Isse jt, 2013; Iverson jt, 2011; Malato jt, 2011; Tarlow jt, 2014). K&esolevas magistritdos
kasutati in vivo rakkude jarglaskonna jalgimise meetodit, et uurida maksa homd@ostaasis ja
kahjustatud maksa regeneratsioonis osalevaid rakke. Selleks Kkasutati sapiteede ja
hepatotsuittide jarglaskonna jélgimist vdimaldavaid hiiri, et uurida véimalikku muutuste

toimumist nii ajas kui ka erinevate maksakahjustuste korral.

Kdigepealt kontrolliti ststeemi funktsionaalsust ja ajas toimuvaud muutusi K19¢*/TOM™
genotliubiga hiirte koelBikudel, kus néhti moodustuvate sapiteede struktuure ja pikema aja
jooksul pea téieliku sapiteede puu moodustumist (Joonis 13). Sapiteede homdostaasi
mehhanismi kohta on varasemalt olnud palju vastakaid seisukohti. Nditeks on arvatud, et uued
sapiteede rakud vdivad tekkida periportaalsetest hepatotsiitidest (Desmet jt, 1995),
olemasolevate sapiteede rakkude jagunemisel (Slott jt, 1990) vo6i ka sapiteede tuvirakkudest
(Theise jt, 1999). Tapsemad uuringud on aga selgitanud, et sapiteede homdoostaasi tagab
peamiselt diferentseerunud ja jagunemisvfime sdilitanud sapiteede rakkude replitseerumine
(Magami jt, 2002) ning ka k&esolevas magistritdos leiti, et sapiteede rakkude uuenemine
toimub eelkdige olemasolevate rakkude jagunemisel. Saadud tulemused aga ei vdlista

sapiteede tlvirakkude osalemist antud protsessis ning selle kindlaks tegemiseks tuleks
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kasutata teisi sapiteedes paiknevate potentsiaalsete tlvirakkude markereid, naiteks Sox9 (ingl
SRY (sex determining region Y)-box 9). Selliste uuringute tulemusena on aga leitud, et antud
rakud ei jagune aja jooksul markimisvaarselt (Tarlow jt, 2014). Seega vOime arvata, et

sapiteede uuenemise eest vastutavad peamiselt sapiteede diferentseerunud rakud.

Ké&esoleva magistritod eesmargiks oli ka uurida normaalse maksa homdostaasi ja rakkude
voimalikku transdiferentseerumist sapiteede rakkudest hepatotsiutideks ja vastupidi. Selleks
uuriti K19"*/TOM™ genotiilibiga hiiri erinevatel ajapunktidel ning leiti, et aja jooksul ei
toimu markimisvaarset hepatotstiitide asendumist sapiteedest parit rakkudega (Joonis 14;
Joonis 15; Joonis 16). Proovidest tuvastati kill Uksikutel juhtudel maksarakkudele
iseloomuliku morfoloogiaga rakke, kuid nende hulk ei ole normaalse maksa séilitamiseks
piisav. (Joonis 15, G-I; Joonis 16, D-F). Potentsiaalsete transdiferentseerunud rakkude
paremaks tuvastamiseks vOiks kasutada naiteks maksarakkude tuumaspetsiifilist HNF4o
antikeha. Uksikute periportaalsete hepatotsiiiitide tekkimist on ka varem Kkirjeldatud
(Furuyama jt, 2011; Iverson jt, 2011). Samasuguseid tulemusi on saadud ka tamoksifeen Cre-
LoxP, mida kasutati ka kéesolevas t66s, AAV-TTR-Cre (AAV, ingl adeno-associated virus)
stisteemi (Tarlow jt, 2014) ning teiste meetoditega (Carpentier jt, 2011; Espanol-Suner jt,
2012; Malato jt, 2011). Seega vdib antud to60 praeguste tulemuste pdhjal arvata, et normaalse
maksa homdoostaasi eest vastutavad peamiselt diferentseerunud ja jagunemisvéimelised
maksarakud, sest hepatotsuitidele iseloomuliku morfoloogiaga rakke oli niivord vahe ja need

ei osalenud aktiivselt maksa parenhiimi uuenemises.

K19°"*/TOM™ genotiilibiga hiiri kasutati ka erinevate mehhanismidega tekitatud
maksakahjustuse jargse regeneratsiooni uurimiseks, et jalgida sapiteede rakkude jagunemist ja
tuvastada voimalikku sapiteede rakkude transdiferentseerumist maksarakkudeks. Maksa
keemiline kahjustus (CCls) ja sapiteede kahjustus (DDC) p6hjustasid kull sapiteede rakkude
aktiivset jagunemist, kuid markimisvadrseid muutusi rakkude spetsialiseerumises ei
tuvastatud. (Joonis 18; Joonis 20). Samuti ei olnud Uksikute ja hepatotstutidele iseloomuliku
morfoloogiaga rakkude hulk tdusnud. Seega vOib arvata, et antud toksiliste kahjustuste
tagajarjel toimub kill sapiteede rakkude aktiivne jagunemine, kuid see ei vii rakkude
spetsialiseerumise muutusteni, nagu on ka leitud varasemate uuringute tulemusena (Espanol-
Suner jt, 2012; Furuyama jt, 2011; Huch jt, 2013; Itoh ja Miyajima, 2013; Malato jt, 2011,
Tarlow jt, 2014). On ka v6imalik, et sapiteede rakud kull ei transdiferentseeru, kuid toetavad
hepatotsiittide jagunemist juksta- vOi parakriinsete signaalidega ning on seega vajalikud

maksa terviklikuks regeneratsiooniks (Ishikawa jt, 2012; Takase jt, 2013).
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Samas on sapiteede epiteelile iseloomuliku K19 markeri asemel kasutatud DDC kahjustuse
uurimiseks ka maksa eellasrakkude markerit Sox9 (Dorrell jt, 2011). Katsete tulemusena leiti,
et kahjustusega hiirte maksas on rakkude spetsialiseerumise muutumine kullaltki tavaparane.
Selles t00s kasutati katsete Iabiviimiseks samamoodi tamoksifeeni ststimisel aktiveeruvat Cre
stisteemi ja kaks nddalat kestnud DDC dieeti. Kuna aga Sox9 markerit on kasutatud ka teiste
meetodite korral, mille tulemusena rakkude transdiferentseerumist ei tuvastatud (Tarlow jt,
2014), siis ei saa kaesoleva t60 ja Dorrelli leitud tulemuste erinevus tulla kasutatud markerist,
vaid eksperimendi l&biviimise meetodite erinevustest. Seega on praegu kasutusel olevad
susteemid kdllalki puudulikud ja nende abil saadud tulemused kisitava vaartusega.

K19°**/TOM™ genotlilibiga hiirtele tehtud PH ja BDL operatsioonide tulemusena tekkis
maksa parenhiiimi aga tunduvalt rohkem tdTomatot ekspresseerivad ja hepatotsiitidele
iseloomuliku morfoloogiaga rakke ning nende kolooniaid (Joonis 17, D-I; Joonis 19, D-I).
Seni on arvatud, et pérast osalist hepatektoomiat vastutavad maksa regeneratsiooni eest
peamiselt jagunevad hepatotsiidid (Fausto, 2004; Grisham, 1962; Michalopoulos, 2010;
Taub, 2004; Yin jt, 2011), kuid kaesoleva t66 tulemus viitab vBimalikule sapiteede rakkude
transdiferentseerumisele ja/vdi oletatavate K19 ekspresseerivate tuvirakkude osalusele selles
protsessis. Varvunud rakukolooniate esinemine pérast sapijuha sulgemist viitab samuti

vOimalikule tdsisest kahjustusest tingitud rakkude transdiferentseerumisele ja jagunemisele.

Mdlema kahjustuse tagajarjel moodustunud kolooniad paiknesid aga tdTomatot
ekspresseerivatest sapiteede rakkudest kullaltki kaugel (Joonis 17, D-F; Joonis 19, D-F) ja
seega on voimalik, et osa nahtud kolooniatest tekkisid kdesolevas t66s juba varem kirjeldatud
hepatotsuiitidele omase morfoloogiaga rakkude jagunemisel. Kuna K19¢*/TOM*
genotliubiga hiirtel vdivad vérvuda nii sapiteede rakud kui ka sapiteedes paiknevad
potentsiaalsed tlivirakud, siis ei vBimalda uuringute labiviimiseks kasutatud meetod kindlaks
teha, kas varvunud hepatotstiidid on tekkinud sapiteede rakkude transdiferentseerumise voi
sapiteedes leiduvate tivirakkude diferentseerumise tulemusena. Selle valjaselgitamiseks
tuleks teostada taiendavaid uuringuid teiste markeritega, mis vdimaldaks veelgi tapsemalt
madrata rakkude Kklonaalset jagunemist, néiteks Sox9. Samuti tuleks tdTomatot
ekspresseerivate maksarakkude hulga ja selle muutuste kindlakstegemiseks kasutada FACS
(ingl fluorescence-activated cell sorting) analliisi. Samas ei saa valistada, et antud t60s leitud
vahesel mééral toimuv muutus sapiteede rakkude spetsialiseerumises vdib osutuda nii pikas

perspektiivis kui ka kroonilise kahjustuse korral funktsionaalselt oluliseks.
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Lisaks uuriti normaalse maksa homdostaasi ka TTR®®*/TOM* genotilibiga hiirtel, mis
voimaldasid jalgida parenhiidmirakkude jarglaskonda. Katsete labiviimiseks rakendati varem
kasutatud ajapunktide skeemi — vahemikus kolm pdeva kuni kuus kuud pérast tamoksifeeni
ststimist (Joonis 12, A). Esimeses ajapunktis tuvastati tdTomato ekspressiooni peamiselt
uksikutes hepatotsiutides, mis moodustasid k&ikidest varvunud rakkudest ~80% (Joonis 21,
A-C; Joonis 24, D3). Saadud protsent on kull veidi vdiksem kui varem avaldatud tulemused
(Tarlow jt, 2014), kuid erinevusi vdivad pdhjustada kasutatud ajapunktid ja kolooniasse
kuuluvate rakkude hulga lugemise metoodika. Kuu aega pérast tamoksifeeni sustimist oli
keskmine rakkude arv koloonias suurenenud (Joonis 22, A-C; Joonis 24, M1) ning kuue kuu
pérast olid moodustunud juba suuremad rakkude kolooniad ja Uksikute rakkude hulk oli
langenud 54 protsendini (Joonis 23, A-C; Joonis 24, M6). Maksa homoostaasi tagamiseks
toimuvat parenhiumirakkude jagunemist on erinevate meetoditega ka varemgi tuvastatud
(Grisham, 1969; Ng ja lannaccone, 1992; Wright ja Alison, 1984). Seega vdib nii Kirjanduses
avaldatud kui ka kédesoleva t60 tulemuste pdhjal arvata, et maksa uuenemise eest vastutavad
tivirakkude asemel hoopis spetsialiseerunud, kuid jagunemisvdimelised hepatotsiiudid. Seega
on t66 tulemusena leitud hepatotsultide kolooniate tekkimine ootuspérane ning viitab maksa

tavapérasele homoostaasile ja sellest tingitud maksarakkude jagunemisele.

Samuti leiti TTR®®*/TOM™ genotiilbiga hiirte maksa analiilisil sapiteede rakkudele
iseloomuliku morfoloogiaga ja tdTomatot ekspresseerivaid rakke (Joonis 21, D-F; Joonis 22,
D-F; Joonis 23, D-F), kuid neid taheldati tunduvalt rohkem kui K19¢¢*/TOM™ hiirte puhul.
Seega VvOiks arvata, et homoostaasi korral on maksarakkude muutumine sapiteede rakkudeks
tdendolisem kui vastupidine transdiferentseerumine. Antud véide on aga vastuolus tldlevinud
arvamusega, et maksa taiskasvanud tlvirakud paiknevad sapiteedes ning vajadusel arenevad
neist hepatotsuddid (Isse jt, 2013). Seega tuleks tdTomatot ekspresseerivate sapiteede rakkude
hulga ja selle muutuste kindlakstegemiseks kasutada FACS anallisi. Kusimusi tekitab ka
TOM'/K19* rakkude madalam tdTomato ekspressioonitase kui parenhiiimirakkudel. Samas
vOis signaali tugevuse erinevust pohjustadagi just rakkude transdiferentseerumine ja selle

kaigus toimunud muutused, mis mdjutasid omakorda ka tdTomato ekspressiooni.

Kullaltki tbendoline on ka vdimalus, et TTR promootor on aktiivne osades sapijuha rakkudes
ja sellisel juhul ei sobi antud TTR®®**/TOM™ siisteem hepatotsudiitide transdiferentseerumise
uurimiseks. Meetodi mittetdiuslikkusele viitab ka teise uurimisgrupi tulemus, kus AAV-TTR-
Cre vektorsiisteemi kasutamisel R26R-Confetti hiires ei leitud hepatotsultidest
transdiferentseerunud sapiteede rakke (Tarlow jt, 2014). Seega tuleks kdesolevas t60s leitud

maksarakkude transdiferentseerumise tdpsemaks uurimiseks ja kontrollimiseks kasutada
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alternatiivseid meetodeid, néiteks kirjeldatud vektorsisteemi ja/vGi alternatiivsed

hepatotstttidele iseloomulikke promootoreid, nagu albumiin.

TTR**/TOM™ genotlilibiga hiirtele tekitatud maksakahjustused (CCls ja DDC) p&hjustasid
intensiivset sapiteede rakkude jagunemist (Joonis 25, A-C; Joonis 26, A-C). CCl, tagajarjel
oli méargata ka tdTomatot ekspresseerivate rakukolooniate moodustumist, mis paiguti
koosnesid enam kui 10 rakust (Joonis 25, D-F; Joonis 27). See viitab kahjustuse tagajarjel
toimunud intensiivsele maksarakkude jagunemisele. Teades, et CCls on eelkdige toksiline
hepatotstitidele (Weber jt, 2003), on saadud tulemus ka ootuspérane. Koeldikudelt leiti nii
suuri kui ka véikseid kolooniaid, seega jagunes osa rakke kahjustuse parandamiseks korduvalt
ning moni rakk ei jagunenud Uldse. CCls kahjustusest pohjustatud hepatotsultide jagunemist
on tuvastatud ka teistes katsetes (Tarlow jt, 2014) ja seega kinnitavad kdesolevas t60s saadud
tulemused, et tdiskasvanud ja jagunemisvdimelised hepatotsutdid on maksarakkude
kahjustuse korral olulised uute hepatotsuditide allikad.

DDC kahjustuse korral aga niivord intensiivset hepatotsudtide jagunemist ei téheldatud
(Joonis 27). See on kull vastuolus varem avaldatud tulemustega (Tarlow jt, 2014), kuid on
vOimalik, et pikema kahjustuse korral pdhjustab DDC dieet maksarakkude jagunemist.
Toksiini poolt kahjustatud maksas taheldati ka TOM*/K19* ja sapiteede morfoloogiaga rakke
(Joonis 26, D-F), mida oli margatavalt rohkem kui varem kasitletud normaalses ja CCls
kahjustusega maksas. Saadud tulemus on kooskblas varasemate eksperimentaalsete
tulemustega, kus DDC dieedi korral tekkisid sapiteede rakud peamiselt hepatotsiitidest
(Sekiya ja Suzuki, 2014; Yanger jt, 2013). Samas on ka vastupidiseid néiteid, kus maksarakud
ei osalenud sapiteede regeneratsioonis (Malato jt, 2011; Wang jt, 2003). Seega tuleks
tdTomatot ekspresseerivate sapiteede rakkude hulga ja selle muutuste kindlakstegemiseks
kasutada FACS analulsi. Samuti tuleks maksarakkude transdiferentseerumise tédpsemaks
uurimiseks ja kontrollimiseks kasutada eelpool kirjeldatud vektorstisteemi vdi alternatiivsed

hepatotstttidele iseloomulikke promootoreid.

Ké&esolevas magistritoos leiti, et tdsise maksakahjustuse tagajarjel esineb vahesel mééral
sapiteede rakkude transdiferentseerumist hepatotsiitidele iseloomuliku morfoloogiaga
rakkudeks. Samas parenhiumirakkude spetsialiseerumist sapiteede rakkudeks tuleks
kontrollida alternatiivsete meetoditega, nditeks kasutada tdTomato asemel R26R-Confetti
hiireliini ja/véi tamoksifeni asemel AAV-cre vektorit. Kirjanduses toodud uuringute
labiviimiseks on kasutatud erinevaid meetodeid ning katsemudeleid, kuid need mdjutavad

omakorda saadud tulemusi, mis vdivad seet6ttu olla vastuolulised. Ka kaesolevas toos
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tdheldati, et mdned tulemused Kinnitavad teistes uurimisgruppides saadud andmed, kuid
moned on vastuolus seni teadaolevaga. Probleemiks vdib olla ka olemasolevate kahjustuse
mudelite ebaefektiivsus, mistdttu tbelisi maksa tdiskasvanud tivirakke ei aktiveerita. Seega
maksa regeneratsiooni veelgi paremaks uurimiseks oleks vaja valja téotada tdpsemaid hiirte
rakkude klonaalse jalgimise mudeleid. Samuti puuduvad teised funktsionaalsed ja
usaldusvaarsed rakkude jalgimise loommudelid, mist6ttu ei saa ka kéesoleva t60 tulemusi

voOrdsustada roti vOi inimese maksas toimuva regeneratsiooniga.
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KOKKUVOTE

Maksal on suur regeneratsioonivéime, kuid selle mehhanismi ei ole suudetud veel taielikult
kirjeldada. Seet6ttu oli antud t60 eesmargiks uurida maksa homdostaasis ja kahjustatud maksa
regeneratsioonis osalevaid rakke. Kuna eksperimentaalses osas kasutati uurimisobjektina hiire
maksa, siis sisaldas kirjandusele tuginev osa Ulevaadet maksa ulesehitusest ja rakutliipidest.
Samuti anti Ulevaade maksa organogeneesist, postnataalsest arengust ja peamistest
funktsioonidest. Pdhjalikumalt kirjeldati ka maksa regeneratsiooniga seotud hiipoteese ja
probleeme. Sealjuures toodi vélja peamised maksa regeneratsiooni uurimiseks kasutatavad ja
maksakahjustusi tekitavad meetodid, nagu osaline hepatektoomia, sapiteede sulgemine, CCls
ja DDC toksiinid.

Antud magistritod Uheks eesmérgiks oli luua in vivo slsteem maksa sapiteede ja
parenhtumirakkude jarglaskonna jalgimiseks. Selleks kasutati mudelorganismina hiireliine
(K19°"¢*, TTRY®* ja TOM™), kelle omavahelisel ristamisel saadud jarglastel oli vdimalik
jalgida sapiteede rakkude (K19°¢*/TOM™) ja parenhiiiimirakkude jagunemist (TTR¢*/TOM™).
Cre-LoxP hiirtesse sustitud tamoksifeen pohjustas rakkudes tdTomato ekspressiooni, mis
omakorda vdimalas jélgida rakkude jagunemist. Mdlema ststeemi korral oli mérgata rakkude
varvumist kolm péeva pérast tamoksifeeni stistimist ja ekspressiooni sdilimist vahemalt kuue

kuu véltel. Seega on mdlemad saadud siisteemid funktsionaalselt tookorras ja stabiilsed.

Teiseks eesmargiks oli jalgida hiire maksa sapiteede ja parenhiimirakkude jagunemist
erinevatel ajapunktidel ning seeldbi tuvastada vdimalikku transdiferentseerumist maksa
erinevate rakuliste komponentide vahel. Selleks jalgiti sapiteede rakkude ja
parenhtumirakkude jagunemist kuni kuue kuu jooksul. Sapiteede rakkude jagunemise
jalgimisel selgus, et normaalses maksas toimub védga vahesel madral sapiteede rakkude
transdiferentseerumine hepatotsiiitidele iseloomuliku morfoloogiaga rakkudeks. Leitud
muutus sapiteede rakkude spetsialiseerumises ei ole aga piisav maksa parenhidmi
homoostaasi tagamiseks. Parenhiimirakkude jagunemise jélgimisel leiti, et maksa
homdoostaasi eest vastutavad peamiselt diferentseerunud ja jagunemisvéimelised
hepatotstitidid. Lisaks sellele tuvastati ka maksarakkude transdiferentseerumist sapiteede
rakkudeks, kuid vOib arvata, et saadud tulemus on pdhjustatud meetodi mittetdielikust
spetsiifikast.

Kolmandaks eesmargiks oli tekitada téiskasvanud hiire maksas sapiteede ja
parenhidmirakkude kahjustusi ning seelabi uurida rakkude v@imalikku transdiferentseerumist

maksa erinevate rakuliste komponentide vahel. Selleks jalgiti sapiteede rakkude ja
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parenhidmirakkude jagunemist erinevate kahjustuste tagajérjel, nagu PH, CCls, BDL ja DDC.
Sapiteede rakkude jagunemise jalgimisel leiti, et CCls ja DDC kahjustus ei pdhjusta rakkude
transdiferentseerumist hepatotstitideks. Samas PH ja BDL tekitasid muutusi rakkude
spetsialiseerumises, kuid transdiferentseerunud rakkude hulk ei olnud piisav maksa
taastootmiseks. Parenhiiumirakkude jagunemise jalgimisel leiti, et sapiteedele toksiline DDC
dieet ei pdhjustanud muutusi hepatotsiiutide  jagunemises. Kull aga maérgati
transdiferentseerunud rakkude hulga suurenemist, vorreldes kahjustamata maksaga. Samas
CCls kahjustusega maksas tuvastati kill hepatotsiiitide aktiivset jagunemist, aga mitte
rakkude transdiferentseerumist. Saadud tulemuste kontrollimiseks tuleks kasutada ka

alternatiivseid meetodeid.

Kéesolevas magistritods leitud sapiteede rakkude transdiferentseerumine hepatotsuitidele
iseloomuliku  morfoloogiaga  rakkudeks aitab  paremini  mdista hiire  maksa
regeneratsioonimehhanisme. Samas parenhiiimirakkude spetsialiseerumise muutust sapiteede
rakkudeks tuleks kontrollida alternatiivsete meetoditega. Saadud tulemusi saab rakendada
tdiendavate katsestisteemide loomiseks ja pikemas perspektiivis on vdimalik nende pdhjal

tootada vélja ravimeid ja strateegiaid maksakahjustuste ning krooniliste maksahaiguste raviks.
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Transdifferentiation Between Hepatocytes and Biliary System Cells in Liver
Regeneration

Kadri Valter

SUMMARY

The liver is known to be a highly regenerative organ and this feature has been studied for a
long time, but the complete regeneration mechanism is still not yet fully understood. Initially,
it was thought that liver regeneration was ensured by the differentiation of liver specific adult
stem cells. However, studies have shown that differentiated liver hepatocytes and biliary cells
are actually responsible for liver homeostasis. The presence of adult hepatic stem cells has not
yet been detected, but it is believed that they might be located in the region of hepatic bile

ducts.

A variety of methods have been used to detect liver stem cells, but the exact identity of the
cells involved in liver regeneration has remained unclear. Different liver damaging methods
have been used to enable regeneration and activate stem cells, however, the results obtained
by them is inconsistent and inadequate. Therefore, more accurate methods should be used to

identify cells responsible for liver regeneration.

In the current work, the structure and cell types of the liver were reviewed. In addition, liver
organogenesis, postnatal development and main functions were described. Moreover, since
the research was done on liver regeneration, problems and hypotheses associated with its
mechanisms were discussed. These include liver damage inducing methods, such as partial
hepatectomy, bile duct ligation, CCls, and DDC toxins, which are commonly used to research
the regeneration of damaged liver.

This work is part of a larger project which aims to investigate the role and regulation of stem
cells in liver regeneration and tumors. Defining the cells responsible for regeneration helps us
to develop new methods for the treatment of chronic liver diseases and cell-based therapies
for different types of liver damage.

The first objective of this thesis was to create a system for in vivo tracing of hepatic biliary
and parenchymal cells. This was achieved by crossbreeding different mouse strains (K19¢*,
TTR®*, and TOM™), whose offspring could be used to trace biliary (K19°¢*/TOM™) and
parenchymal cells (TTR®¢*/TOM™). Cells were distinguished by tdTomato staining, which
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was induced by the injection of tamoxifen into Cre-LoxP mice. In both systems, tdTomato
expression was noticeable three days after tamoxifen injection and it lasted for at least six
months. Thus it can be said that both of the systems were working and functionally stable.

The second objective of this study was to trace bile duct and liver parenchymal cells at
different time-points, and thereby detect potential transdifferentiation between different liver
cell compartments. Biliary and parenchymal cells were traced for up to six months. Biliary
duct cells showed some capability to transdifferentiate into cells with hepatocyte-like
morphology. However, there were not enough cells with changed specialization to ensure the
homeostasis of liver parenchyma. Traced parenchymal cells showed that liver homeostasis is
mainly achieved through replication of differentiated hepatocytes. In addition, some biliary
cells were found to be transdifferentiated from hepatocytes, but this result might have been

caused by the inaccuracy of the used method.

The third objective was to cause liver and biliary duct damage and thereby examine the
potential transdifferentiation between different cellular compartments. Bile duct and
parenchymal cells were traced throughout the liver damage, such as PH, CCls;, BDL, and
DDC. It was found that CCls; and DDC do not cause bile duct cells to transdifferentiate into
hepatocytes. However, transdifferentiated cells occurred after PH and BDL, but their amount
was not sufficient for the total reproduction of the liver. On the one hand, tracing parenchymal
cells revealed that DDC diet, toxic to biliary cells, caused no remarkable change in the
replication of hepatocytes. However, compared to healthy liver, an increase in
transdifferentiated cells was observed. On the other hand, parenchymally toxic CCls caused
rapid hepatocyte proliferation, but no transdifferentiation. The obtained results should be
controlled by using alternative methods.

In conclusion, described transdifferentiation of bile duct cells into morphologically
hepatocyte-like cells contributes to the understanding of the liver regeneration mechanism in
mouse. However, the change in specialization of parenchymal cells into biliary cells should
also be tested with alternative methods. Obtained results can ultimately be applied to develop
other experimental systems and to contribute to drug development for treating liver damage

and chronic liver diseases.
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TANUSONAD

Eelkdige tdnan oma juhendajat Viljar Jaksi, kes usaldas mulle niivord suure projekti
labiviimise ning lasi mul iseseisvalt kogeda teadust6o l&biviimise rddme ja muresid. Samuti
tdnan meie uurimisgrupi doktoranti Janeli Viili, kes oli nii emotsionaalseks kui ka praktiliseks
toeks minu projekti labiviimisel. Ta aitas heast tahtest kaasa ké&esoleva magistritoo
valmimisele ning teostas hiirtel labiviidud operatsioone. Eriline tdnu ka minu elukaaslasele,
kes veetis loendamatuid tunde minuga tulemuste Ule arutledes, t66d parandades ja mind
motiveerides. Mainimata ei saa ka jatta Rakubioloogia Oppetooli kollektiivi meeldivat

seltskonda, kes on nagu teise perekonna eest.
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LISAD

LISA 1. Loomkatsete luba.

ASUTUSESISESERS KASUTAMISERS
POLLUMAIANDUSMINISTEERIUM
Miirge wehiud “17." veebruar 2004 .a.

Juwurdepisupiirang kehtib kani 170220019

e W e e
é}m Adus: Awvaliku teabe seadus § 35 1g 1 pl7,
/55

5
MEE

POLLUMAJANDUSMINISTEERIUM

LOOMKATSEPROJEKTI LOAKOMISJON

OTSUS 17. veebruar 2014 nr 25
Tallinnas

Loomkatseprojekti luba

Loomakaitseseaduse § 45 1bike 2 alusel ning loomkatseprojektn loakomisjom 17.
veebruari 2004, a istungi protokolli nr 10 kohaselt otsustati jargimist:

1. Anda luba Viljar Jaks®ile (siind. 05.12.1967, aadress: Riia 23, Tartu, 51010)
loomkatseprojekti: JMaksa tivirakkude roll ja regulatsioon maksa regeneratsioonis
ning maksakasvajate tekkel® labiviimiseks jargmistel tingimustel:

1.1 loomkatseprojekti kavandaja ja loomkatseprojekti eest vastufav isik
Wiljar Jaks (siind. 05.12.1967, aadress: Riia 23, Tartu, 51010);

12 loomkatseprojekti libiviimise aeg ja koht: 01.03.2014 - 28.02.2017,
Tartu Ulikooli Molekulasr- ja Rakubioloogia Instituudi vivaarium, KL1202, aadress:
Riia 23, Tartu, 51010;

1.3. loomkatseprojekti kaasatud isikud: Kristiina Miemets-Allas (sind.
31.01.1977)

1.4. katseloomade ik ja arv: 204 hiirt

l. Aasta
Kokku 1. aastal 78 Rosa26-riT A/TRE-hiirt ning 18 NuwMu BalbC hiirt.

2. Aasma
Erinevate maksa rakuliste komponentide osa selgitamine regeneratsiconis vajaks 3
CreERT liini puhul 3 katsepunkti iga kahjusiuse meetodi kohta. Kontrollina kasutatakse
kahjustamata hiiri. Seega kasutatavate hiirte arv selles katses on 54, (3 Cre lini x 3
katsepunkii ¥ (3 maksakahjustusega hiirt + 3 kontrollhiirt))

3. Aasia
Lgri-ekspresseerivate rakkude péritolu  kindlakstegemine nduab 2 CreERT  liini
kasutamist 3 maksakahjustuse meetodi puhul. Kuna ka siin on oluline kontrollide
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lisarmine  siis  vajatakse  samuti 54 hiit (2 Cre limi x 3 katsepunkti = 3
maksakahjustusepa hiirt x 3 kontrollhiint))

1.5, loombkatses rakendatavad menetlused:

I. Loomkatsete kiigus tekitatakse hiirte maksas maksakahjustos jirginistel viisidel:

a) OO (stismiktetraklonid  1.23medke)  intraperitoneaalne  (Lp.)  injektsioon
lahustatuna taimedlis tckitab keskmise astmega maksakahjustus, mis paranch ca 7 picva
Jooksul. Tegemist on 24h jooksul middeva keskmise astme valwkannatusega, Valu
vithendamiseks sistitakse valuvaigistit (Rimadyl Sme'kg s.c) 13 pievas. Tubul kui
hiirel tekivad tugeva kannamse stimptomid v peritoneaal@mitusnihud hiir hukaakse,
Protseduur vitakse liba 45 hairel.

by DDC (3 5-diethoksikarbondil-1 4-dihiidrokollidiing dieet (100mg" wide kg
kohta) 7 pieva pdhjustab keskmise kahjustse, mis paraneb 1 nddalaga. Kuna valu
pihjus on maksa paisfurse sos valovaigistite manusiamine e anna soovitud efekin,
Juhul kui hiirel tekivad tugeva kannatuse stimptomid hiie hukatakse. Protsedoor viiakse
libi 45 hiirel,

¢} osaline maksarescktsioon fildanesteesias (hypnormy'dormicumi vesilahuse -
fentaniiiiltsitraat 0,079 mg'ml; fluanision 2,5 mg'ml ja midasolaam 1,25 mg'ml
intraperitoneanlne sist, 0.05 - 0.1 ml/10g, anesteesia Kestus ca 60 min). KohuGos
avatakse ning vasak sagar eemaldatakse (30% maksast) ja kdhudds suletakse. Kuna
tegemist on tugeva valuga manustatakse valuvaizstit (Rimadyl Smgkg s.c.) 1x pievas
4 postoperatiivse picva jooksul. Juhul kui vale siimptomid  piisivad  jatkatakse
wvaluvaigisti manustaimist. Maks regenereerub 2 nddalaga. Hiired hukatakse 2 niddala
middumizel peale protseduurt. Kol hiir €1 taastn 24h jooksul vii tekivad kannatuse
siimptomid hiir hukatakse, Protseduur viiakse Eibi 45 hiirel,

2. CreERT rekombinaasi aktiveerimiseks sistitakse hiini tamoksifeeni lahusega
taimedlis  1-10mg'hiime  kohta  1-2 korda  ip. Tegemist on  wviiga  lihiajalist
chamugavostunnet, kerget valu ja stressi pohjustava protseduuriga, Sel jubul hor
hukatakse. Protseduur viigkse ki 135 hiirel.

3. Spontaanscte maksakasvajate tekitamine tihekordse dietitilmtroosamim (DEN)
dlilahuse stistiga (i.p. 25mgke kuni 4x file pieva, 21 pieva vanustele hiintele) ning
pideva fenobarbitaali manustamisega joogivees (0,05%). Kasvajate arengut jilgitakse
40 ndidala jooksul. DEN siistid pdhjustavad lihiajalist ebamugavust (vi punkt 2).
Fenobarbitaali manustamine e tekita mingeid vaevusi, Maksakasvajate teke on iildisel
valutu, kuid voivad esineda tosised tsistused (pais ja sellest astsiit, valusindroom), mis
willjenduvad hiirie apaaisuses, sundasendis, kaalulanguses {ile 20%). Nende smpiomite
ilmnemisel  hiired  hukatakse koheselt, Kergema wvaln  siimpromite  ilmnemisel
manustatakse valuvaigistit (Rimadyl Smg/'ke s.c.) Ix pievas. Protseduur viiakse libi 3%
hiirel.

3, Tetratsiikhinsdltuva transkriptsiconi aktiveerimiscks manustatakse hiirtele
doksisiklim (2 g1y joogivees, millele on hisatud 5% sahharoosi. Ka pikaajaline
doksiiksikliini manustamineg el oma mingeid negatitvaeid mojusid i hiine arengule,
elukvaliteedile ega viljakusele. Protseduur viiakse 1dhi 78 hiirel,

6. Maksarakkude transplantatsiooniks, kohudds avatakse dldanesteesias ja sorditud
rakud slistitakse maksa vasakusse sagarasse kasutades insuliinististale (G30). Kahudas
suletakse, haav kactakse ning hurele manustatakse valuvaigistit subkutaanselt. Hurt
Jalgitakse 2x pacvas 3 postoperatiivse pieva jooksul. Valuvaigistit manustatakse nagu
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punktiz la } postop pieva jooksul [x paevas, Kui hiir ei aastu 24h jooksul vii tekivad
kannatuse sdmptomid hiir hukatakse. Protseduur viiakse libi 18 hiirel.

Humaansete lopp-punktide dldised krteenumid: Katsed lapetatakse enne planesritud
katse loppu hiivte dldseisundi halvenemisel {esinevad Kannatusstimptomid: spetsiifiling
sundazend, loidus, toidust keeldumineg); kaalulangusel dle 20%, ki tekib astsiit vai ki

operaisioonide korral loom @ ole 2, postoperatiivse picva 16puks taasiunud (loom on
loid, sundasendis).

Loomade hukkamise metoodika: Loomad hukatakse tservikaalse dislokatsiconi teel
katse lippemisel voi dilalpool defineeritud humaansete lpp-punktide  saabumisel,
Ubtegi katselooma ei kasutata katsetes korduvall, Loomadel labi viidavate katsere
iiksikasjaline kirjeldus on toodud punktis 1.

2, Oisust on Gigus vaidlustada haldusmenctluse seaduses vl halduskohtumenctluse
seadustikus ettenithiud korras ja tahtaja jooksul.

Mario Plaas
Anllkirfastatud digitaalselt/

Komisjoni esimees
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LISA 3. Keskmise hepatotstuttide koloonia suuruse muutumine ajas. D — péev; M -
nédal. Kolm pdeva pérast tamoksifeeni stistimist oli keskmine koloonia suurus 1,4 rakku. 1
ja 6 kuud hiljem oli see vastavalt 1,5 ja 2,1. Graafikul on toodud keskmiste 95%
usalduspiirid ning erinevus D3 ja M6 vahel on statistiliselt oluline (p<0.01).

Keskmise hepatotsiiiitide koloonia suuruse
muutumine ajas

[y

Keskmine rakkude arv koloonias

D3 M1 Mé

Tamoksifeni stistist moodunud aeg

LISA 2. Keskmine hepatotsuitide koloonia suurus parast kahjustust. Kahjustamata
maksa keskmine hepatotsiititide koloonia oli 1,6 ja kahjustatud maksal parast CCls kahjustust
2,1 ja parast DDC dieeti 1,5. Graafikul on toodud keskmiste 95% usalduspiirid ning CCls ja
kahjustuseta maksa vaheline erinevus on statistiliselt oluline (p<0.01).

Keskmise hepatotsiiitide koloonia suurus parast

kahjustust
8
&
8 3
g
=
S 2
(%]
=
=
-
T
8]
=
E
ﬁ 0
kahjustamata CCla DDC

maks

71



LIHTLITSENTS

Lihtlitsents I6put66 reprodutseerimiseks ja I6putdd Uldsusele kattesaadavaks tegemiseks

Mina KADRI VALTER
(autori nimi)
(sunnikuupaev: 25.11.1990 )

1. annan Tartu Ulikoolile tasuta loa (lihtlitsentsi) enda loodud teose

____ Hepatotsuttide ja biliaarse susteemi rakkude vaheline transdiferentseerumine

maksa regeneratsioonis :
(I6putdd pealkiri)

mille juhendaja on VILJAR JAKS :
(Juhendaja nimi)

1.1.reprodutseerimiseks séilitamise ja Uldsusele kéttesaadavaks tegemise eesmargil, sealhulgas
digitaalarhiivi DSpace-is lisamise eesmargil kuni autoridiguse kehtivuse téhtaja
IGppemiseni;

1.2.0ldsusele kattesaadavaks tegemiseks Tartu Ulikooli veebikeskkonna kaudu, sealhulgas
digitaalarhiivi DSpace’i kaudu alates 26.05.2017 kuni autoridiguse kehtivuse téhtaja
I6ppemiseni.

2. olen teadlik, et nimetatud digused jadvad alles ka autorile.

3. Kkinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei rikuta teiste isikute intellektuaalomandi ega
isikuandmete kaitse seadusest tulenevaid Gigusi.

Tartus, 26.05.2014__ (kuupéev)

72



