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KASUTATUD LÜHENDID 

AAV – adeno-associated virus, adeno-assotsieerunud viirus 

AFP – α-fetoprotein, alfafetoproteiin  

BDL – bile duct ligation, sapiteede sulgemine  

BrdU – bromodeoxyuridine, bromodesoksüuridiin  

CAR – constitutive androstane receptor, konstitutiivne androstaani retseptor  

CD – cluster of differentiation, diferentseerumise klaster  

Cre – causes recombination, põhjustab rekombinatsiooni  

DAPI – 4',6-diamidino-2-phenylindole, 4', 6- diamidiino-2-fenüülindool  

DDC – 3,5-diethoxycarbonyl-1,4-dihydrocollidine, 3,5-dietoksükarbonüül-1,4-dihüdro-
kollidiin  

Dex – dexamethasone, deksametasoon  

E – embryonic day, embrüonaalne päev  

EDTA – ethylenediaminetetraacetic acid, etüüleendiamiintetraatseethape 

EGF – epidermal growth factor, epidermaalne kasvufaktor  

EpCAM – Epithelial Cell Adhesion Molecule, epiteeliraku adhesioonimolekul  

ERT – estrogen receptor truncated, lühendatud östrogeeni retseptor  

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

FCAT – Federative Committee on Anatomical Terminology, Anatoomilise Terminoloogia 
Föderatiivne Komitee  

FGF – fibroblast growth factor, fibroblasti kasvufaktor  

Hes-1 – hairy and enhancer of split-1, karvane ja split 1 võimendaja  

HGF – hepatocyte growth factor, hepatotsüüdi kasvufaktor  

HNF4α – hepatocyte nuclear factor 4 alpha, hepatotsüüdi tuumafaktor 4 alfa  

IL-6 – interleukin 6, interleukiin 6  

K19 – keratin 19, keratiin 19  

LPS – lipopolysaccharide, lipopolüsahhariid  

NF-κB – nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, tuumafaktor kappa B 

NK – natural killer, loomulik tappur  
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OC1 – inglise keeles Onecut-1 

OSM – Oncostatin M, onkostatiin M  

PBS – phosphate buffered saline, fosfaadiga puhverdatud soolalahus 

PCR – polymerase chain reaction, polümeraasi ahelreaktsioon 

PFA – paraformaldehyde, paraformaldehüüd  

PH – partial hepatectomy, osaline hepatektoomia  

PXR – pregnane X receptor, pregnaan X-retseptor  

Sd – scalloped, laineline  

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

STAT3 – signal transducer and activator of transcription 3, signaali vastuvõtja ja 
transkriptsiooni aktivaator 3  

STM – septum transversum mesenchyme, mesenhüümi transversaalne septum  

TGFβ – transforming growth factor beta, transformeeriv kasvufaktor beeta  

TNFα – tumor necrosis factor alpha, kasvaja nekroosi faktor alfa  

TTR – transports thyroxine and retinol, transpordib türoksiini ja retinooli 

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

YAP – Yes-associated proteiin, Yes-seotud valk 
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SISSEJUHATUS 

Maksa iseloomustab suur regeneratsioonivõime, mida võimaldavaid mehhanisme on pikalt 

uuritud, kuid regeneratsiooni täieliku protsessi ei ole veel suudetud kirjeldada. Algselt arvati, 

et maksa uuenemine toimub klassikalise tüvirakkude mudeli alusel, kus koespetsiifilised 

täiskasvanud tüvirakud jagunevad ja diferentseeruvad spetsialiseerunud rakkudeks. Uuringute 

tulemusena on aga leitud, et maksa homöostaasi eest vastutavad diferentseerunud ning 

jagunemisvõimelised hepatotsüüdid ja sapiteede rakud. Samas maksa täiskasvanud 

tüvirakkude olemasolu pole suudetud veel tuvastada, kuid arvatakse, et potentsiaalsed 

täiskasvanud tüvirakud võivad paikneda sapiteede piirkonnas. (Alison jt, 1996; Dan ja Yeoh, 

2008; Isse jt, 2013; Schmelzer jt, 2006; Theise jt, 1999; Yovchev jt, 2008) 

Maksa tüvirakkude tuvastamiseks on kasutatud erinevaid meetodeid, kuid seni ei ole need 

põhjalikku tulemust andnud ja seetõttu on ka ebaselge tüvirakkude roll maksa 

regeneratsioonis. Tüvirakkude aktiveerimiseks ja diferentseeruma suunamiseks on kasutatud 

erinevaid maksakahjustuse meetodeid, mis võimaldavad uurida kahjustatud maksa 

regeneratsiooni. Samas on erinevate meetoditega saadud tulemused vastuolulised ja võib 

arvata, et olemasolevad meetodid on puudulikud. Rakkude täpsemaks identifitseerimiseks ja 

maksa regeneratsioonis osalevate rakkude uurimiseks oleks parem kasutada näiteks täpselt 

määratud identiteediga rakkude ja nende järglaskonna geneetilist märgistamist (ingl lineage 

tracing) võimaldavaid meetodeid. (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). 

Teema põhjalikumaks käsitlemiseks antakse käesoleva töö kirjanduse osas ülevaade maksa 

ülesehitusest, arengust ja funktsioonidest. Samuti käsitletakse seniseid teadmisi maksa 

regeneratsioonist normaaltingimustel ja ka kahjustuse korral. Töö eksperimentaalse osa 

eesmärgiks oli uurida maksa homöostaasis ja kahjustatud maksa regeneratsioonis osalevaid 

rakke. Selleks kasutati loommudelina hiiri, kellel oli võimalik sapiteede ja hepatotsüütide 

järglaskonda jälgida, seda nii ajas kui ka erinevate maksakahjustuste korral. Käesolev töö on 

osa suuremast projektist, mille eesmärgiks on uurida maksa tüvirakkude rolli ja regulatsiooni 

maksa regeneratsioonis ning maksakasvajate tekkel. Regeneratsiooni eest vastutavate rakkude 

defineerimine aitaks välja töötada uusi meetodeid krooniliste maksahaiguste raviks ja 

arendada rakupõhist teraapiat erinevatele maksakahjustustele.  
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1. KIRJANDUSE ÜLEVAADE 

1.1. Maksa üldiseloomustus  

1.1.1. Maksa ülesehitus 

Maks on selgroogsete loomade suurim siseorgan, mis paikneb kõhuõõne ülemises paremas 

neljandikus diafragma all. Antud organ on punakaspruuni värvusega ja koosneb neljast eri 

suuruse ja kujuga sagarast, mida nimetatakse parem-, vasak-, ruut- ja sabasagaraks. Maksa on 

võimalik kirjeldada, lähtudes morfoloogilisest-, funktsionaalsest- või individuaalsest 

anatoomiast. Morfoloogiline anatoomia põhineb maksa välisel 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 

põhinevad 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 võetakse arvesse konkreetse organismi eripärasid. (Abdalla jt, 

2002; Strasberg, 1997; Whitmore, 1999) 

Maksa morfoloogilisest anatoomiast lähtudes jaotab eesmiselt asetsev ümarside selle 

paremaks ja vasakuks sagaraks, mis on ühtlasi ka kõige suuremad sagarad. Kaks lisasagarat, 

saba- ja ruutsagar, on palju väiksemad ja paiknevad maksa sisemisel pinnal. Sabasagar ulatub 

üle parema sagara tagumise külje ja ümbritseb alumist õõnesveeni ning ruutsagar on parema 

sagara tagumisel küljel sapipõie ümber. (Joonis 1) (Bismuth jt, 1992) 

Joonis 1. Maksa väline morfoloogia. R – parem, L – vasak, S – peapoolne, I – sabapoolne, 
P – tagumine, A – eesmine. (A) Maksa eesmise poole morfoloogia. (B) Maksa sisemise 
poole morfoloogia. Modifitseeritud (Patton ja Thibodeau, 2009). 

7 



Funktsionaalse anatoomia korral on maksasagara väikseimaks üksuseks sagarik, mille 

moodustavad keskel paiknev tsentraalveen ning selle ümber kuusnurkselt paiknevad 

portaalveenide ja maksaarterite paarid (Joonis 2). Portaalveenid kannavad põrnast ja 

seedetraktist pärit venoosset verd ja maksaarterid aordist lähtuvat arteriaalset verd. Veresooni 

ja tsentraalveeni ühendavad omakorda rohked sinusoidid, mis tagavad sagarikes ainevahetuse. 

Pärast kapillaaride läbimist koondub veri tsentraalveenidesse, mis lõpuks liituvad ühtseks 

maksaveeniks ning veri suunatakse maksast välja. (Bioulac-Sage jt, 1992). Eelpool 

kirjeldatud maksa anatoomiline ülesehitus on iseloomulik nii inimesele kui ka teistele 

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

 

1.1.1.1. Maksa rakutüübid 

Maksasagariku moodustavad rakutüübid jagatakse kaheks: parenhüümi ja mitteparenhüümi 

rakud. Parenhüümi rakud on peamised maksa ehituslikud rakud ehk hepatotsüüdid ning 

mitteparenhüümi rakud on Kupfferi, täht-, sapiteid ning sinusoide moodustavad rakud. (Mall, 

1906). Parenhüümi hepatotsüüdid on kõrgelt diferentseerunud ja vähejagunevad peamisi 

maksa funktsioone täitvad rakud. Rakkude suuruseks on 30 µm x 20 µm ning morfoloogiliselt 

on tegemist hulknurksete epiteelirakkudega. Hepatotsüütide tuum on ümar ja varieeruva 

suurusega ning leidub ka kahetuumalisi rakke. Maksarakkudele on iseloomulik ka 

üherakukihiliste ja sinusoididega eraldatud maksaplaatide moodustamine (Joonis 2). (Bioulac-

Sage jt, 1992; Celton-Morizur jt, 2010; Fausto, 2000; Steer, 1995) 

Joonis 2. Maksasagariku ehitus. Mustad nooled kujutavad vere liikumise suunda ja 
kollased sapi liikumise suunda. Modifitseeritud (Patton ja Thibodeau, 2009). 
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Maksarakkude plasmamembraani ja vere vahelist ainevahetust vahendab perisinusoidaalne 

vereplasmat sisaldav ala ehk Disse vahe, mis võimaldab hepatotsüütide basaalpinnal 

paiknevatel mikrohattudel absorbeerida vereplasmast metaboliite ja toksiine (Joonis 3). Lisaks 

vereplasmale on perisinusoidaalses piirkonnas ka maksa tähtrakud 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 õhukesed ja sisaldavad palju pinotsütootilisi vesiikuleid (Gendrault jt, 

1988). Endoteeli rakkude vahel ja sinusoidses luumenis paiknevad Kupfferi rakud (Joonis 3), 

mis on oma olemuselt makrofaagid. Nende ülesandeks on ära tunda ja lagundada sinusoide 

läbivaid vanu erütrotsüüte ja seega on Kupfferi rakud ka osa retikuloendoteliaalsüsteemist. 

(Bioulac-Sage jt, 1992; Gendrault jt, 1988; Jones ja Summerfield, 1988) 

 

Väikeseid sinusoididega paralleelselt paiknevaid ja sappi koguvaid juhasid nimetatakse 

sapikanaliteks (Joonis 2; Joonis 3). Hepatotsüütide apikaalselt pinnalt kanalitesse 

sekreteeritava sapi liikumise suund on aga vastupidine sinusoidides liikuva vere suunale. 

Eritatud sapp suunatakse läbi sapiteede epiteeli- ja maksarakkudest koosneva Heringi kanali 

ning seejärel liigub see sapiteede epiteeli rakkudest moodustunud sapijuhasse. Sagariku 

äärealal paiknev sapijuha on omakorda paralleelne portaalveeni ja maksaarteriga ning vastav 

veresoonte paar koos sapijuhaga moodustab portaalala ehk maksatriaadi (Joonis 3). Kuna 

väikesed sappi koguvad kanalid ühinevad sapijuhadeks ja need omakorda suureks 

maksajuhaks, siis moodustub sapiteedest haruline puud meenutav struktuur. (Bioulac-Sage jt, 

1992; Saxena ja Theise, 2004) 

 

Joonis 3. Maksas rakutüübid ja nende paiknemine. Mustad nooled kujutavad vere ja sapi 
liikumise suunda. Modifitseeritud (Frevert jt, 2005). 
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Üheks 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 tüüp I keratiin, mis 

moodustub heterotüüpilistest tüüp I ja tüüp II keratiini paaride ahelatest. (Moll jt, 2008; Moll 

jt, 1982; Zatloukal jt, 2004; Van Eyken ja Desmet, 1993). Võrreldes teiste sapiteede 

markeritega, mis leiduvad ainult sapiteede epiteeli rakkudes, on K19 ekspressiooni tuvastatud 

ka väiksemate sapiteede harude ja ka Heringi kanali rakkudes. Samuti on selle ekspressiooni 

leitud loote maksa hepatoblastidest, kuid mitte täiskasvanud organismi maksarakkudest. 

Nende iseloomulike omaduste tõttu arvatakse, et K19 ekspresseerivad rakud võivad olla ka 

maksa tüvirakud. (Paku jt, 2005; Van Eyken jt, 1988) 

Täiskasvanud ja ka loote maksarakkudele on iseloomulik verre sekreteeritava 55 kDa 

molekulmassiga homotetrameeri transtüretiini (TTR, ingl transports thyroxine and retinol) 

süntees. Tetrameeri monomeerid koosnevad 127 aminohappest ja moodustavad palju beeta-

leht struktuure. Verre sekreteerituna seondub homotetrameer retinooli (vitamiin A) siduvate 

valkude ja kilpnäärme hormooni türoksiiniga (T4). TTRi on kutsutud ka prealbumiiniks, sest 

elektroforeesigeelil liigub transtüretiin 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). Hepatotsüütidele iseloomulik TTR valgu süntees on tagatud maksale 

ainuomaste transkriptsioonifaktoritega (nt HNF, ingl hepatocyte nuclear factor), mis 

puuduvad pea kõigis teistes loote või täiskasvanud organismi rakutüüpides (Costa ja Grayson, 

1991; Soprano jt, 1986). 

1.1.2. Maksa organogenees 

Loommudelite uuringutes on tuvastatud, et hepatogenees on evolutsiooniliselt kõrgelt 

konserveerunud ning sõltub embrüonaalse endodermi ja mesodermi vastastikustest 

interaktsioonidest. Selle tulemusena arenevad embrüonaalsest mesodermist tähtrakud, 

Kupfferi rakud ja veresooned. Endodermist saavad aga alguse maksa peamise rakumassi 

moodustavad hepatotsüüdid ja sapiteede rakud. Embrüo gastrulatsioonis tekib endodermaalne 

looteleht, millest moodustub ürgsool, mis jaotatakse omakorda ees-, kesk- ja tagasoole 

piirkonnaks. Embrüonaalse maksa areng algab eessoole epiteeli väljasopistusest ehk 

divertiikulist, mille eesmisest osast areneb maks ja sapiteed ning tagumisest osast sapipõis ja 

maksavälised sapijuhad. (Joonis 4) (Zaret, 2008; Zhao ja Duncan, 2005; Zorn, 2008; 

Tremblay ja Zaret, 2005) 
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Joonis 4. Maksa rakutüüpide põlvnemine embrüonaalse arengu käigus. Punase tekstiga 
on välja toodud maksa ja sapiteede rakkude areng alates endodermist kuni funktsionaalsete 
rakkudeni. Modifitseeritud (Zorn, 2008). 

 

Väljasopistunud ja paksenenud ventraalse eessoole rakke, ehk tulevasi maksa ja sapiteede 

rakke, nimetatakse hepatoblastideks. Antud rakud tungivad STMi (ld septum transversum 

mesenchyme) ja moodustavad kiirelt kasvava maksapunga, mille vaskulariseerivad ning 

koloniseerivad hematopoeetilised rakud. Maksapunga hepatoblastid on bipotentsiaalsed ehk 

parenhüümis paiknevatest rakkudest saavad hepatotsüüdid ja portaalveenide läheduses 

paiknevad rakud diferentseeruvad sapiteede epiteeli rakkudeks. (Joonis 5) (Houssaint, 1980; 

Lemaigre, 2003; Shiojiri, 1984; Zorn, 2008) 

Joonis 5. Hiire (ld mus musculus) maksa arenguetapid. Kollane tähistab endodermi, 
punane maksa, roheline sapipõit ja E embrüonaalset päeva. Gastrulatsioonis moodustub 
endoderm (E7), millest areneb ürgsool ees- (es), kesk- (ks) ja tagasoole (ts) piirkonnaga (E8). 
Seejärel toimub eessoole endodermi väljasopistumine (md) (E9) ja tekib maksapung (mp) 
(E10). Sellele järgneb maksa kasvamine ning hepatoblastide diferentseerumine 
hepatotsüütideks ja sapiteede rakkudeks. Maksa täielik areng lõppeb alles pärast sündi. 
Modifitseeritud (Zorn, 2008). 
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Algselt ekspresseerivad hepatoblastid markereid, mis on iseloomulikud nii täiskasvanud 

hepatotsüütidele (albumiin; HNF4α), sapiteede epiteelile (K19) kui ka vähediferentseerunud 

rakkudele (AFP, ingl α-fetoprotein). Periportaalses mesenhüümis sünteesitavate TGFβ (ingl 

transforming growth factor beta) ja Wnt signaalide toimel hakkavad aga külgnevates 

hepatoblastides ekspresseeruma transkriptsioonifaktorid OC1 (ingl Onecut-1), OC2 ja 

HNF1β, mis suunavad rakke arenema sapiteede epiteeli rakkudeks. Mesenhümaalsed 

signaalid on ka represseerivad, takistades hepatoblastides maksarakkudele omaste 

transkriptsioonifaktorite (HNF) sünteesi, et seeläbi takistada rakkude diferentseerumist 

hepatotsüütideks. Nende mesenhümaalsete signaalide tulemusena tekib periportaalsetest 

hepatoblastidest kõigepealt ühe- ja seejärel kahekihiline sapiteede eellasrakkude kiht (Joonis 

6). Kahekihilise epiteelirakkude kihi lõhenemisel moodustuvad sapijuhasid meenutavad 

torujad struktuurid. Seejärel liigub mesenhüüm tekkinud sapijuhade ümber ning ülejäänud 

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 mesenhüümist pärit OSM (ingl Oncostatin M), Dex (ingl 

dexamethasone), HGF (ingl hepatocyte growth factor) ja Wnt signaalid. Nende koostoimel 

tekib rakkudel hepatotsüütidele iseloomulik epiteliaalne morfoloogia ning paiknemine. 

(Joonis 6). Maksarakkude funktsionaalne küpsemine ja sapiteede võrgustiku ühendamine 

maksaväliste sapiteedega on aga järkjärguline protsess, mis lõppeb alles pärast sündi (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) 

Joonis 6. Sapijuha moodustumine hiire maksas. E tähistab embrüonaalset päeva ja pv 
portaalveeni. Alates E13 hakkavad portaalveeniga kontaktis olevad hepatoblastid 
diferentseeruma sapiteede epiteeli rakkude suunas (E14). Seejärel toimub rakkude kihi 
duplikatsioon ja lõhenemine, millele järgneb juhade moodustumine (E18). Parenhüümis 
paiknevad hepatoblastid diferentseeruvad aga hepatotsüütideks. Modifitseeritud (Zorn, 2008). 
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1.1.3. Maksa postnataalne areng 

Enne sündi on maks peamiselt hematopoeetiline organ, millel on vähene metaboliseerimise 

võime. Alles postnataalselt saavutab maks oma täisfunktsionaalsuse, mis hiirtel võtab aega 

kuni 30 päeva ja inimestel kuni 5 aastat (Walthall jt, 2005). Esimeste sünnijärgsete nädalate 

jooksul toimub ulatuslik hepatotsüütide proliferatsioon ja diferentseerumine, mis põhjustab 

maksa mitmekordset suurenemist. Sellele järgneb aga järsk rakkude jagunemise aktiivsuse 

vähenemine, kui on saavutatud täiskasvanule iseloomulik maksa ja kehamassi suhe (1:25). 

Sünnijärgse arengu käigus omandab maks täiskasvanule iseloomuliku geeniekspressiooni 

ning algab metaboliseerivate ensüümide ja teiste maksale omaste valkude süntees. (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 näiteks HNF4α, 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 kõrgelt 

konserveerunud ja seotud üldiselt organi suuruse määratlemisega (Dong jt, 2007; Pan, 2010; 

Zhao jt, 2008). Üheks antud signaaliraja transkriptsiooniliseks koaktivaatoriks on näiteks 

allavoolu paiknev YAP (ingl Yes-associated protein) valk, mis seondub Sd (ingl scalloped) 

transkriptsioonifaktoriga ja initsieerib mitogeenset geeniekspressiooni ning seeläbi ka rakkude 

jagunemist (Dong jt, 2007). Koaktivaator YAP vastutab ka maksarakkude diferentseerumise 

eest ning mõjutab maksa homöostaasi eest vastutavaid geene (Septer jt, 2012). Lisaks Hippo 

kinaasi signaalirajale võib maksa kasvu ja suurust mõjutada ka Wnt/β-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 seedesüsteemist imendunud toitainete liikumine läbi 

maksa portaalveresüsteemi ja nende töötlemine vastavalt organismi vajadusele. Maksale on 

omane nii toitainete talletamine kui ka neist kehale vajalike ühendite tootmine. Näiteks 

organismis energiaallikana kasutatav, kuid mingil hetkel üle jääv monosahhariidne glükoos 

varundatakse hepatotsüütides polüsahhariidse glükogeenina. Vajadusel on võimalik seda taas 

glükoosiks 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 hepatotsüüdid 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 üheks maksa 

funktsiooniks ka kahjulike ainete (ammoniaak, toksiinid, ravimid), valkude ja vanade 

hormoonide eemaldamine, lagundamine või detoksifitseerimine (Grant, 1991). Näiteks 

ravimid võidakse maksas aktiveerida või inaktiveerida enne, kui need jõuavad organismi 

teistesse kudedesse. 

Maksal on ka palju sünteesi funktsioone, nagu sapi, transportvalkude, verehüübe faktorite ja 

kolesterooli tootmine. Neist esimene on paks rohekaskollane vedelik, mis sisaldab 

kolesterooli, fosfolipiide, bilirubiini ja sapisoolasid. Sappi sünteesitakse maksas, kuid 

kogutakse sapipõide, mis rasvase toidu korral tühjendatakse peensoolde, et hõlbustada 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 sünteesib ka peaaegu kõiki veres leiduvaid valke (va antikehad), millest kõige 

olulisemad on albumiin (Schreiber jt, 1970; van den Akker jt, 2008) ja verehüübefaktorid 

(protrombiin, fibrinogeen) (Cohen jt, 1997; Tennent jt, 2007). Albumiin hoiab vere 

isotoonilist keskkonda ning verehüübefaktorid vastutavad vigastuse korral vere 

koagulatsiooni eest. Maksas sünteesitakse 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 glükoosi taset ja 

aitavad seeläbi hoida organismi homöostaasi. 

1.2. Maksa regeneratsioon  

1.2.1. Maksa regeneratsioon normaaltingimustes 

Maksa suure regeneratsioonivõime tõttu on oletatud, et maksa uuenemine toimub klassikalise 

tüvirakkude mudeli alusel, kus koespetsiifilised täiskasvanud tüvirakud jagunevad ja 

diferentseeruvad spetsialiseerunud rakkudeks ning seeläbi tagatakse koe uuenemine. Maksa 

koespetsiifiliste tüvirakkude teooria kohaselt kujutab maksaplaat diferentseerumise rada, kus 

hepatotsüütide migreerumisel maksaplaadi periportaalsest piirkonnast perivenoossesse 

väheneb rakkude replikatiivne võimekus. Seega perivenoossesse piirkonda jõudnud 

maksarakud on lõpetanud jagunemise ja hukuvad. Seda rakkude spetsialiseerumise ja 
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liikumise hüpoteesi nimetatakse voolava maksa mudeliks (ingl streaming liver/flowing liver 

model). (Duncan jt, 2009; Sigal jt, 1992; Susick jt, 2001; Zajicek jt, 1985). Selle mudeli 

tõestuseks leiti periportaalsed mitokondriaalsete mutatsioonidega hepatotsüüdid, mis 

klonaalse jagunemise korral on leitavad ka peritsentraalses piirkonnas. Seega mutatsioonide 

klonaalne paiknemine ja liikumine viitab võimalikule maksarakkude diferentseerumise ja 

liikumise mustrile. (Fellous jt, 2009) 

Voolava maksa hüpoteesi ümberlükkavaid tulemusi on aga tunduvalt rohkem. Näiteks eeldab 

antud mudel, et periportaalsed rakud on eellasrakud ehk ekspresseerivad hepatoblastidele 

omaseid geene. Samas on leitud, et periportaalsetel rakkudel on diferentseerunud 

hepatotsüütidele omased funktsioonid ja puudub ka hepatoblaste iseloomustav AFP geeni 

ekspressioon. (Petropoulos jt, 1985; Poliard jt, 1986). Seega võib arvata, et periportaalselt 

paiknevad rakud on sama diferentseerunud nagu perivenoosselt paiknevad rakud. 

Maksarakkude migreerumise ja diferentseerumise hüpoteesi lükkab ümber ka hepatotsüütide 

geeniekspressiooni mustri sõltuvus vere liikumise suunast, sest selle muutmisel tekib 

rakkudes ka teistsugune ekspressioonimuster. Seega on sagarike tsoonid pigem 

metaboliitsõltuva geeniregulatsiooniga ning ei sõltu rakkude progressioonist. (Duncan jt, 

2009; Thurman ja Kauffman, 1985). Täiskasvanud hepatotsüütide migratsiooni puudumisele 

viitavad ka retroviirusega märgitud hepatotsüütide 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 hüpoteesi ei ole suudetud eksperimentaalselt tõestada, siis ei ole ka 

antud mudelile kindlaks jäädud. Arvatakse, et maksa uuenemine võib tegelikult toimuda kogu 

sagariku ulatuses ning selle eest vastutavad diferentseerunud hepatotsüüdid. Näiteks on 

jagunevaid maksarakke tuvastatud nii periportaalaladelt kui ka sagariku keskelt. Samuti on 

kõigist täiskasvanud maksa sagarike segmentidest leitud S-faasi hepatotsüüte. 

Diferentseerunud hepatotsüütide jagunemist kinnitavad ka uuringud mosaiiksete kimäärsete 

maksadega, kus replitseeruvad maksarakud paiknesid kogu sagariku ulatuses juhuslikult. 

(Grisham, 1969; Ng ja Iannaccone, 1992; Wright ja Alison, 1984). Antud tulemuste põhjal 

arvatakse, et maksa uuenemise eest vastutavad tüvirakkude asemel hoopis spetsialiseerunud, 

kuid jagunemisvõimelised hepatotsüüdid. 

Lisaks diferentseerunud maksarakkude jagunemisele on sapiteede rakkude põlvnemise 

uuringutega näidatud, et hiire elu jooksul toimub ka hepatotsüütide asendamine sapiteede 

epiteeli rakkudest pärinevate transdiferentseerunud maksarakkudega (Furuyama jt, 2011). 
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Samas on ka palju vastupidiseid väiteid, kus sarnast meetodit kasutades tuvastati ainult väga 

üksikuid oletatavalt sapiteedest pärit rakke. (Carpentier jt, 2011; Malato jt, 2011; Tarlow jt, 

2014). Kuna nende meetodite korral sisestatakse hiire genoomi uus geneetiline element, siis 

võib transgeeni naabruses paiknevate geenide funktsioon muutuda. Näiteks Furuyama katse 

korral võis olla tavapärane hepatotsüütide proliferatsioon häiritud ja seega aktiveerusid 

regeneratsiooni korral sapiteede rakud, mis hakkasid aeglaselt hepatotsüüte asendama. Samuti 

võivad tulemust mõjutada geeni ekspresseerimiseks kasutatavad erinevad hepatotsüütidele või 

sapiteedele iseloomulikud promootorid, mis muudavad tulemuste omavahelise võrdlemise ja 

kooskõlastamise veelgi keerulisemaks. (Michalopoulos, 2014) 

Olenemata vastuolulistest eksperimentaalsetest tulemustest, võivad potentsiaalsed 

rakkudevahelised transdiferentseerumised olla küllaltki tõenäolised, sest nii maksa- kui ka 

sapiteede rakud on arenenud embrüonaalsetest hepatoblastidest (Carpentier jt, 2011). 

Rakkude muutumist on nähtud näiteks hepatotsüütide (in vitro) primaarkultuuris, kus kahe 

kuni kolme päeva jooksul hakkavad maksarakud ekspresseerima sapiteede epiteeli rakkudele 

iseloomulikke biomarkereid (Sirica jt, 1979). Samuti on koekultuuri selektiivtingimustega 

identifitseeritud kasvufaktoreid ja tsütokiine (HGF ja EGF, ingl epidermal growth factor), mis 

soodustavad hepatotsüüdi muutumist sapiteede rakuks. Samas ei ole eksperimentaalsed in 

vivo katsed koekultuuris toimuvat transdiferentseerumist kinnitanud. (Michalopoulos, 2014; 

Tarlow jt, 2014) 

1.2.1.1. Maksa täiskasvanud tüvirakud 

Maksa suure regeneratsioonivõime tagavad diferentseerunud ning jagunemisvõimelised 

maksa ja sapiteede rakud. Normaalse maksakoe asendumine on küll väga aeglane, kuid 

spetsialiseerunud hepatotsüütide jagunemine võimaldab kuni 70% maksa eemaldamisel 

taastada selle algupärase massi. Seega maksarakkude jagunemine tagab maksa uuenemise 

normaaltingimustel, kuid see ei välista täiskasvanud tüvirakkude osalemist antud protsessis 

või maksakahjustuse korral. Samas ei ole suudetud maksa täiskasvanud tüvirakke veel 

tuvastada ning seetõttu 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 tüvirakud jagunevad kas uueks tüvirakuks või eellasrakuks ning seetõttu on 

maksa tüvirakkude tuvastamiseks kasutatud sünteesitavasse DNAsse lülituvat tümidiinile 

analoogset bromodesoksüuridiin (BrdU, ingl bromodeoxyuridine) nukleosiidi. Rakkude 

jagunemisel BrdU hulk väheneb ehk kõige rohkem leidub antud molekuli vähejagunevates 
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rakkudes ning jagunevates eellasrakkudes on selle hulk vähenenud. Antud meetodit kasutades 

osutusid kõige vähem jagunevateks sapijuhade rakud ja nende vahetus läheduses paiknevad 

periportaalsed hepatotsüüdid. Samas ei saa leitud rakke nimetada tüvirakkudeks, sest nad 

täidavad ka diferentseerunud rakkudele omaseid funktsioone. (Kee jt, 2002; Kuwahara jt, 

2008) 

Maksa tüvirakkude tuvastamiseks on kasutatud ka pankreases, neerus ja hematopoeetilistes 

tüvirakkudes leiduvat markerit Prominin-1/CD133 (CD, ingl cluster of differentiation), mille 

bioloogiline roll pole küll teada, kuid on leitud selle võimalik seos raua omastamise ja 

endotsütoosiga (Bourseau-Guilmain jt, 2011; Oshima jt, 2007; Richardson jt, 2004; Sagrinati 

jt, 2006; Yin jt, 1997). Samuti saab tüvirakke eristada sapiteede epiteelile iseloomulike 

adhesioonimolekulide abil. Üheks võimaluseks on näiteks sapiepiteelis ekspresseeritava 

EpCAM (ingl Epithelial Cell Adhesion Molecule) tuvastamine koos albumiini ja K19 

valkudega (Okabe jt, 2009; Schmelzer jt, 2007). 

Potentsiaalsed tüvirakud võivad paikneda ka Heringi kanalites, mis on sapiteede ja 

maksarakkude ühinemiskohaks. Heringi kanalitest on leitud nii hepatotsüütidele kui ka 

sapiteede rakkudele iseloomulikke transkriptsioonifaktoreid ja biomarkereid ekspresseerivaid 

rakke (Isse jt, 2013). Antud rakud võivad põlvneda loote maksa hepatoblastidest, mis on 

tüviraku nišis säilinud diferentseerumatuna. (Alison jt, 1996; Dan ja Yeoh, 2008; Schmelzer 

jt, 2006; Zorn, 2008; Theise jt, 1999; Yovchev jt, 2008). Võimalikule tüvirakulisele 

vaheetapile viitab ka paljude embrüo hepatogeneesi reguleerivate signaaliradade, nagu HGF, 

FGF (ingl fibroblast growth factor), OSM, TNFα (ingl tumor necrosis factor alpha) ja Wnt, 

osalemine regeneratiivse maksa hepatotsüütide 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, võimaldades maksa regeneratsiooni hepatotsüütide 

jagunemise häirete korral. Sõltuvalt maksakahjustusest tekivad ovaalrakud sagariku erinevates 

piirkondades ehk on võimalik, et peritsentraalsed eellasrakud tekivad Heringi kanalis 

paiknevatest rakkudest ja periportaalsed ovaalrakud on pärit 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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Ovaalrakkude osalemise maksakahjustuse parandamises saab jagada neljaks: aktivatsioon, 

proliferatsioon, migratsioon ja diferentseerumine (Erker ja Grompe, 2007). Kahjustuse 

tagajärjel ovaalrakud suurenevad, jagunevad, migreeruvad sagarikku ja diferentseeruvad 

väikesteks hepatotsüütideks, mis seejärel 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 fenotüübilistes ja/või molekulaarsetes omadustes. Terminit 

„ovaalrakk“ kasutatakse tegelikult ovaalrakkude aktivatsiooni korral tekkiva heterogeense 

rakupopulatsiooni kirjeldamiseks, mis võib tähendada nii aktiveeritud fibroblaste kui ka 

sapijuhade, täht- ja eellasrakke. Samuti on ebaselge, kas erinevates liikides ja erinevate 

kahjustuste toimel tekkivad ovaalrakud on võrreldavad. (Duncan jt, 2009). Siiski ollakse ühel 

meelel, et eellasrakud ei teki täiskasvanud hepatotsüütidest (Wang jt, 2003). 

Joonis 7. Täiskasvanud maksa rakutüüpide põlvnemine. Täiskasvanud maksa 
hepatotsüüdid ja sapiteede epiteeli rakud saavad alguse hepatoblastidest. Heringi kanalis 
võivad paikneda hepatoblastidest alguse saanud maksa täiskasvanud tüvirakud. 
Maksakahjustuse tagajärjel tekivad Heringi kanalis paiknevatest rakkudest ovaalrakud, mis 
võivad diferentseeruda nii maksa- kui ka sapiteede rakkudeks. Modifitseeritud (Fausto ja 
Campbell, 2003). 
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Sapiteede epiteelist tekkivates ovaalrakkudes on algselt ekspresseeritud nii sapiteede epiteeli 

biomarkerid kui ka hepatoblastidele omased albumiin ja AFP. Eellasrakkude 

diferentseerumiseks hepatotsüütideks aitavad kaasa maksa mitteparenhüümi rakud, muutused 

ekstratsellulaarses maatriksis, tsütokiinid ja kasvufaktorid, nagu TGFα, HGF ja EGF. Näiteks 

tähtrakud sekreteerivad kasvufaktoreid ja tsütokiine ning mõjutavad ovaalrakkude arengut ka 

rakk-rakk interaktsioonide kaudu. Samas mõjutavad hepatotsüüte ja eellasrakke sarnased 

tsütokiinid ja kasvufaktorid ning mõlemad rakud on seotud mitteparenhüümi rakkudega. 

Seega on võimalik, et Kupfferi ja tähtrakkudest tulevad signaalid määravad, kas 

regeneratsioon tagatakse maksarakkude või 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 põhjustavad ka erinevad mürgistused ja haigused. Näiteks 

hepatotsüütide nekroosi tekitavate haiguste korral ekspresseeruvad sapiteede rakkudes 

maksarakkudega seotud transkriptsioonifaktorid ning inimese sapiteede haiguste korral on 

hepatotsüütides sapiteede transkriptsioonifaktorid. Inimese maksapuudulikkuse korral on 

leitud ka regeneratiivsete rakkude klastreid, millel on nii hepatotsüütidele kui ka sapiteedele 

omaste biomarkerite ekspressioon. Antud leiud viitavad taas võimalikule kahjustusest 

sõltuvale mõlemapoolsele transdiferentseerumisele. (Fausto ja Campbell, 2003; Isse jt, 2013; 

Limaye jt, 2008; Michalopoulos, 2014; Petersen jt, 1997) 

Joonis 8. Ovaalrakkude heterogeensuse mudel. Ovaalrakkude erinevad proliferatiivse 
aktiivsuse ja diferentseerumise etapid. Bipotentsiaalsest ovaalrakust arenevad 
prehepatotsüüdid ja presapijuhade rakud, mis omakorda spetsialiseeruvad vastavalt 
maksarakkudeks ja sapiteede rakkudeks. Modifitseeritud (Duncan jt, 2009). 
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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 käigus eemaldatakse kuni 70% maksa massist. Osalist 

hepatektoomiat kasutatakse inimestel maksa hea- ja pahaloomuliste kasvajate, sapikivide ja 

tsüstide eemaldamiseks. Hiirtel uuritakse aga PH abil maksa regeneratsioonimehhanismi. 

Osalise hepatektoomia korral ei kasva eemaldatud maksakude tagasi, vaid allesjäänud rakud 

hakkavad aktiivselt jagunema, põhjustades koe suurenemist ja seeläbi kaotuse 

kompenseerimist. Nii taastub regeneratsiooni tulemusena maksa algne mass, kuid mitte 

anatoomiline kuju. Seega võib eeldada, et kompensatoorne kasv on kindlalt kontrollitud 

protsess, mis on seotud maksa funktsiooni taastamisega, kuid ei sõltu selle anatoomilisest 

vormist. (Bucher, 1963; Fausto, 2000; Fausto ja Campbell, 2003) 

Maksa regeneratsiooni protsessi juhivad tsütokiinid, kasvufaktorid ja hormoonid. 

Regeneratsiooni eest vastutavateks tsütokiinideks on näiteks TNFα ja IL-6 (ingl interleukin 

6), mis on osa kaasasündinud immuunsusest. Pärast PHd väheneb maksa endotoksiini (LPS, 

ingl lipopolysaccharide) detoksifikatsioonivõime ja sellega kaasneb lipopolüsahhariidi 

kontsentratsiooni tõus, mis omakorda stimuleerib Kupfferi rakke produtseerima 

regeneratsiooni eest vastutavaid tsütokiine TNFα ja IL-6. Tsütokiin TNFα ja selle 

signaalmolekul NF-κB (ingl nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) 

indutseerivad IL-6 ekspressiooni, mis seondub hepatotsüütide retseptorkompleksiga. Seejärel 

aktiveerub STAT3 (ingl signal transducer and activator of transcription 3) ning hepatotsüütid 

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) 

Hepatotsüütide proliferatsiooni stimuleerivad ka maksarakkude parakriinseid signaalid, mis 

suunavad mitteparenhüümi rakke tootma kasvufaktoreid ja tsütokiine. Rakkudevaheliste 

signaalide tulemusena väljuvad 95% hepatotsüütidest G0 faasist ja sisenevad G1 faasi. Samas 

on põletikuline vastus ja tsütokiinide tootmine aktiivsed esimese 24 tunni jooksul pärast PHd, 

kuid maksa regeneratsiooni regulatsioon pikema aja vältel ei ole veel täpselt teada. Rakkude 

jagunemine peatub aga maksa algse suuruse ja ruumala taastumisel, mis hiirtel kestab seitse 

kuni kümme päeva 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 

Süsiniktetrakloriid (CCl4) on toksiline ühend, mida kasutatakse maksakahjustuse tekkimise ja 

paranemise uurimiseks (Parola jt, 1992; Weber jt, 2003). CCl4 tekitab oksüdatiivset stressi ja 

aktiveerib põletikku tekitavaid rakke, mis seejärel põhjustavad maksa ehitusliku ja 

funktsionaalse kahjustuse. Antud toksiini tagajärjel tekkiv kahjustus imiteerib inimese 

maksarakkude kahjustust, maksafibroosi ja -tsirroosi. Seeläbi on võimalik hiirte peal uurida 

inimese maksafibroosi ja –tsirroosi võimalikke tekkemehhanisme ja maksa regeneratsiooni. 

(Johnson jt, 1992; Kalinichenko jt, 2003; Poli, 1993) 

Toksiini lagundamine algab endoplasmaatilises retiikulumis ja mitokondrites, kus 

oksügenaasi tsütokroom P450 metaboliseerib CCl4 molekulid triklorometüüliks (CCl˙3), mis 

on väga reaktiivne vaba radikaal (McCay jt, 1984; Recknagel jt, 1989; Stoyanovsky ja 

Cederbaum, 1999; Tomasi jt, 1987). Triklorometüül reageerib hepatotsüütide 

plasmamembraani, lüsosoomide ja mitokondrite membraanidega, muudab seeläbi nende 

läbitavust ja kahjustab rakke. Kahjustuse tagajärjel hukub 50-60% hepatotsüütidest ja niivõrd 

massiivne nekroos kutsub esile põletikulise reaktsiooni ning infiltreeruvate neutrofiilide, 

makrofaagide, Kupfferi rakkude, lümfotsüütide ja NK (ingl natural killer) rakkude arv 

suureneb märgatavalt. (Canbay jt, 2004; Czaja, 1998; Manibusan jt, 2007; Ramadori ja Saile, 

2004; Saile ja Ramadori, 2007; Shi jt, 1998; Weber jt, 2003) 

CCl4 indutseeritud mürgistuse tõsidus sõltub ka doosi suurusest ja kahjustuse kestvusest. 

Madalate dooside juures tekivad mööduvad nähtused, nagu probleemid Ca2+ homöostaasis, 

tsütokiinide vabanemine, nekroos ja steatoos, millele järgneb toksiini elimineerimisel maksa 

regeneratsioon ning kahjustuse kõrvaldamine (Kim jt, 2006; Muriel ja Mourelle, 1990). 

Suuremate dooside korral ja/või pikema kahjustuse korral on tagajärjed tõsisemad, 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 ületab 

hepatotsellulaarne nekroos maksa regeneratsioonivõime ehk maks ei suuda taastuda ning 

tekib tõsine maksapuudulikkus. Äärmiselt kõrgete ja ekstreemsete dooside korral põhjustab 

CCl4 kesknärvisüsteemi depressiooni ja hingamisprobleeme, mis päädivad 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, parenhümaalsest maksahaigusest ja koleemiast ehk 

sappveresusest. Tekkiva kahjustuse ja komplikatsioonide tõsidus sõltub sapiteede 

obstruktsiooni pikkusest, kuid peamiseks kahjustuseks on maksafibroos. Sapijuha ajutine 

sulgemine tekitab sapiteede epiteelile biokeemilist stressi, mis põhjustab rakkude 

kompensatoorset proliferatsiooni ja obstruktiivse kolangiopaatia nähtuseid, mis sapijuha 

ligatsiooni eemaldamisel kaovad pea täielikult. (Ezure jt, 2000; Li ja Chung, 2001; Lunz jt, 

2001; Matsumoto jt, 2002; Milani jt, 1991; Roulot jt, 1999). Krooniline BDL põhjustab aga 

tõsist sapivoolu häiret, koleemiat, vähenenud retikuloendoteliaalsüsteemi funktsioneerimist ja 

massiivset müofibroblastide aktivatsiooni, mis kõik viivad sapiteede fibroosi/tsirroosini 

(Assimakopoulos ja Vagianos, 2009; Xia jt, 2006). 

Uusi sapijuharakke moodustavad peamiselt jagunevad sapiteede epiteeli rakud, kuid sapiteede 

kroonilise või autoimmuunse kahjustuse korral võivad kahjustuse parandamises osaleda ka 

hepatotsüüdid. Näiteks BDLi korral diferentseerub osa hepatotsüüte sapiteede epiteeli 

rakkudeks. Seega suudab normaaltingimustes sapiteede epiteel kahjutusi ise parandada ja 

hepatotsüütide transdiferentseerumine sapiteede rakkudeks on harv. Samas tõsisema 

kahjustuse korral on muutused rakkude spetsialiseerumises palju tõenäolisemad ning tekkinud 

rakud võtavad osa sapiteede epiteeli parandamisest. (Michalopoulos, 2014; Michalopoulos jt, 

2005) 

1.2.2.4. Maksa regeneratsioon sapiteede kahjustuse korral 

Hiirte 3,5-dietoksükarbonüül-1,4-dihüdrokollidiini (DDC, ingl 3,5-diethoxycarbonyl-1,4-

dihydrocollidine) dieeti kasutatakse, et uurida maksa vastust sapiteede kahjustusele ja 

oksüdatiivsele stressile (Joonis 9). Näiteks indutseerib see sapijuhade atüüpilist 

proliferatsiooni koos periportaalse põletiku ja sapijuhade porfüriini kristallide 

ummistumisega. Juhade ummistumine põhjustab omakorda sapipaisu, mis suurendab 

seerumis leiduva bilirubiini kogust. DDC on ka hepatotsüütidele toksiline ja põhjustab 

rakkude surma, kuid samas soodustab tähtrakkude aktivatsiooni ja ovaalrakkude jagunemist. 

Toksiin indutseerib rakkude proliferatsiooni, millega on seotud tuumaretseptor CAR 

aktivatsioon, kuid rakkude surma ja jagunemist põhjustav 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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Erinevate sapiteede haiguste korral ekspresseeruvad hepatotsüütides ka sapiteede markerid ja 

vastupidi. Näiteks epiteelirakkudele toksilise DDC dieedi korral on leitud sapiteede markereid 

ekspresseerivaid hepatotsüüte, 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 hepatotsüütidest. Kui aga DDC 

kahjustus eemaldatakse, siis väheneb hepatotsüütidest tekkinud sapiteede rakkude arv 

märgatavalt. Sapiteede rakkude transdiferentseerumist maksarakkudeks ei ole aga DDC dieedi 

korral täheldatud. (Limaye jt, 2008; Sekiya ja Suzuki, 2014; Sparks jt, 2010; Tarlow jt, 2014; 

Yanger jt, 2013) 

  

Joonis 9. 3,5-dietoksükarbonüül-1,4-dihüdrokollidiini struktuur. 
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2. EKSPERIMENTAALOSA 

2.1. Töö eesmärgid 

Käesolev töö on osa suuremast projektist, mille eesmärgiks on uurida maksa tüvirakkude rolli 

ja regulatsiooni maksa regeneratsioonis ning maksakasvajate tekkel. Antud magistritöö 

eesmärgiks oli uurida, kuidas osalevad erinevad maksa rakulised komponendid normaalse ja 

kahjustatud maksa regeneratsioonis. Saadud teadmised aitavad paremini kirjeldada maksa 

uuenemise protsesse. Töö eesmärkide täitmiseks kasutati mudelorganismina hiireliine, mis 

võimaldasid uurida potentsiaalsete maksa tüvirakkude ja parenhüümirakkude osalemist hiire 

maksa regeneratsioonis. 

Täpsemad töö eesmärgid olid järgmised: 

· luua in vivo süsteem maksa sapiteede ja parenhüümirakkude järglaskonna jälgimiseks; 

· jälgida hiire maksa sapiteede ja parenhüümirakkude jagunemist erinevatel 

ajapunktidel ning seeläbi tuvastada võimalikku transdiferentseerumist maksa erinevate 

rakuliste komponentide vahel; 

· tekitada täiskasvanud hiire maksas sapiteede ja parenhüümikahjustusi ning seeläbi 

uurida rakkude võimalikku transdiferentseerumist maksa erinevate rakuliste 

komponentide vahel. 
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2.2. Materjal ja metoodika 

2.2.1. Kasutatud hiireliinid, praimerid ja antikehad 

Käesoleva magistritöö eksperimentaalosa läbiviimiseks kasutati CreERT rekombinaasi (Cre, 

ingl causes recombination; ERT, ingl estrogen receptor truncated) ekspresseerivaid 

CK19CreERT ja TTR-cre ind hiireliine ning Cre rekombinaasi aktiivsuse korral tdTomatot 

ekspresseerivat Rosa26-tdTomato hiireliini (edaspidi vastavalt K19cre+, TTRcre+, TOM+) 

(Tabel 1) (Madisen jt, 2010; Means jt, 2008; Tannour-Louet jt, 2002). 

Tabel 1. Kasutatud hiireliinid 

Hiireliin Kirjeldus Saamise 
meetod 

Päritolu 

K19cre+ CreERT rekombinaasi 
ekspressioon sapiteedes 

knock-in Blanpain, Brüsseli Ülikool, 
Belgia 

TTRcre+ CreERT rekombinaasi 
ekspressioon maksa 
parenhüümirakkudes 

transgenees Tannour-Louet, Cochin’i 
Institut, Prantsusmaa 

TOM+ tdTomato ekspressioon 
Cre rekombinaasi mõjul 

suunatud 
mutagenees 

Jackson Laboratories, USA 

K19cre+, TTRcre+ ja TOM+ genotüüpide kindlakstegemiseks kasutati vastavaid praimerite 

komplekte (Tabel 2) (Invitrogen™, USA) (Madisen jt, 2010; Means jt, 2008; Tannour-Louet 

jt, 2002). Immunofluorestsentsanalüüsiks kasutati hiire K19 spetsiifilist monoklonaalset 

jänese antikeha (Epitomics®, USA) lahjendusega 1:8000. Sekundaarse antikehana kasutati 

eeslis toodetud jänese spetsiifilist Alexa Fluor® 647 (Life Technologies™, USA) 

konjugeeritud polüklonaalset antikeha, mille tootjapoolne kontsentratsioon oli 2 mg/ml ning 

lõppkontsentratsioon lahuses 2 µg/ml. 

Tabel 2. Kasutatud praimerid. F – pärisuunaline; R – vastassuunaline; wt – 
metsiktüüp/positiivne kontroll. 

Praimerite 
komplekt 

Praimeri järjestus Produkti 
pikkus 

Tuvastab 

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

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

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

TOM F 5’-AAGGGAGCTGCAGTGGAGTA-3’ 297 bp tdTomato 
mutant R 5’-CCGAAAATCTGTGGGAAGTC-3’ 

F 5’-CTGTTCCTGTACGGCATGG-3’ 196 bp wt 
R 5’-GGCATTAAAGCAGCGTATCC-3’ 
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2.2.2. Hiirte genotüpiseerimine 

Kõiki eksperimendis kasutatud hiiri hooldati ja koheldi vastavalt Euroopa Liidus kehtivatele 

nõuetele. Eksperimentaalse osa läbiviimseks oli loomkatsete luba (LISA 1) ja hiirte 

igapäevase hooldamise eest vastutasid Tartu Ülikooli Molekulaar- ja Rakubioloogia Instituudi 

vivaariumi spetsialistid. Sapiteede rakkude järglaskonna jälgimiseks ristati omavahel K19cre+ 

ja TTRcre+, ning parenhüümirakkude jälgimiseks TTRcre+ ja TOM+ hiiri (Joonis 10). Igale 

järglasele pandi iseloomulik kood, mis koosnes antud hiire pesakonna- ja järjekorranumbrist. 

Hiirte genotüübi määramiseks kasutati saba tükist eraldatud DNAd. Selleks lisati koeproovile 

75 µl lüüsipuhvrit, mis koosnes 25 mM NaOH (AppliChem GmbH, Saksamaa) ja 0,2 mM 

EDTA (etüüleendiamiintetraatseethape) (pH 8.0) (Sigma-Aldrich®, USA) lahusest ning 

inkubeeriti 95 °C juures 45 minutit. Seejärel lisati proovidele 75 µl 40 mM Tris·HCl (pH~5) 

(Reahim, Venemaa) neutraliseerivat puhvrit, millele järgnes 30-60 sekundit segamist vortexil. 

Saadud DNA lahuseid hoiustati -20 °C juures. 

 

Hiirte genotüpiseerimiseks kasutati polümeraasi ahelreaktsiooni (PCR, ingl polymerase chain 

reaction), mille reaktsioonisegu sisaldas 5x FIREPol® Master Mix (Solis BioDyne, Eesti) 

reaktsioonipuhvrit, kuhu oli lisatud K19cre+ tuvastamiseks 50 pg ning TTRcre+ ja TOM+ 

tuvastamiseks 75 pg praimereid (Tabel 2). Kõikidele proovidele lisati 2 µl uuritava DNA 

lahust ning lõplikuks reaktsioonimahuks oli 20 μl. PCRi läbiviimiseks 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). Seejärel analüüsiti proove geelelektroforeesiga, milleks 

kasutati 1,5% agaroosgeeli, mis sisaldas etiidiumbromiidi lõppkontsentratsiooniga 0,1 μg/ml. 

Amplifitseeritud proovide pikkuste tuvastamiseks kasutati 50 aluspaari pikkust DNA markerit 

(50 bp DNA ladder, Thermo Scientific, USA). 

Joonis 10. Hiireliinide ristamisskeem. 

Sapiteede rakkude 
järglaskonna jälgimine 

Parenhüümirakkude 
järglaskonna jälgimine 

K19cre+/TOM+
K19cre+

TOM+

TTRcre+/TOM+
TTRcre+

TOM+
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Tabel 3. Polümeraasi ahelreaktsiooni läbiviimiseks kasutatud programmid. 

Programm Temperatuur Kestvus Praimerite komplekt 
Algne 
denaturatsioon 

94 °C 180 sekundit K19, TTR, TOM 

Denaturatsioon 94 °C 30 sekundit K19, TTR, TOM 
Praimerite 
seondumine 

61 °C 30 sekundit TOM 
65 °C 30 sekundit K19 
65 °C 60 sekundit TTR 

Elongatsioon 72 °C 30 sekundit K19, TOM 
72 °C 60 sekundit TTR 

Lõplik ekstensioon 72 °C 120 sekundit K19, TTR, TOM 

 

2.2.3. Eksperimendi läbiviimine 

Polümeraasi ahelreaktsiooniga tuvastatud K19cre+/TOM+ ja TTRcre+/TOM+ hiired 

ekspresseerisid tsütoplasmaatilist Cre rekombinaasi, mis oli fuseeritud muteeritud östrogeeni 

retseptoriga. Cre-LoxP süsteemi aktiveerimiseks süstiti emast võõrutatud 21 päeva vanuste 

hiirte kõhuõõnde 100 µl rapsiõlis lahustatud östrogeeni analoogi, tamoksifeeni (Sigma-

Aldrich®, USA) (20 mg/ml), mis võimaldas rekombinaasil liikuda rakutuuma. Seal 

indutseeriti Gt(ROSA)26Sor lookuse LoxP piirkondade vahel deletsioon, mis eemaldas 

tdTomato ekspressiooni takistava stopkoodoni. Seeläbi tagati konstitutiivne ja 

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

Joonis 11. Rakkudes tdTomato ekspressiooni aktiveerimise skeem. Modifitseeritud1 

1 http://commons.wikimedia.org/wiki/File:CreLoxP_experiment.png 12.05.14 

30 tsüklit 
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K19cre+/TOM+ ja TTRcre+/TOM+ genotüübiga hiirte maksa regeneratsiooni uurimiseks kasutati 

erinevaid ajapunkte: 3 päeva, 1 kuu ja 6 kuud pärast tamoksifeeni süstimist (Joonis 12, A). 

Esimese ajapunkti valimisel võeti arvesse Cre-LoxP süsteemi aktiveerumiseks kuluvat aega (3 

päeva) ning edaspidi arvestati seda katse nullpunktina. Arengu käigus toimuva 

transdiferentseerumise uurimiseks valiti järgmiseks ajapunktiks üks kuu pärast tamoksifeeni 

süstimist ehk 49 päeva vanused täiskasvanud hiired. Pikema aja jooksul toimuva 

spetsialiseerumise muutuse tuvastamiseks valiti ajapunktiks 6 kuud pärast tamoksifeeni 

süstimist. 

Kahjustuse korral esineva regeneratsiooni uurimiseks tekitati üks kuu pärast tamoksifeeni 

süstimist K19cre+/TOM+ ja TTRcre+/TOM+ hiirtele nii sapiteede kui ka parenhüümirakkude 

kahjustusi (Joonis 12, B). Parenhüümirakkude kahjustamiseks teostati hiirtel osaline 

hepatektoomia või süstiti ühekordselt kõhuõõnde 100 µl CCl4 (Acros organics, USA) lahust, 

mida oli lahjendatud rapsiõlis 1:4. Sapiteede rakkude kahjustamiseks kasutati sapiteede 

sulgemist või DDC toksiini (Ssniff Spezialdiäten GmbH, Saksamaa), mida oli lisatud 100 mg 

toidu kg kohta. Hiirtel teostatud PH ja BDL operatsioonid viis läbi Rakubioloogia õppetooli 

doktorant Janeli Viil. 

K19cre+/TOM+ hiirtele tehti kõik nimetatud kahjustused ning ka TTRcre+/TOM+ hiirte puhul 

kasutati samu meetodeid, kuid need hiired ei taastunud PH ja BDL operatsioonidest. 

Kahjustuste pikkus ja/või regeneratsiooniaeg oli kõikide katsete puhul kaks nädalat. (Joonis 

12, B). Igas ajapunktis kasutati vähemalt kolme rakkude jälgimist võimaldava genotüübiga 

hiirt ja negatiivse kontrollina vastavat genotüüpi mitteomavaid hiiri. Loomad hukati 

tservikaalse dislokatsiooni teel ja maksa eemaldamist teostas käesoleva magistritöö koostaja 

juhendaja järelvalve all. 

Joonis 12. Normaalse (A) ja kahjustatud (B) maksaga tehtud katsete ajapunktide 
skeem. D – päev; M – kuu. D0 on tamoksifeeniga süstimise päev ning noole liikumise 
suunaga on kujutatud möödunud kuude arvu. (A) Ajapunktide skeem normaaltingimustes 
maksa regeneratsiooni uurimiseks. (B) Ajapunktide skeem kahjustusega (PH, CCl4, BDL, 
DDC) maksa regeneratsiooni uurimiseks. Modifitseeritud (Tarlow jt, 2014). 
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2.2.4. Immunofluorestsentsanalüüs 

Maksa sapiteede ja parenhüümirakkude in vivo jälgimise süsteemi kontrollimiseks eemaldati 

uuritavast maksast ~1 mm paksune koelõik. Võetud proov asetati alusklaasile, kuhu lisati 

kuivamise vältimiseks 1:1 glütserool (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 ühendatud Olypmus 

XM10 CCD kaamerat (Olympus, USA) ja cellSens Standard tarkvara (Olympus, USA). 

Külmlõikude 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. Seejärel pesti kude 10 minutit 5 ml PBSiga, lisati 5 ml 30% sahharoos-PBS lahust ja 

inkubeeriti üleöö 4 °C juures. Sahharoosis seisnud kude asetati krüovormi (Sakura Finetek, 

USA) ning kaeti Tissue-Tek® O.C.T. Compound (Sakura Finetek, USA) külmutamisseguga. 

Proov külmutati vedelas lämmastikus jahutatud isopentaani (AppliChem GmbH, Saksamaa) 

lahuses ning kude hoiustati -80 °C juures. Immunofluorestsentsanalüüsi teostamiseks lõigati 

külmutatud maksast SLEE CRYOSTAT MNT (SLEE medical GmbH, Saksamaa) krüostaadiga 

5 µm paksused koelõigud, mis asetati spetsiaalsele külmlõikudele mõeldud StarFrost® 

(Waldemar Knittel GmbH, Saksamaa) alusklaasile. Pärast lõikamist hoiti klaase üleliigse vee 

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

Enne immunofluorestsentsanalüüsi lasti koelõikudel soojeneda toatemperatuurini ja neid pesti 

PBS lahusega 3 korda 5 minutit. Seejärel asetati klaasid antigeenide vabastamiseks 30 

minutiks 80 °C 10 mM Na-tsitraadi (pH 8.7) (AppliChem GmbH, Saksamaa) lahusesse. Pärast 

kuumutamist lasti Na-tsitraadi lahuses olevatel klaasidel jahtuda toatemperatuurini, millele 

järgnes klaaside pesu 3 korda 5 minutit PBSis. Antikehade mittespetsiifilise seondumise 

vältimiseks ja rakkude permeabiliseerimiseks lisati igale koelõigule 100 µl 1% lõssilahust 

(AppliChem GmbH, Saksamaa), mis sisaldas 0,3% TritonX100 (AppliChem GmbH, 

Saksamaa), ning inkubeeriti 30 minutit toatemperatuuril olevas pimedas niisutuskambris. Ka 

kõikidel järgnevatel inkubeerimistel lisati igale koelõigule 100 µl lahust ning kasutati samu 

tingimusi. Permeabiliseerimisele järgnes klaaside pesu PBSis, blokeerimine 4% eesli 

seerumiga (Sigma-Aldrich®, USA) PBSis ja uus pesu PBSiga. Seejärel inkubeeriti koelõike 60 

minutit blokeerimisseerumis lahjendatud primaarse K19 antikehaga ning pesti 3 korda 5 

minutit PBSis. Järgmisena lisati blokeerimisseerumis lahjendatud eeslis toodetud jänese 

spetsiifilist Alexa Fluor® 647 konjugeeritud antikeha ning inkubeeriti 60 minutit, millele 
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järgnes 3 korda 5 minutit PBS pesu. Rakutuumade värvimiseks töödeldi lõike fluorestseeruva 

DAPI (ingl 4',6-diamidino-2-phenylindole) (Sigma-Aldrich®, USA) värviga (1 mg/ml), mida 

lahjendati 1:10000, inkubeeriti 5 minutit ja pesti PBSis. Seejärel lisati igale lõigule 30 µl 

DAKO Fluorescent Mounting Medium (Dako, Taani) sulundusvedelikku ja kõige peale asetati 

katteklaas. Koelõikudega klaase säilitati 4°C juures. 

Koelõikude immunofluorestsentsanalüüsiks kasutati fluorestsentsmikroskoopi Olympus CellR 

(Olympus, USA) ja sellele vastavat Olympus CellR Imaging (Olympus, USA) tarkvara. 

Analüüsi läbiviimiseks kasutatud fluorokroomid, neid ergastavad laserid ja emiteeritud 

kiirguse detekteerimiseks kasutatud filtrid on koondatud tabelisse 4. Piltide tegemiseks 

ja töötlemiseks kasutati Hamamatsu OCRA-ER CCD kaamerat (Hamamatsu, Jaapan) ja 

Hokawo 2.1 (Hamamatsu, Jaapan) pilditöötluse programmi. 

Tabel 4. Immunofluorestsentsanalüüsi läbiviimiseks kasutatud fluorokroomid, neid 
ergastavad laserid ja emiteeritud valguse detekteerimiseks kasutatud filtrid. 

Fluorokroom Ergastava laseri  
lainepikkus (nm) 

Emiteeritud valguse detekteerimiseks 
kasutatud filtrid (nm) 

tdTomato 560 607±36 
Alexa Fluor® 647 650 684±24 
DAPI 387 440±40 
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2.3. Tulemused 

2.3.1. Sapiteede rakkude järglaskonna jälgimine K19cre+/TOM+ genotüübiga 

hiirtel 

2.3.1.1. K19cre+/TOM+ genotüübiga hiirte maksa homöostaas 

Maksa sapiteedest pärit rakkude järglaskonna jälgimiseks kasutati K19cre+/TOM+ genotüübiga 

hiiri, kellele süstiti 21 päeva vanuselt tamoksifeeni. Muutuste tuvastamiseks rakkude 

spetsialiseerumises kasutati erinevaid ajapunkte: 3 päeva, 1 kuu ja 6 kuud pärast tamoksifeeni 

süstimist (Joonis 12, A). Rakkude in vivo jälgimise süsteemi funktsionaalsuse kontrollimiseks 

eemaldati uuritavatest maksadest ~1 mm paksused lõigud, mida analüüsiti 

fluorestsentsmikroskoobiga. Koelõikude uurimisel leiti, et 3 päeva pärast tamoksifeeni 

süstimist olid värvunud peamiselt üksikud sapiteede rakud (Joonis 13, A). Samas kuu aja 

pärast oli tdTomatot ekspresseerivate rakkude hulk suurenenud ning need moodustasid 

sapiteedele iseloomulikke struktuure (Joonis 13, B). Sapiteede puid meenutavad struktuurid 

olid tuvastatavad kuus kuud pärast tamoksifeeni süstimist (Joonis 13, C). 

 

Uuritavatest maksadest pärinevaid koelõike analüüsiti ka immunofluorestsentsmeetodil. Kolm 

päeva pärast tamoksifeeni süstimist eraldatud maksakoes tuvastati peamiselt üksikuid 

tdTomatot ekspresseerivaid rakke, mis olid sapiteede rakkudele iseloomuliku morfoloogiaga 

ja ekspresseerisid sapiteede markerit K19 (Joonis 14, A-F). Üksikutel juhtutel leiti 

koelõikudelt ka hepatotsüütidele omase morfoloogiaga tdTomatot ekspresseerivaid ja K19 

mitteekspresseerivaid rakke. (Joonis 14, G-I). Kuu ajaga olid täiskasvanud hiirtel 

moodustunud peaaegu terviklikud sapiteedele iseloomulikud struktuurid, mille rakud 

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

Joonis 13. K19cre+/TOM+ genotüübiga hiirte sapiteede rakkude tdTomato ekspressioon 
~1 mm paksustel koelõikudel. Sapiteede rakkude tdTomato ekspressioon 3 päeva (A), 1 kuu 
(B) ja 6 kuud (C) pärast tamoksifeeni süstimist. 
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Joonis 14. K19cre+/TOM+ genotüübiga hiirte maksa tdTomato ekspressioon 3 päeva 
pärast tamoksifeeni süstimist. (A-F) Sapiteedele iseloomulikud TOM+/K19+ ja K19+ rakud. 
(G-I) Hepatotsüütidele iseloomuliku morfoloogiaga TOM+/K19- rakud. Pildil I on siniselt 
kujutatud tuumavärv DAPI. 

Joonis 15. K19cre+/TOM+ genotüübiga hiirte maksa tdTomato ekspressioon 1 kuu pärast 
tamoksifeeni süstimist. (A-C) Sapiteedele iseloomulikud TOM+/K19+ ja K19+ rakud. 
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Pärast kuue kuu möödumist oli märgata väikeseid tdTomatot ja sapiteede markerit K19 

ekspresseerivate rakkude kolooniad, mis moodustasid endiselt ainult osa sapiteede rakkudest 

(Joonis 16, A-C). Koelõikudelt leiti ka hepatotsüütidele iseloomuliku morfoloogiaga 

tdTomatot ekspresseerivaid ja K19 mitteekspresseerivaid rakke, kuid neil puudus DAPI 

signaal (Joonis 16, D-F). Samas võib tdTomato värvumise kuju alusel arvata, et tegemist on 

hepatotsüütidega, mille tuumad paiknesid teises tasapinnas. 

 

 

  

Joonis 16. K19cre+/TOM+ genotüübiga hiirte maksa tdTomato ekspressioon 6 kuud pärast 
tamoksifeeni süstimist. (A-C) Sapiteedele iseloomulikud TOM+/K19+ ja K19+ rakud. (D-F) 
Hepatotsüütidele omase morfoloogiaga TOM+/K19- rakud. Pildil F on siniselt kujutatud 
tuumavärv DAPI. 
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2.3.1.2. K19cre+/TOM+ genotüübiga hiirte maksa regeneratsioon kahjustuse 

korral 

Kahjustusest põhjustatud regeneratsiooni uurimiseks tekitati K19cre+/TOM+ hiirtele 1 kuu 

pärast tamoksifeeni süstimist nii sapiteede kui ka parenhüümirakkude kahjustusi, mille pikkus 

ja/või regeneratsiooniaeg oli kõikide katsete puhul kaks nädalat. (Joonis 12, B). 

Immunofluorestsentsanalüüsiga tuvastati, et pärast maksa osalist hepatektoomiat säilis 

tdTomato ekspressioon sapiteede rakkudes (Joonis 17, A-C), kuid võrreldes kahjustamata 

maksaga, oli märgata nende hulga vähenemist. Samuti leiti maksa parenhüümist nii üksikuid 

kui ka kolooniaid moodustavaid TOM+/K19- rakke, millel oli ka hepatotsüütidele iseloomulik 

morfoloogia (Joonis 17, D-I). 

Joonis 17. K19cre+/TOM+ genotüübiga hiirte maksa tdTomato ekspressioon pärast osalist 
hepatektoomiat. (A-C) Sapiteedele iseloomulikud TOM+/K19+ ja K19+ rakud. (D-F) 
Sapiteede TOM+/K19+ ja K19+ rakud ning eemal paiknevad hepatotsüütidele iseloomuliku 
morfoloogiaga TOM+/K19- rakud. (G-I) Hepatotsüütidele iseloomuliku morfoloogiaga 
TOM+/K19- rakud. Pildil I on siniselt kujutatud tuumavärv DAPI. 
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Keemilisest kahjustusest (CCl4) taastunud maksa immunofluorestsentsanalüüsiga tuvastati 

tdTomato ekspressiooni peamiselt üksikutes ja väikseid kolooniaid moodustavates pikliku 

kujuga sapiteede rakkudes (Joonis 18, A-F). Seega väiksemad sapiteed ja nende rakud olid 

kahjustuse toimel jagunenud ja hakanud moodustama uusi sapiteede struktuure. Üksikutel 

juhtudel leiti koelõikudelt ka hepatotsüütidele iseloomuliku morfoloogiaga TOM+/K19- rakke 

(Joonis 18, G-I). 

Joonis 18. K19cre+/TOM+ genotüübiga hiirte maksa tdTomato ekspressioon pärast  
keemilist kahjustust (CCl4). (A-C) Sapiteedele iseloomulikud TOM+/K19+ ja K19+ rakud. 
(D-F) Kahjustuse tagajärjel jagunenud TOM+/K19+ ja K19+ rakud. (G-I) Hepatotsüütidele 
iseloomuliku morfoloogiaga TOM+/K19- rakk. Pildil I on siniselt kujutatud tuumavärv DAPI. 
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Kahjustuse tagajärjel jagunenud ja uusi sapiteede struktuure moodustanud TOM+/K19+ ja 

K19+ rakke tuvastati ka sapijuha sulgemise korral, kus tdTomato ekspressioon esines nii 

väiksemates kui ka suuremates rakukolooniates (Joonis 19, A-C). Rakkude jagunemist ja uute 

sapiteede moodustamist oli aga rohkem just suurte portaalalade piirkonnas ja veidi vähem 

väikesemate sapiteede lähedal. Kahjustatud maksa parenhüümist leiti nii üksikuid kui ka 

kolooniaid moodustavaid hepatotsüütidele iseloomuliku morfoloogiaga TOM+/K19- rakke 

(Joonis 19, D-I). 

Joonis 19. K19cre+/TOM+ genotüübiga hiirte maksa tdTomato ekspressioon pärast 
sapijuha sulgemist. (A-C) Sapiteedele iseloomulikud TOM+/K19+ ja K19+ rakud. (D-F) 
Sapiteede TOM+/K19+ ja K19+ rakud ning eemal paiknevad hepatotsüütidele iseloomuliku 
morfoloogiaga TOM+/K19- rakud. (G-I) Hepatotsüütidele iseloomuliku morfoloogiaga 
TOM+/K19- rakud. Pildil I on siniselt kujutatud tuumavärv DAPI. 
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Ka DDC kahjustusega hiirte maksas oli märgata TOM+/K19+ ja K19+ sapiteede rakkude 

intensiivset jagunemist ning tdTomato oli ekspresseeritud nii üksikutes rakkudes kui ka 

väiksemates kolooniates (Joonis 20). Samas hepatotsüütidele omase morfoloogiaga 

TOM+/K19- rakke uuritud koelõikude pealt ei tuvastatud. 

 

 

 

  

Joonis 20. K19cre+/TOM+ genotüübiga hiirte maksa tdTomato ekspressioon pärast DDC 
dieeti. (A-F) Sapiteedele iseloomulikud TOM+/K19+ ja K19+ rakud. 
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2.3.2. Parenhüümirakkude järglaskonna jälgimine TTRcre+/TOM+ 

genotüübiga hiirtel 

2.3.2.1. TTRcre+/TOM+ genotüübiga hiirte maksa homöostaas 

Maksa parenhüümirakkude järglaskonna jälgimiseks kasutati TTRcre+/TOM+ genotüübiga 

hiiri, kusjuures katseplaan oli samasugune nagu K19cre+/TOM+ genotüübiga hiirte puhul 

(Joonis 12, A). Kolm päeva pärast tamoksifeeni süstimist eraldatud maksakoes tuvastati 

tdTomato ekspressiooni peamiselt üksikutes TOM+/K19- hepatotsüütides (Joonis 21, A-C). 

Samas täheldati ka sapiteede morfoloogiaga TOM+/K19+ rakke, mis paiknesid tdTomatot 

ekspresseerivate hepatotsüütide vahetus läheduses või ka kaugemal (Joonis 21, D-F). 

 

Kahjustamata hiire jälgimisel selgus, et üks kuu pärast tamoksifeeni süstimist oli tdTomato 

endiselt ekspresseeritud peamiselt üksikutes hepatotsüütides (Joonis 22, A-C). Samas esines 

ka kuni seitsmest rakust koosnevaid kolooniaid. Jätkuvalt olid tuvastatavad ka sapiteede 

morfoloogiaga TOM+/K19+ rakud, kuid nende tdTomato signaal oli nõrgem kui 

hepatotsüütidel. (Joonis 22, D-F). Veelgi pikema aja vältel, kuus kuud pärast tamoksifeni 

süstimist, olid hepatotsüütide kolooniad veidi suurenenud ning leidus ka rohkem kui 10 rakust 

koosnevaid kolooniaid (Joonis 23, A-C, G-I). Samuti olid tuvastatavad sapiteede 

morfoloogiaga TOM+/K19+ rakud, kuid nende hulk ei olnud aja jooksul märgatavalt 

suurenenud (Joonis 23, D-F). 

Joonis 21. TTRcre+/TOM+ genotüübiga hiirte maksa tdTomato ekspressioon 3 päeva 
pärast tamoksifeeni süstimist. (A-C) tdTomatot ekspresseerivad parenhüümirakud ja K19+ 
sapiteede rakud. (D-F) tdTomatot ekspresseerivad hepatotsüüdid ja sapiteede morfoloogiaga 
TOM+/K19+ rakud. 
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Joonis 22. TTRcre+/TOM+ genotüübiga hiirte maksa tdTomato ekspressioon 1 kuu pärast 
tamoksifeeni süstimist. (A-C) tdTomatot ekspresseerivad parenhüümirakud ja K19+ 
sapiteede rakud. (D-F) tdTomatot ekspresseerivad hepatotsüüdid ja sapiteede morfoloogiaga 
TOM+/K19+ rakud (valged nooled). 
 

Joonis 23. TTRcre+/TOM+ genotüübiga hiirte maksa tdTomato ekspressioon 6 kuud 
pärast tamoksifeeni süstimist. (A-C) TOM+ hepatotsüüdid ja K19+ sapiteede rakud. (D-F) 
TOM+ hepatotsüüdid ja sapiteede morfoloogiaga TOM+/K19+ rakud (valge nool). (G-I) Ligi 
20 rakust koosnev hepatotsüütide koloonia. Pildil I on siniselt kujutatud tuumavärv DAPI. 
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Võrreldes TTRcre+/TOM+ genotüübiga hiirte maksa parenhüümirakkude kolooniate suuruseid, 

tuvastati aja jooksul toimuv normaalse maksa hepatotsüütide jagunemine ja seeläbi ka 

rakukolooniate suurenemine (Joonis 24). Erinevatel ajapunktidel tehtud koelõikudelt loeti 

kokku üksikute ja kolooniaid moodustavate hepatotsüütide arv. Arvutuste tulemusel leiti, et 

kolm päeva pärast tamoksifeeni süstimist oli üksikuid rakke 78% ning keskmine koloonia 

moodustanud rakkude arv oli 1,4 (Joonis 24, D3; LISA 3). Kuu aega pärast tamoksifeeni 

süstimist oli aga märgata üksikute maksarakkude arvu vähenemist ja nende arvelt kolooniate 

suurenemist (Joonis 24, M1). Pikema aja vältel vähenes üksikute rakkude arv veelgi (54,8%), 

ning suurenes kolooniaid moodustavate rakkude arv. Selle tulemusena oli kuus kuud pärast 

tamoksifeeni süstimist keskmine koloonia moodustunud rakkude arv 2,1. (Joonis 24; LISA 3) 

 

  

Joonis 24. Hepatotsüütide koloonia suuruse muutumine ajas. D – päev; M – kuu. Sinisega 
on kujutatud rakukolooniate suurused ja nende protsent kolm päeva pärast tamoksifeeni 
süstimist. Kollasega on toodud olukord 1 kuu pärast tamoksifeeni süstimist ja rohelisega 6 
kuud pärast tamoksifeeni süstimist. 
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2.3.2.2. TTRcre+/TOM+ genotüübiga hiirte maksa regeneratsioon kahjustuse 

korral 

Keemilise kahjustusega (CCl4) maksas oli tdTomato ekspresseeritud nii parenhüümi- kui ka 

sapiteede rakkudes (Joonis 25, A-C, G-I). Peamiselt moodustasid tdTomatot ekspresseerivad 

hepatotsüüdid 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 võrreldes märgatavalt suurenenud. 

 

DDC dieedil olnud hiirtel esines tdTomato ekspressioon peamiselt üksikutes rakkudes, kuid 

leidus ka kuni viiest parenhüümirakust koosnevaid kolooniaid (Joonis 26). Samuti oli näha 

kahjustuse tagajärjel 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). 

Joonis 25. TTRcre+/TOM+ genotüübiga hiire keemilise kahjustusega (CCl4) maksa 
tdTomato ekspressioon. (A-C) TOM+ hepatotsüütide kolooniad ja K19+ sapiteede rakud. (D-
F) Ligi 20 rakust koosnev hepatotsüütide koloonia. Pildil F on siniselt kujutatud tuumavärv 
DAPI. (G-I) TOM+ hepatotsüüdid ja sapiteede morfoloogiaga TOM+/K19+ rakud. 
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TTRcre+/TOM+ genotüübiga hiirte kahjustatud maksa parenhüümirakkude kolooniate 

suuruseid võrreldes leiti, et hepatotsüütidele toksilise CCl4 tagajärjel toimub nende 

jagunemine ja seega suureneb kolooniad moodustavate rakkude arv (Joonis 27). Sapiteedele 

toksilise DDC dieeti korral maksarakkude kolooniate suurenemist, võrreldes kahjustamata 

maksaga, ei täheldatud (Joonis 27). Pärast CCl4 kahjustust oli maksarakkude keskmine 

koloonia suurus 2,1 rakku, kuid DDC dieedi ja kahjustamata maksal 1,5 rakku (LISA 2). 

Joonis 26. TTRcre+/TOM+ genotüübiga hiire DDCga kahjustatud maksa tdTomato 
ekspressioon. (A-F) tdTomatot ekspresseerivad hepatotsüüdid ja sapiteede morfoloogiaga 
K19+ rakud. (D-F) TOM+ hepatotsüüdid ja TOM+/K19+ sapiteede morfoloogiaga rakud (valge 
nool). 

Joonis 27. Hepatotsüütide kolooniate suurused pärast kahjustust. Rohelisega on kujutatud 
kahjustamata maksa rakukolooniate suurused ja nende protsent. Punasega ja halliga on kujutatud 
vastavalt kaks nädalat pärast DDC ja CCl4 kahjustust leiduvate rakukolooniate suurused ja nende 
protsent. 
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2.4. Arutelu 

Maksa regeneratsioonimehhanismi ei ole veel täpselt kirjeldatud ja see tekitab vastava ala 

uurijate seas palju diskussiooni. Regeneratsiooni eest vastutavate rakkude defineerimine 

aitaks välja töötada farmakoloogilisi strateegiaid krooniliste maksahaiguste raviks ja 

rakupõhist teraapiat erinevate maksakahjustuste korral. Arvatakse, et maksa homöostaasi eest 

vastutavad diferentseerunud ning jagunemisvõimelised hepatotsüüdid ja sapiteede rakud. 

Kahjustuse korral võivad aga maksa paranemises osaleda ka täiskasvanud tüvirakud, kuid 

siiani pole nende olemasolu suudetud tuvastada. Samas on üldlevinud arvamus, et maksa 

potentsiaalsed täiskasvanud tüvirakud võivad 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 tüvirakkude tuvastamiseks kasutatud meetodeid, mis ei võimalda jälgida 

hepatotsüütide ja sapiteede rakkude põlvnemist. Samuti on leitud, et normaalsetes 

hepatotsüütides võidakse ekspresseerida sapiteede transkriptsioonifaktoreid ning tamoksifeen 

võib põhjustada maksarakkudes sapiteede markerite ekspressiooni. Seega tuleks maksa 

regeneratsioonis osalevate rakkude täpsemaks 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). Käesolevas magistritöös 

kasutati in vivo rakkude järglaskonna jälgimise meetodit, et uurida maksa homöostaasis ja 

kahjustatud maksa regeneratsioonis osalevaid rakke. Selleks kasutati sapiteede ja 

hepatotsüütide järglaskonna jälgimist võimaldavaid hiiri, et uurida võimalikku muutuste 

toimumist nii ajas kui ka erinevate maksakahjustuste korral. 

Kõigepealt kontrolliti süsteemi funktsionaalsust ja ajas toimuvaud muutusi K19cre+/TOM+ 

genotüübiga hiirte koelõikudel, kus nähti moodustuvate sapiteede struktuure ja pikema aja 

jooksul pea täieliku sapiteede puu moodustumist (Joonis 13). Sapiteede homöostaasi 

mehhanismi kohta on varasemalt olnud palju vastakaid seisukohti. Näiteks on arvatud, et uued 

sapiteede rakud võivad tekkida periportaalsetest hepatotsüütidest (Desmet jt, 1995), 

olemasolevate sapiteede rakkude jagunemisel (Slott jt, 1990) või ka sapiteede tüvirakkudest 

(Theise jt, 1999). Täpsemad uuringud on aga selgitanud, et sapiteede homöostaasi tagab 

peamiselt diferentseerunud ja jagunemisvõime säilitanud sapiteede rakkude replitseerumine 

(Magami jt, 2002) ning ka käesolevas magistritöös leiti, et sapiteede rakkude uuenemine 

toimub eelkõige olemasolevate rakkude jagunemisel. Saadud tulemused aga ei välista 

sapiteede tüvirakkude osalemist antud protsessis ning selle kindlaks tegemiseks tuleks 
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kasutata teisi sapiteedes paiknevate potentsiaalsete tüvirakkude markereid, näiteks Sox9 (ingl 

SRY (sex determining region Y)-box 9). Selliste uuringute tulemusena on aga leitud, et antud 

rakud ei jagune aja jooksul märkimisväärselt (Tarlow jt, 2014). Seega võime arvata, et 

sapiteede uuenemise eest vastutavad peamiselt sapiteede diferentseerunud rakud. 

Käesoleva magistritöö eesmärgiks oli ka uurida normaalse maksa homöostaasi ja rakkude 

võimalikku transdiferentseerumist sapiteede rakkudest hepatotsüütideks ja vastupidi. Selleks 

uuriti K19cre+/TOM+ genotüübiga hiiri erinevatel ajapunktidel ning leiti, et aja jooksul ei 

toimu märkimisväärset hepatotsüütide asendumist sapiteedest pärit rakkudega (Joonis 14; 

Joonis 15; Joonis 16). Proovidest tuvastati küll üksikutel juhtudel maksarakkudele 

iseloomuliku morfoloogiaga rakke, kuid nende hulk ei ole normaalse maksa säilitamiseks 

piisav. (Joonis 15, G-I; Joonis 16, D-F). Potentsiaalsete transdiferentseerunud rakkude 

paremaks tuvastamiseks võiks kasutada näiteks maksarakkude tuumaspetsiifilist HNF4α 

antikeha. Üksikute periportaalsete hepatotsüütide tekkimist on ka varem kirjeldatud 

(Furuyama jt, 2011; Iverson jt, 2011). Samasuguseid tulemusi on saadud ka tamoksifeen Cre-

LoxP, mida kasutati ka käesolevas töös, AAV-TTR-Cre (AAV, ingl adeno-associated virus) 

süsteemi (Tarlow jt, 2014) ning teiste meetoditega (Carpentier jt, 2011; Espanol-Suner jt, 

2012; Malato jt, 2011). Seega võib antud töö praeguste tulemuste põhjal arvata, et normaalse 

maksa homöostaasi eest vastutavad peamiselt diferentseerunud ja jagunemisvõimelised 

maksarakud, sest hepatotsüütidele iseloomuliku morfoloogiaga rakke oli niivõrd vähe ja need 

ei osalenud aktiivselt maksa parenhüümi uuenemises. 

K19cre+/TOM+ genotüübiga hiiri kasutati ka erinevate mehhanismidega tekitatud 

maksakahjustuse järgse regeneratsiooni uurimiseks, et jälgida sapiteede rakkude jagunemist ja 

tuvastada võimalikku sapiteede rakkude transdiferentseerumist maksarakkudeks. Maksa 

keemiline kahjustus (CCl4) ja sapiteede kahjustus (DDC) põhjustasid küll sapiteede rakkude 

aktiivset jagunemist, kuid märkimisväärseid muutusi rakkude spetsialiseerumises ei 

tuvastatud. (Joonis 18; Joonis 20). Samuti ei olnud üksikute ja hepatotsüütidele iseloomuliku 

morfoloogiaga rakkude hulk tõusnud. Seega võib arvata, et antud toksiliste kahjustuste 

tagajärjel toimub küll 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 võimalik, et sapiteede rakud küll ei transdiferentseeru, kuid toetavad 

hepatotsüütide jagunemist juksta- või 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 küllaltki tavapärane. 

Selles töös kasutati katsete läbiviimiseks samamoodi tamoksifeeni süstimisel aktiveeruvat Cre 

süsteemi ja kaks nädalat 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 käesoleva töö ja Dorrelli leitud tulemuste erinevus tulla kasutatud markerist, 

vaid eksperimendi läbiviimise meetodite erinevustest. Seega on praegu kasutusel olevad 

süsteemid küllalki puudulikud ja nende abil saadud tulemused küsitava väärtusega.  

K19cre+/TOM+ genotüübiga hiirtele tehtud PH ja BDL operatsioonide tulemusena tekkis 

maksa parenhüümi aga tunduvalt rohkem tdTomatot ekspresseerivad ja hepatotsüütidele 

iseloomuliku morfoloogiaga rakke ning nende kolooniaid (Joonis 17, D-I; Joonis 19, D-I). 

Seni on arvatud, et pärast osalist hepatektoomiat vastutavad maksa regeneratsiooni eest 

peamiselt jagunevad hepatotsüüdid (Fausto, 2004; Grisham, 1962; Michalopoulos, 2010; 

Taub, 2004; Yin jt, 2011), kuid käesoleva töö tulemus viitab võimalikule sapiteede rakkude 

transdiferentseerumisele ja/või oletatavate K19 ekspresseerivate tüvirakkude osalusele selles 

protsessis. Värvunud rakukolooniate esinemine pärast sapijuha sulgemist viitab samuti 

võimalikule tõsisest kahjustusest tingitud rakkude transdiferentseerumisele ja jagunemisele. 

Mõlema kahjustuse tagajärjel moodustunud kolooniad paiknesid aga tdTomatot 

ekspresseerivatest sapiteede rakkudest küllaltki kaugel (Joonis 17, D-F; Joonis 19, D-F) ja 

seega on võimalik, et osa nähtud kolooniatest tekkisid käesolevas töös juba varem kirjeldatud 

hepatotsüütidele omase morfoloogiaga rakkude jagunemisel. Kuna K19cre+/TOM+ 

genotüübiga hiirtel võivad värvuda nii sapiteede rakud kui ka sapiteedes paiknevad 

potentsiaalsed tüvirakud, siis ei võimalda uuringute läbiviimiseks kasutatud meetod kindlaks 

teha, kas värvunud hepatotsüüdid on tekkinud sapiteede rakkude transdiferentseerumise või 

sapiteedes leiduvate tüvirakkude diferentseerumise tulemusena. Selle väljaselgitamiseks 

tuleks teostada täiendavaid uuringuid teiste markeritega, mis võimaldaks veelgi täpsemalt 

määrata rakkude klonaalset jagunemist, näiteks Sox9. Samuti tuleks tdTomatot 

ekspresseerivate maksarakkude hulga ja selle muutuste kindlakstegemiseks kasutada FACS 

(ingl fluorescence-activated cell sorting) analüüsi. Samas ei saa välistada, et antud töös leitud 

vähesel määral toimuv muutus sapiteede rakkude spetsialiseerumises võib osutuda nii pikas 

perspektiivis kui ka kroonilise kahjustuse korral funktsionaalselt oluliseks. 
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Lisaks uuriti normaalse maksa homöostaasi ka TTRcre+/TOM+ genotüübiga hiirtel, mis 

võimaldasid jälgida parenhüümirakkude järglaskonda. Katsete läbiviimiseks rakendati varem 

kasutatud ajapunktide skeemi – vahemikus kolm päeva kuni kuus kuud pärast tamoksifeeni 

süstimist (Joonis 12, A). Esimeses ajapunktis tuvastati tdTomato ekspressiooni peamiselt 

üksikutes hepatotsüütides, mis moodustasid kõikidest värvunud rakkudest ~80% (Joonis 21, 

A-C; Joonis 24, D3). Saadud protsent on küll veidi väiksem kui varem avaldatud tulemused 

(Tarlow jt, 2014), kuid erinevusi võivad põhjustada kasutatud ajapunktid ja kolooniasse 

kuuluvate rakkude hulga lugemise metoodika. Kuu aega pärast tamoksifeeni süstimist oli 

keskmine rakkude arv koloonias suurenenud (Joonis 22, A-C; Joonis 24, M1) ning kuue kuu 

pärast olid moodustunud juba suuremad rakkude kolooniad ja üksikute rakkude hulk oli 

langenud 54 protsendini (Joonis 23, A-C; Joonis 24, M6). Maksa homöostaasi tagamiseks 

toimuvat parenhüümirakkude jagunemist on erinevate meetoditega ka varemgi tuvastatud 

(Grisham, 1969; Ng ja Iannaccone, 1992; Wright ja Alison, 1984). Seega võib nii kirjanduses 

avaldatud kui ka käesoleva töö tulemuste põhjal arvata, et maksa uuenemise eest vastutavad 

tüvirakkude asemel hoopis spetsialiseerunud, kuid jagunemisvõimelised hepatotsüüdid. Seega 

on töö tulemusena leitud hepatotsüütide kolooniate tekkimine ootuspärane ning viitab maksa 

tavapärasele homöostaasile ja sellest tingitud maksarakkude jagunemisele. 

Samuti leiti TTRcre+/TOM+ genotüübiga hiirte maksa analüüsil sapiteede rakkudele 

iseloomuliku morfoloogiaga ja tdTomatot ekspresseerivaid rakke (Joonis 21, D-F; Joonis 22, 

D-F; Joonis 23, D-F), kuid neid täheldati tunduvalt rohkem kui K19cre+/TOM+ hiirte puhul. 

Seega võiks arvata, et homöostaasi korral on maksarakkude muutumine sapiteede rakkudeks 

tõenäolisem kui vastupidine transdiferentseerumine. Antud väide on aga vastuolus üldlevinud 

arvamusega, et maksa täiskasvanud tüvirakud paiknevad sapiteedes ning vajadusel arenevad 

neist hepatotsüüdid (Isse jt, 2013). Seega tuleks tdTomatot ekspresseerivate sapiteede rakkude 

hulga ja selle muutuste kindlakstegemiseks kasutada FACS analüüsi. Küsimusi tekitab ka 

TOM+/K19+ rakkude madalam tdTomato ekspressioonitase kui parenhüümirakkudel. Samas 

võis signaali tugevuse erinevust põhjustadagi just rakkude transdiferentseerumine ja selle 

käigus toimunud muutused, mis mõjutasid omakorda ka tdTomato ekspressiooni.  

Küllaltki tõenäoline on ka võimalus, et TTR promootor on aktiivne osades sapijuha rakkudes 

ja sellisel juhul ei sobi antud TTRcre+/TOM+ süsteem hepatotsüütide transdiferentseerumise 

uurimiseks. Meetodi mittetäiuslikkusele viitab ka teise uurimisgrupi tulemus, kus AAV-TTR-

Cre vektorsüsteemi kasutamisel R26R-Confetti hiires ei leitud hepatotsüütidest 

transdiferentseerunud sapiteede rakke (Tarlow jt, 2014). Seega tuleks käesolevas töös leitud 

maksarakkude transdiferentseerumise täpsemaks uurimiseks ja kontrollimiseks kasutada 

46 



alternatiivseid meetodeid, näiteks kirjeldatud vektorsüsteemi ja/või alternatiivsed 

hepatotsüütidele iseloomulikke promootoreid, nagu albumiin. 

TTRcre+/TOM+ genotüübiga hiirtele tekitatud maksakahjustused (CCl4 ja DDC) põhjustasid 

intensiivset sapiteede rakkude jagunemist (Joonis 25, A-C; Joonis 26, A-C). CCl4 tagajärjel 

oli märgata ka tdTomatot ekspresseerivate rakukolooniate moodustumist, mis paiguti 

koosnesid enam kui 10 rakust (Joonis 25, D-F; Joonis 27). See viitab kahjustuse tagajärjel 

toimunud intensiivsele maksarakkude jagunemisele. Teades, et CCl4 on eelkõige toksiline 

hepatotsüütidele (Weber jt, 2003), on saadud tulemus ka ootuspärane. Koelõikudelt leiti nii 

suuri kui ka väikseid kolooniaid, seega jagunes osa rakke kahjustuse parandamiseks korduvalt 

ning mõni rakk ei jagunenud üldse. CCl4 kahjustusest põhjustatud hepatotsüütide jagunemist 

on tuvastatud ka teistes katsetes (Tarlow jt, 2014) ja seega kinnitavad käesolevas töös saadud 

tulemused, et täiskasvanud ja jagunemisvõimelised hepatotsüüdid on maksarakkude 

kahjustuse korral olulised uute hepatotsüütide allikad. 

DDC kahjustuse korral aga niivõrd intensiivset hepatotsüütide jagunemist ei täheldatud 

(Joonis 27). See on küll vastuolus varem avaldatud tulemustega (Tarlow jt, 2014), kuid on 

võimalik, et pikema kahjustuse korral põhjustab DDC dieet maksarakkude jagunemist. 

Toksiini poolt kahjustatud maksas täheldati ka TOM+/K19+ ja sapiteede morfoloogiaga rakke 

(Joonis 26, D-F), mida oli märgatavalt rohkem kui varem käsitletud normaalses ja CCl4 

kahjustusega maksas. Saadud tulemus on kooskõlas varasemate eksperimentaalsete 

tulemustega, kus DDC dieedi korral tekkisid sapiteede rakud peamiselt hepatotsüütidest 

(Sekiya ja Suzuki, 2014; Yanger jt, 2013). Samas on ka vastupidiseid näiteid, 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 analüüsi. Samuti tuleks maksarakkude transdiferentseerumise täpsemaks 

uurimiseks ja kontrollimiseks kasutada eelpool kirjeldatud vektorsüsteemi või alternatiivsed 

hepatotsüütidele iseloomulikke promootoreid. 

Käesolevas magistritöös leiti, et tõsise maksakahjustuse tagajärjel esineb vähesel määral 

sapiteede rakkude transdiferentseerumist hepatotsüütidele iseloomuliku morfoloogiaga 

rakkudeks. Samas parenhüümirakkude spetsialiseerumist sapiteede rakkudeks tuleks 

kontrollida alternatiivsete meetoditega, näiteks kasutada tdTomato asemel R26R-Confetti 

hiireliini ja/või tamoksifeni asemel AAV-cre vektorit. Kirjanduses toodud uuringute 

läbiviimiseks on kasutatud erinevaid meetodeid ning katsemudeleid, kuid need mõjutavad 

omakorda saadud tulemusi, mis võivad seetõttu olla vastuolulised. Ka käesolevas töös 
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täheldati, et mõned tulemused kinnitavad teistes uurimisgruppides saadud andmed, kuid 

mõned on vastuolus seni teadaolevaga. Probleemiks võib olla ka olemasolevate kahjustuse 

mudelite ebaefektiivsus, mistõttu tõelisi maksa täiskasvanud tüvirakke ei aktiveerita. Seega 

maksa regeneratsiooni veelgi paremaks uurimiseks oleks vaja välja töötada täpsemaid hiirte 

rakkude klonaalse jälgimise mudeleid. Samuti puuduvad teised funktsionaalsed ja 

usaldusväärsed rakkude jälgimise loommudelid, mistõttu ei saa ka käesoleva töö tulemusi 

võrdsustada roti või inimese maksas toimuva regeneratsiooniga.  
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KOKKUVÕTE 

Maksal on suur regeneratsioonivõime, kuid selle mehhanismi ei ole suudetud veel täielikult 

kirjeldada. Seetõttu oli antud töö eesmärgiks uurida maksa homöostaasis ja kahjustatud maksa 

regeneratsioonis osalevaid rakke. Kuna eksperimentaalses osas kasutati uurimisobjektina hiire 

maksa, siis sisaldas kirjandusele tuginev osa ülevaadet maksa ülesehitusest ja rakutüüpidest. 

Samuti anti ülevaade maksa organogeneesist, postnataalsest arengust ja peamistest 

funktsioonidest. Põhjalikumalt kirjeldati ka maksa regeneratsiooniga seotud hüpoteese ja 

probleeme. Sealjuures toodi välja peamised maksa regeneratsiooni uurimiseks kasutatavad ja 

maksakahjustusi tekitavad meetodid, nagu osaline hepatektoomia, sapiteede sulgemine, CCl4 

ja DDC toksiinid. 

Antud magistritöö üheks eesmärgiks oli luua in vivo süsteem maksa sapiteede ja 

parenhüümirakkude järglaskonna jälgimiseks. Selleks kasutati mudelorganismina hiireliine 

(K19cre+, TTRcre+ ja TOM+), kelle omavahelisel ristamisel saadud järglastel oli võimalik 

jälgida sapiteede rakkude (K19cre+/TOM+) ja parenhüümirakkude jagunemist (TTRcre+/TOM+). 

Cre-LoxP hiirtesse süstitud tamoksifeen põhjustas rakkudes tdTomato ekspressiooni, mis 

omakorda võimalas jälgida rakkude jagunemist. Mõlema süsteemi korral oli märgata rakkude 

värvumist kolm päeva pärast tamoksifeeni süstimist ja ekspressiooni säilimist vähemalt kuue 

kuu vältel. Seega on mõlemad saadud süsteemid funktsionaalselt töökorras ja stabiilsed. 

Teiseks eesmärgiks oli jälgida hiire maksa sapiteede ja parenhüümirakkude jagunemist 

erinevatel ajapunktidel ning seeläbi tuvastada võimalikku transdiferentseerumist maksa 

erinevate rakuliste komponentide vahel. Selleks jälgiti sapiteede rakkude ja 

parenhüümirakkude jagunemist kuni kuue kuu jooksul. Sapiteede rakkude jagunemise 

jälgimisel selgus, et normaalses maksas toimub väga vähesel määral sapiteede rakkude 

transdiferentseerumine hepatotsüütidele iseloomuliku morfoloogiaga rakkudeks. Leitud 

muutus sapiteede rakkude spetsialiseerumises ei ole aga piisav maksa parenhüümi 

homöostaasi tagamiseks. Parenhüümirakkude jagunemise jälgimisel leiti, et maksa 

homöostaasi eest vastutavad peamiselt diferentseerunud ja jagunemisvõimelised 

hepatotsüüdid. Lisaks sellele tuvastati ka maksarakkude transdiferentseerumist sapiteede 

rakkudeks, kuid võib arvata, et saadud tulemus on põhjustatud meetodi mittetäielikust 

spetsiifikast. 

Kolmandaks eesmärgiks oli tekitada täiskasvanud hiire maksas sapiteede ja 

parenhüümirakkude kahjustusi ning seeläbi uurida rakkude võimalikku transdiferentseerumist 

maksa erinevate rakuliste komponentide vahel. Selleks jälgiti sapiteede rakkude ja 
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parenhüümirakkude jagunemist erinevate kahjustuste tagajärjel, nagu PH, CCl4, BDL ja DDC. 

Sapiteede rakkude jagunemise jälgimisel leiti, et CCl4 ja DDC kahjustus ei põhjusta rakkude 

transdiferentseerumist hepatotsüütideks. Samas PH ja BDL tekitasid muutusi rakkude 

spetsialiseerumises, kuid transdiferentseerunud rakkude hulk ei olnud piisav maksa 

taastootmiseks. Parenhüümirakkude jagunemise jälgimisel leiti, et sapiteedele toksiline DDC 

dieet ei põhjustanud muutusi hepatotsüütide jagunemises. Küll aga märgati 

transdiferentseerunud rakkude hulga suurenemist, võrreldes kahjustamata maksaga. Samas 

CCl4 kahjustusega maksas tuvastati küll hepatotsüütide aktiivset jagunemist, aga mitte 

rakkude transdiferentseerumist. Saadud tulemuste kontrollimiseks tuleks kasutada ka 

alternatiivseid meetodeid. 

Käesolevas magistritöös leitud sapiteede rakkude transdiferentseerumine hepatotsüütidele 

iseloomuliku morfoloogiaga rakkudeks aitab paremini mõista hiire maksa 

regeneratsioonimehhanisme. Samas parenhüümirakkude spetsialiseerumise muutust sapiteede 

rakkudeks tuleks kontrollida alternatiivsete meetoditega. Saadud tulemusi saab rakendada 

täiendavate katsesüsteemide loomiseks ja pikemas perspektiivis on võimalik nende põhjal 

töötada välja 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, CCl4, 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 (K19cre+, 

TTRcre+, and TOM+), whose offspring could be used to trace biliary (K19cre+/TOM+) and 

parenchymal cells (TTRcre+/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, CCl4, BDL, and 

DDC. It was found that CCl4 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 CCl4 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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LISA 3. Keskmise hepatotsüütide koloonia suuruse muutumine ajas. D – päev; M – 
nädal. Kolm päeva pärast tamoksifeeni süstimist 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). 

LISA 2. Keskmine hepatotsüütide koloonia suurus pärast kahjustust. Kahjustamata 
maksa keskmine hepatotsüütide koloonia oli 1,6 ja kahjustatud maksal pärast CCl4 kahjustust 
2,1 ja pärast DDC dieeti 1,5. Graafikul on toodud keskmiste 95% usalduspiirid ning CCl4 ja 
kahjustuseta maksa vaheline erinevus on statistiliselt oluline (p<0.01). 
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