TARTU ULIKOOL
LOODUS- JA TAPPISTEADUSTE VALDKOND
MOLEKULAAR- JA RAKUBIOLOOGIA INSTITUUT

RAKUBIOLOOGIA OPPETOOL

LGRS+ tiivirakkude identiteet ja nisS akuutse kahjustusega

maksas
Magistritoo
40 EAP

Mikk Tooming

Juhendajad: PhD Janeli Viil,

PhD, MD Viljar Jaks

TARTU 2017



INFOLEHT

LGRS+ tiivirakkude identiteet ja nisS akuutse kahjustusega maksas

Maks on inimese elutdhtis organ, millel on tohutu regeneratsioonivoime. Maksa
taastumisprotsesse on uuritud juba pikka aega, kuid t60 maksa tlivirakkudega on
intensiivistunud alles viimastel aastatel. Maksa tiivirakkude uurimise on keeruliseks teinud
spetsiifiliste markerite puudumine, mille abil neid rakke detekteerida. Uheks potentsiaalseks
tiivirakumarkeriks, mis mérgib mitmete teiste kudede tiivi- ja eellasrakke, on LGRS5. Antud t66
eesmargiks oli uurida maksa LGRS5-positiivsete tiivirakkude identiteeti nende pinnamarkerite
repertuaari iseloomustamise kaudu ning kirjeldada nende tiivirakunissi. Tulemustest selgus, et
LGRS positiivsed rakud ekspresseerivad makrofaagidele iseloomulikke markereid ning
asetsevad miiofibroblastide ja tiilip IV kollageeni poolt iimbritsetud nissis. Jargnevalt peaks
uurima LGRS positiivsete tiivirakkude ning neid {Umbritsevate rakkude tépsemaid

interaktsioone.

Mirksonad: LGRS, maks, tiivirakud, tiivirakuniss
CERCS kood: B210; histoloogia, tsiitokeemia B350; rakuteraapia, kunstlikud koed,

transplantoloogia
LGRS+ stem cells identity and stem cell niche in acute liver injury

Liver is a vitally important organ in the human body and it has a vast regenerative capability.
The regenerative processes in liver have been studied for decades. A vast progress had been
made during recent years in studying liver stem cells but much is yet to be discovered. Studies
on liver stem/progenitor cells is complicated due to the lack of specific markers. One potential
liver stem cell marker is LGRS that labels stem/progenitor cells in a number of tissues. The aim
of this work was to study the precise identity of LGRS5-positive stem cells in liver injury by
identifying their cell surface marker repertoire and to describe their stem cell niche. The results
revealed that in acute liver injury, LGR5+ stem cells express macrophage markers which reside
in stem cell niches composed of myofibroblasts and type IV collagen. The results provide basis
for further studies aimed at elucidating the interactions of LGRS5+ stem cells with their
surroundings.

Key words: LGRS, liver, stems cells, stem cell niche

CERCS code: B210; histology, cytochemistry, histochemistry, tissue culture B350; cell

therapy, artificial tissues, transplantology



SISUKORD

INFOLEHT ...ttt ettt ettt et e e st e sseenseeseesseenseeneenseensesneenseensens 2
KASUTATUD LUHENDID .......oooviiiiiieeieeeteteee et 5
SISSEJUHATUS ...ttt sttt ettt e sb et sst e bt et et e s bt enaesane e 6
1. KIRJANDUSE ULEVAADE .......cccoiioiiiieeeeieeeeeeeeeeeeeeeee e 7
1.1 MaKs Ja te€mMa €hITUS ....oocvieiiiieiieeiieiieeie ettt ettt ettt sbe et eebeessaeenbeesaaeenseenenas 7
L.I.1 Maksa funktSIoOnid .......cceeviriiriiniiiienieeeeeeee et e 8
1.1.2 Maksa vereringe ja rakuling KOOSS@IS........cceevvieruieeiiienieniienieeieenee e 9

1.1.3 MaKSa re@eNeTatSI00N ... .veeuieeiiieiieeiieeiie et eesite et e stte et esiteebeesateenbeesseesneeesaeeenne 10

1.1.4  Maksa tlvIraKud .......cccoeeiiieiiieiieie et s 12

1.2 LGRS 1SELOOMUSLUS. ....cueiiiiiiiieiieeie ettt ettt et 13
1.2.1 LGRS tiivirakumarkerina...........cooeeeiiiiiiiiiieie e 14

1.3 TiivirakuniSs$ ja tema OlEIMUS .......coeouieiieiiieiieeiee e 15
1.4  Makrofaagid ja nende roll maksa regeneratSioOnis ..........ceceeveeriveenieeieenieesieeneenn 16

2. EKSPERIMENTAALOSA ....oooteeeee ettt st 19
2.1 TOO €ESMATZIA. .. .ceiiiieiiiieeiieesieeestee ettt e e e e et eeeteeeeteeesseeessbeeensseeesseeensseesnnseeeneeas 19
2.2 Materjal Ja MEtOOIKA ......ccuviieiiiieiieeieeeee e s 20
2.2.1  Kasutatud hiireliinid .........ooooiiiiiiiiiiiee e 20
2.2.2  Hiirte ENOtUPISCEIIMINE ....ccuveeererreeriieeeriieeerieeerireeeereeesreesseeesseeesseessseessseenns 20
2.2.3  CCls kahjustuse tekitamine ja maksakoe kiilmutamine...........ccccceceevieniienneene 21
N D € o 1 I 1o o] 1 10 R SRRPSRRPR 22
2.2.5  Immunofluorestsentsanaliilis ..........ceoerverieniiriieniiniieieeecereecee e 23
2.2.6 FACS QNalTTS ..c.veeuveriiiieeieeieeeeest ettt 26
2.2.6.1  Hiirte aneStEEIIMINE .......evueeueriieriieieeiteeit ettt ettt ettt b et 26
2.2.6.2  Maksarakkude eraldamine ............cccoeceerieniiriiniininiencieecee e 26
2.2.6.3 LGRS+ rakkude FACS anallilis .......cocveveeriirieniiiiniinecienieceeeee e 27

2.3 TULEMUSED ...ttt sttt sttt e st 28
2.3.1 LGRS+ tiivirakud ei ekspresseeri ALB ja MUP1 hepatotsiiiidimarkereid.......... 28

3



2.3.2 LGRS+ tiivirakud ei ekspresseeri sapijuharakkude ja maksa progenitorrakkude

MATKETTE OPN..o..iiiiiiiiiii ettt 30
2.3.3 LGRS+ tiivirakud on CD347, S0x97, CD1337, CD45 ....cviieieeieeeieeieeieieieees 31
2.3.4 LGRS+ tiivirakkude analiiiis FACS meetodiga.........coocvevieeiiieniienieenieeiieee, 34
2.3.5 LGRS+ tiivirakud on F4/80°, CD68", CD11b", CD169 ....c.ccvueveieiereiiieiercinnen. 35

2.3.6 LGRS+ tuvirakud asetsevad tsentraalveeni vahetus ldheduses miiofibroblastide

ja tiitip IV kollageeni poolt hallatud potentsiaalses tiivirakunissis.........ccccveeeveeeenveennneen. 39

24 ARUTELU ..ottt sttt ettt st esse et eenaesneeseenee e 40
KOKKUVOTE ..ottt ettt 43
SUMMARY .ttt h ettt sh et e et e s bt et e e st e s bt e e e st e bt enbesaeenbeennen 44
TANUAVALDUSED......ccotvttitieintieiesineesiesesesss s sss st sses et ssess s ssesssessesssecs 45
KASUTATUD KIRJANDUS ...ttt sttt sttt ettt 46
KASUTATUD VEEBIAADRESSID ....ooiiiiiiiiiiieeeeeeee ettt 52
LISAD ettt ettt h ettt e h bt et h e h e et e eat e bt et e st e bt enteenee e 53
LIHTLITSENTS .ttt ettt et st b ettt e bt et eeeeesae e b e eneesaeenteenee e 56



KASUTATUD LUHENDID

aSMA — alfa silelihase aktiin (ingl. alpha smooth muscle actin)

CCl4 — siisiniktetrakloriid (ingl. carbon tetrachloride)

DAPI — 4’ ,6-diamidino-2-fentiiilindool (ingl. 4’°,6-diamidino-2-phenylindole)

EGFR - epidermaalse kasvufaktori retseptor (ingl. epidermal growth factor receptor)
FACS - fluorestsents-aktiveeritav rakusortimine (ingl. fluorescent activated cell sorting)
FDG — fluorestsiin Di-B-D-galaktopiiranosiid (ingl. Fluorescein Di-D-galactopyranoside)
FGF - fibroblasti kasvufaktor (ingl. fibroblast growth factor)

HGF - hepatotsiitidi kasvufaktor (ingl. hepatocyte growth factor)

IL-6 — interleukiin 6 (ingl. interleukine 6)

IL-12 — interleukiin 12 (ingl. interleukine 12)

IFN-y — interferoon gamma (ingl. interferon gamma)

LGRS - leutsiinirikkaid kordusi sisaldav G-valguga seonduv retseptor 5 (ingl. leucine-rich

repeat-containing G protein binding receptor 5)

NPC — mitteparenhiimaalsed rakud (ingl. nonparenchymal cells)

PDGFR - trombotsiiiitide kasvufaktor (ingl. platelet-derived growth factor)
SCGFR - tiiviraku kasvufaktori retseptor (ingl. stem cell growth factor receptor)
TGF-p — transformeeruv faktor beeta (ingl. transforming growth factor beta)

TNF — tuumori nekroosi faktor (ingl. tumor necrosis factor)

VEGF - veresoonte endoteeli kasvufaktor (ingl. vascular endothelial growth factor)

X-gal — 5-bromo-4-kloro-3-indool-B-D-galaktopiiranosiid (ingl. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
B-D-galactopyranoside)



SISSEJUHATUS

Maks on liks komplekssemaid ja struktureeritumaid elundeid loomorganismis. Maksal on véga
palju erinevaid funktsioone ja tohutu regeneratsioonivoime. Tema pohiiilesannete hulka kuulub
sapi sekreteerimine, glilkogeeni ladustamine ning bakterite ja toksiinide eemaldamine verest.
Maksas toimuvad protsessid ja maksa regeneratsiooniga seotud probleemid on teadlastele pikka
aega huvi pakkunud, kuna maksahaiguste ravi on kallis ja hetkel on vdga kaugele arenenud
patoloogia korral ainukeseks ravimisviisiks vaid organi transplantatsioon. Sageli avastatakse
maksahaigused alles véga hilises staadiumis ning siiratavate organite puuduse tottu jadvad

paljud patsiendid seetdttu ravita.

Arvatakse, et vdga ulatusliku kahjustuse korral, kui maksarakud ei ole enam vdimelised
iseseisvalt maksakudet taastama, tulevad selle protsessi juures appi tiivirakud. Maksa
tilvirakkude kohta on viimastel aastatel avaldatud itha enam uusi andmeid, kuigi antud
teadmised on siiski veel mittetdielikud ning sageli iiksteisele vasturddkivad. Kuna praeguseks
hetkeks ei ole spetsiifilist maksa tiivirakumarkerit veel identifitseeritud, kasutatakse rakkude
iseloomustamiseks mitmeid erinevaid tiivirakumarkereid. Uheks selliseks markeriks on LGRS.
On néidatud, et LGR5+ tiivirakud on vdimelised prolifereeruma ning diferentseeruma kaheks
maksakoe peamiseks rakutliiibiks - hepatotsiiiitideks ja sapijuharakkudeks. Samuti on neist

voimalik kasvatada maksa organoide (Huch and Dollé¢, 2016).

Kéesoleva t60 eesmirkideks on uurida LGRS posititvsete tlivirakkude pinnamarkerite
repertuaari akuutse kahjustusega maksas, iseloomustada tdpsemalt nende identiteeti ning
kirjeldada nende tiivirakuni$si. Saadud tulemused annaksid panuse edasiste uuringute jaoks,

mis aitavad leida uusi voimalusi maksahaiguste efektiivsemaks raviks.

Maks, regeneratsioon, LGRS, tlivirakuniss



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Maks ja tema ehitus

Maks on loomorganismi suurim siseorgan. Maksas toimuvad keerukad biosiinteesi ja
metabolismi protsessid nagu glilkkogenees, gliikoneogenees, aminohapete trans- ja
deamineerimine, samuti lipiidide, sapphapete, kolesterooli, hormoonide, albumiini ja
vereseerumvalkude siintees ning todtlemine, jddkainete ja vere puhastamine ning hoiustamine
(Nienstedt et al., 2001). Maks asub diafragma all paremal pool kdhuddnes. Enamik maksast on
iimbritsetud roietega ning teda iseloomustab punakaspruun virvus, pehme ja drn tekstuur ning
vasakult poolt kitsenev kiiluga sarnanev kuju. Kogu maksa katab 6huke sidekoeline kapsel ehk
kihn, mis on kdhukelme osa. Maks koosneb suuruse jérjekorras neljast sagarast: parem-, vasak,
saba- ja ruutsagar. Paremat ja vasakut sagarat eraldab liksteisest timarside. Saba- ja ruutsagar

paiknevad parema sagara tagumises osas ning ruutsagar limbritseb sapipdit.

Maksa pohiliseks funktsionaalseks iiksuseks on kuusnurkse kujuga maksasagarik (Joonis 1).
Sagarikke on maksas ligikaudu 100 000 ning nad koosnevad hepatotsiiiitidest moodustunud
maksaplaatidest (Guyton and Hall, 2006; Gosling ef al., 2016). Hepatotsiitidid ehk maksarakud
moodustavad pohilise osa maksa massist. Maksaplaatide vahele jadvad radiaalselt kulgevad
maksaveresooned ehk sinusoidid, mis koonduvad sagariku keskel paiknevasse tsentraalveeni.
Sinusoidide seina vooderdavad endoteelirakud. Endoteelirakkude ja hepatotsiiiitide vahele jaib
Disse ruum, mis on iihenduses liimfisoontega (Eipel et al., 2010). Lisaks endoteelirakkudele
asuvad sinusoidide seintes ka maksa makrofaagid ehk Kupfferi rakud, mis kujutavad endast
maksa residentseid makrofaage. Sagarikevahelisse sidekoesse viljuvad hepatotsiiiitide vahel
kulgevad sapikapillaarid, mis itihinevad sapijuhadeks. Sapijuha koos maksaarterist parineva
interlobulaararteri ning interlobulaarveeniga moodustab maksa portaaltriaadi, mis paikneb
sagariku iga nurga tipus. Maksasagariku keskel paiknevast tsentraalveenist suundub veri
sublobulaarveeni, mis omakorda suubub maksaveeni (Gosling et al., 2016; Guyton and Hall,

2006).



INTERLOBULAARVEEN

TSENTRAALVEEN

SINUSOIDIDE
ENDOTEELIRAKUD

SAPIJUHA

PORTAALVEEN PORTAALTRIAAD
PORTAALARTER

PORTAALVEEN

Joonis 1. Maksa sagarik. Maks koosneb kuusnurkse kujuga sagarikest. Portaaltriaad koosneb
portaalveenist, sapijuhast ning maksa arterioolist. Veri voolab mddda sinusoide portaalalast
tsentraalveeni ja sealt edasi interlobulaarveeni. Sinusoidides paiknevad maksa makrofaagid ehk
Kupfferi rakud. Nooltega on maérgitud vere litkumise suund sinusoidides ning veresoontes.
Modifitseeritud (https://goo.gl/iISOGWE, 2017).

1.1.1 Maksa funktsioonid

Maks on viga plastiline organ ja seetdttu on ta voimeline hoiustama oma veresoontes suurt
hulka verd. Kuna maksas olevate sinusoidide seinad on viga poorsed, vdimaldab see vedelike
ja valkude vaba litkumist Disse ruumi ja tagasi (Eipel et al., 2010). See omakorda soodustab
suures mahus limfi valmimist sinusoidide endoteelis. Puhkeolekus valmib pool kehas
vajaminevast limfist maksas. Samuti toimuvad maksas mitmed siisivesinike
metabolismiprotsessid. Néiteks on maks vere gliikoosi puhverdaja, tagades stabiilse
glilkoositaseme veres. See on vdimalik tinu maksas toimuvale gliikkogeneesile ja
glilkoneogeneesi protsessile. Gliikogeneesil muudab maks {leliigse gliikkoosi kehas
gliikogeeniks, hoiustades seda endas. Kui veres hakkab gliikoositase langema, kéivitub
gliikoneogenees, mille tagajérjel toodetakse glilkogeenist, aminohapetest ja trigliitseriididest
gliikkoosi, et tdsta veresuhkru taset. Ka osa rasvade metabolismi etappidest toimub maksas, nagu

nditeks rasvhapete oksiidatsioon ning kolesterooli, fosfolipiidide ja lipoproteiinide siintees.
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Lisaks rasvade metabolismile toimuvad maksas mitmed muud komplekssed protsessid:
aminohapete hoiustamine, lagundamine, siintees ja trans- ja deamineerimine. Samuti toimub
seal uurea ja plasmavalkude silintees ning miirkide, hormoonide ja teiste jidkainete
lagundamine. Uurea siintees voimaldab meie kehast vélja viia ammooniumiioone, mille
kuhjumine veres on toksiline eelkdige kesknirvisiisteemile. Maksarakud toodavad ka valdava
osa kehas olevatest plasmavalkudest, nagu albumiin - a ja B - globuliin, fibrinogeen ning
prototrombiinid. Maksa kahjustumise tagajérjel hdiruvad koik eeltoodud protsessid ning
kuhjuvad kahjulikud ained (Guyton and Hall, 2006). K&iki neid protsesse on maks vdimeline

lébi viima tdnu oma keerukale vereringesiisteemile.

PORTAALVEEN
- SAPIJUHA
7 KOLANGIOTSUUT CUPFFERI RAKK
/ HERINGI KANAL SINUSOID

L]

&7 Q 0T
\’;g;*g;gb a...,,voggnnnnnogqp } ]
\ - D DO/ A0S S

\

TAHTRAKK
DISSE RUUM

.. . ENDOTEELIRAKK
MAKSA ARTERIOOL HEPATOTSUUT

Joonis 2. Maksa sagarik koos Heringi kanaliga. Iga nurga tipus asub portaalala, mis koosneb
portaalveenist, sapijuhast ning maksa arterioolist. Veri voolab mddda sinusoide portaalalast
tsentraalveeni. Maksa sinusoidides asuvad endoteelirakud ning maksa makrofaagid ehk
Kupfferi rakud. Disse ruumis asuvad tidhtrakud. Hepatotsiiiitide poolt toodetud sapp koguneb
sapijuhade abil sapipdide. Sapp liigub verele vastupidises suunas. Heringi kanalis liituvad
sapijuharakud ehk kolangiotsiitidid hepatotsiiiitidega. Modifitseeritud (Frevert et al., 2005).

1.1.2 Maksa vereringe ja rakuline koosseis

Keha massist moodustab maks ligi 2,5% ning ta saab siidame vere véljalaskemahust kuni 27%.
Kokku voolab maksast 1abi umbes 1350 milliliitrit verd minutis. Pohiline osa verest (~80%),
mis maksa portaalveeni kaudu voolab, on hapnikuvaene venoosne veri. Portaalveeni koguneb
veri maost, pankreasest, pdrnast, soolestikust ning nende ldhedal asuvatest veresoontest.
Portaalveen hargneb viiksemateks harudeks ning nende ldheduses olevad maksarakud koguvad
soolest imendunud toitaineid. Ulejddnud osa (~20%) moodustab hapnikurikas arteriaalne veri,
mis siseneb maksa maksaarteri kaudu. Erinevalt teistest parenhlimaalsetest organitest on maksal
kaheosaline vereringe. Portaalveen ning maksaarter jagunevad enne maksa sisenemist kaheks
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ning neid saadavad sapijuhad. Elundisiseselt hargnevad veresoonte harud viiksemateks
sinusoidideks, mis varustavad verega sagarikes paiknevaid parenhiilimirakke, kus toimub vere
filtreerimine. Maksa sinusoidid on organismi teistest kapillaaridest mirgatavalt laiemad ja
ohemate seintega (Eipel et al., 2010). Sinusoidide seintes asub makrofaagisiisteem, kuhu
kuuluvad tappurrakud ja dgirakud ehk Kupfferi rakud. Kupfferi rakud eemaldavad maksa
suundunud verest baktereid ja teisi jddkaineid. Tappurrakud hivitavad pahaloomuliseks
muutunud ja viirusi sisalduvaid rakke (Ju and Tacke, 2016). Jargnevalt liigub veri méoda
sinusoide sagariku keskel asuvasse tsentraalveeni ning sealt viljub 14bi alumise ddnesveeni.

Seega tuleb maksa verd kahest erinevast siisteemist, kuid véljub iihe kaudu (Eipel et al., 2010).

Hepatotsiilitide pohililesanne on mitmesuguste miirgiste ainete detoksifikatsioon, toitainete
tootlemine ja sdilitamine ning sapi tootmine. Maksarakkude vahel on peened sapikapillaarid,
mis moodustavad maksas tiheda vOrgustiku. Neisse koguneb maksarakkudest toodetud sapp.
Sapikapillaarid moodustavad sapijuhasid, mis saadavad vérativeeni ja maksaarteri harusid

(Kingisepp, 2006).

Kui maksa parenhiimaalne kude saab kahjustada, siis asendub see fibroosse koega, mis vdib
vilja areneda maksatsirroosiks. Fibroosne kude avaldab suurt mdju veresoontele, vihendades
maksast ldbivoolava vere mahtu ning seetdttu voib maksa normaalne talitlus olla héiiritud.
Maksatsirroosi pohjustab tavaliselt alkoholism, hepatiidi viirus, sapijuhade takistused, pdletik

ning mirkained nagu niiteks siisiniktetrakloriid (Eipel ef al., 2010).

1.1.3 Maksa regeneratsioon

Maksa regeneratsiooni jagatakse kaheks tiiiibiks, kus erinevad rakud vastutavad selle eest, et
taastuks esialgne organi mass ning tema funktsioon. Oletatakse, et need kaks

regeneratsioonitiilipi voivad mingil mééral kattuda (Yanger and Stanger, 2011).

Uks regeneratsiooniprotsess, mis saab alguse pirast maksa leebemat kahjustust nagu osaline
hepatektoomia, kus kirurgiliselt eemaldatakse osa maksast, kdivitab massilise hepatotsiiiitide
paljunemise. Antud metoodikat kasutatakse ka tdnapdeval inimese puhul, opereerides vilja
maksa metastaase (Michalopoulos, 2007; Duncan et al., 2009). On niidatud, et pérast
hepatektoomiat taastub maksa esialgne mass hiirtel seitsme pideva jooksul ning inimestel 15
pdeva jooksul. Samaaegselt rakkude paljunemisega suunatakse osa rakkudest ka apoptoosi.
Arvatakse, et apoptoosiga hoitakse dra lileliigne regeneratsioon. Hepatotsiilitide vohamine
toimub lainetena - suurem osa rakke jaguneb koigepealt portaalalade juures ning

tsentraalveenide juures olevad hepatotsiilidid prolifereeruvad viimastena. Sapiteede
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epiteelirakkude vohamine toimub pédrast hepatotsiilitide prolifereerumist. Tahtrakkude
taastumist parast maksa osalist hepatektoomiat pole veel uuritud. Regeneratsiooni 1dppedes on
allesjddnud maksasagarike mass suurenenud, kaasa arvatud hepatotsiititide osakaal. Nédalate
jooksul toimuvad aeglased sagarikevahelised reorganiseerumised ning 10plik maksa histoloogia
kujunemine. On ndidatud, et taoline protsess toimub ka parast siisiniktetrakloriidi kahjustust

(Drosos and Kolios, 2013; Duncan et al., 2009).

Kui maks on saavutanud oma esialgse suuruse, peatub hepatotsiilitide jagunemine. Tapseid
faktoreid, mis selle eest vastutavad, ei ole teada, kuid arvatakse, et antud protsessides osaleb
transformeeriv kasvufaktor faktor B (TGF-B). TGF-B on tsiitokiin, mida toodavad muude
rakkude hulgas ka hepatotsiiiidid ning antud tsiitokiinil on pidurdav toime rakkude vohamisele
(Guyton and Hall, 2006). Lisaks TGF-B-le ekspresseerivad hepatotsiiiidid kahjustuseta maksas
selliseid kasvufaktoreid ja retseptoreid nagu trombotsiiiitidest parinev kasvufaktor (PDGF),
veresoonte endoteeli kasvufaktor (VEGF), fibroblasti kasvufaktor (FGF) ja tiiviraku
kasvufaktori retseptor (SCGFR). Maksa regeneratsioonil aga indutseeritakse hepatotsiititide
kasvufaktorit (HGF), epidermaalse kasvufaktori retseptoreid (EGFR), tuumori nekroosi faktorit
(TNF), interleukiin - 6 (IL-6) ja noradrenaliini ekspressioon. HGF-i toodavad tdhtrakud,
mesenhiimaalsed rakud ja maksa endoteelirakud. Need endoteelirakud reageerivad VEGF-ile,
mis omakorda stimuleerivad positiivse tagasiside kaudu HGF-i tootmist. HGF-i tagajarjel
hakkavad hepatotsiiiidid jagunema ning kasvama mootmetelt. On ndidatud, et HGF-i
manustamisel hiirtesse toimub maksa massi suurenemine (Guyton and Hall, 2006; Costa et al.,
2003). EGF-i toodavad Brunneri nddrmed kaksteistsdrmiksooles ning on ndidatud, et ka EGF-
il on hepatotsiititide vohamist soodustav toime. EGF-i ja HGF-i taset tostab ka noradrenaliin,
mojutades sellega hepatotsiiiitide paljunemist. Noradrenaliin on neurotransmitter, mida
toodetakse autonoomse ndrvisiisteemi nérvildpmete poolt. TNF-i toodavad peamiselt
makrofaagid. Selle puudumisel on maksa regeneratsioon aeglustunud. TNF mdjutab HGF-i
tootmist, mis omakorda soodustab hepatotsiiiitide vohamist. IL-6 toodavad maksa makrofaagid
ning IL-6 tase tduseb vahetult parast maksa akuutset kahjustust. Kui IL-6 olemasoluta on hiirtel
puudulik maksa regeneratsioon, siis IL-6 iileekspresseerumisel toimub vastupidiselt maksa

hiiperplaasia (Michalopoulos, 2007; Kamiya and Inagaki, 2015).

Maksa teist tiilipi regeneratsiooniprotsess saab alguse pirast ulatuslikku voi kroonilist
kahjustust, mille tagajérjel ei suuda kahjustusest alles jdédnud tdiskasvanud hepatotsiitidid maksa
taastamisega toime tulla. Sel juhul arvatakse, et regeneratsiooni vahendavad hiipoteetilised
maksa tiivirakud (vt allpool). Tavatingimustes ei ole veel maksa tiivirakke {iheselt

identifitseeritud, kuid teatud maksakahjustuste korral need arvatavasti aktiveeruvad ja panevad
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aluse kiiresti jagunevatele eellasrakkudele. On néidatud, et maksakahjustuse korral tekkinud
eellasrakud voivad diferentseeruda nii hepatotsiiiitideks kui ka sapijuharakkudeks (Drosos and
Kolios, 2013). Maksahaiguste nagu fibroosi, hepatiidi ja podletiku puhul on maksa
regeneratsiooniprotsessid puudulikud ja maksa normaalne funktsioon hiiritud (Guyton and
Hall, 2006). Lisaks maksa regeneratsioonimudelitele on maksas ka mitmed potentsiaalsed
tiivirakud, mis diferentseerudes maksarakkudeks panustavad maksa regeneratsiooni (Yanger

and Stanger, 2011).

1.1.4 Maksa tiivirakud

Tiivirakud on mittediferentseerunud rakud, mis on vdimelised 1dputult paljunema ja uuenema
ning teatud tingimustel diferentseeruma erinevateks rakutiiiipideks. Nad paiknevad enamasti
hulganisti koos ning diferentseerudes on nad vdimelised moodustama kudesid. Tiivirakud
vastutavad kudede ja organite regeneratsiooni ja iildise uuenemise eest ning neid on leitud
peaaegu koikidest kudedest. Tiivirakkude diferentseerumist mojutavad nende asukoht,
rakuvaheaine, imbritsevad rakud, gliitkoproteiinid, rakkude- ja molekulidevahelised kontaktid

ning erinevad interaktsioonid (Scadden, 2006; Drosos and Kolios, 2013).

Multipotentsed maksa eellasrakud on rakud, mis arvatakse asuvat Heringi kanalis sapijuhas,
kus sapiteederakud ehk kolangiotstitidid liituvad hepatotsiiiitidega (Joonis 2). Multipotentsetest
maksa tiivirakkudest arenevad eellasrakud, mis on vOimelised diferentseeruma
hepatotsiilitideks ja kolangiotsiilitideks (Yanger and Stanger, 2011). Kahjustusejérgselt on
eellasrakke voimalik leida sagara portaalalade ldhedalt ning péarast prolifereerumist on neid
voimalik leida iile kogu sagara. Evarts et al. leidsid, et hiire ja roti ovaalrakud, mis on inimese
maksa eellasrakkudele vastavad rakud, on hepatotsiiiitide ja sapiteede rakkude eellased (Evarts
et al., 1989). Lisaks sellele on teada, et kui hepatotstiiidid on kahjustunud vdivad ovaalrakud
olla seerumivalkude tootjateks (Forbes et al., 2002; Drosos and Kolios, 2013; Duncan et al.,

2009).

Kahjustusejargselt tekkivaid maksa eellasrakke on peetud ka fakultatiivseteks tiivirakkudeks
(Yanger and Stanger, 2011). Maksa fakultatiivseteks tiivirakkudeks on nimetatud Trop2 (Okabe
etal.,2009), Foxl1 (Shin et al., 2011) voi LGRS (Huch et al., 2013) markereid ekspresseerivaid
rakke. Nad ei esine normaalselt funktsioneerivates maksades ning on nididatud, et neid
markereid kandvate rakkude osakaal touseb drastiliselt parast maksa kahjustumist. On teada, et
in vitro ja in vivo tingimustes on Foxll ja LGR5+ vodimelised diferentseeruma nii
hepatotsiilitideks kui ka sapijuharakkudeks. Osad sapijuharakud ekspresseerivad Foxll ja

Trop2, kuid vaid vidhesed neist LGR5+. Ka osa Heringi kanalis olevatest kolangiotsiititidest
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muutuvad arvatavasti fakultatiivseteks tiivirakkudeks pérast maksa kahjustumist (Tanimizu and
Mitaka, 2014). Ometi on teadmised maksa tiivirakkude kohta hetkel puudulikud. Tehakse liiga
rutakalt ennatlike jéreldusi teatud rakutiiipide kohta, et leida kdige autentsemat
maksatiivirakku, mis panustab kdige enam maksa regeneratsiooni. Uheks lubavamaks
markeriks antud juhul on peetud LGRS, mis on varasemalt hdsti kirjeldatud nii nahas,

soolestikus kui ka neerudes (Huch et al., 2013; Huch and Dollé, 2016; Jaks et al., 2008).

1.2 LGRS iseloomustus

G-valk-seoselised retseptorid on ithed mitmekiilgsemad membraaniseoselised valgud. Nende
iilesanneteks on eksokriinsete ja endokriinsete ndidrmete, hormoonide, immuunvastuse,
silelihaste kontraktsiooni ning vererdhu signaalililekande reguleerimine. Ligandideks vdivad
olla ioonid, valgud, valgusfootonid ja viikesed orgaanilised molekulid. Leutsiinirikkad G-valk-
seoselised retseptorid on iiks alamhulk G-valk-seoselistest retseptoritest ja neile on iseloomulik
leutsiinirikaste korduste rohke ekstratsellulaarne domeen (Kumar et al., 2014). Leutsiinirikaste
G-valk-seoseliste retseptorite uurimine on aktuaalne tinu sellele, et neid on leitud karvade
epiteelirakkudest, nahast, rinnakoest ja soolestikust, kus nad panustavad antud kudede
regeneratsiooni (de Visser et al., 2012; Barker and Clevers, 2010; Haegebarth and Clevers,
2009; Jaks et al., 2008).

Leutsiinirikas G-valguga seonduv retseptor 5 (LGRS) koosneb signaalpeptiidsest osast, millele
jargneb 17 leutsiinirikast kordusdomeeni, linkeri osast ning seitsmest transmembraansest
domeenist. LGRS ligandideks on R-spondiini perekonna valgud. Nad mdjutavad soolestiku
kriiptide arengut in vivo ja in vitro tingimustes ning neil on tugev mitogeenne toime LGRS
positiivsetele rakkudele (Kumar et al, 2014). Samuti on LGRS Wnt signaaliraja
sihtmarkgeeniks. Wnt signaalirada algab Wnt-i seondumisega frizzled ja lipopreotiini sarnase
valgu 5/6 iihendmolekulile. Antud kompleks inhibeerib beeta kateniini (B-kateniin)
degradatsiooni ning seetdottu on P-kateniin vdimeline mojutama transkriptsioonifaktoreid
rakutuumas. LGRS iileekspresseerumisel on pidurdav mdju Wnt signaalile (Kumar et al., 2014;
Barker and Clevers, 2010). Maksas on Wnt signaalirada aktiivne veresoonte vahetuses
laheduses olevates hepatotsiiiitides ning signaaliraja aktivatsioon suureneb maksakahjustuse

korral (Behari, 2010).
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1.2.1 LGRS tiivirakumarkerina

LGRS roll tiivirakumarkerina avastati sooleepiteeli regeneratsiooni uurimisel (Barker et al.,
2007). Varasemalt teati, et sooleepiteel uueneb pidevalt ning uuenemise eest vastutavad
soolekriiptides asetsevad tiivirakud. Antud tiivirakkude identiteet oli lahtine, kuna ei olnud
piisavalt spetsiifilisi markereid, et neid iseloomustada. Kuna Wnt signaalirada omab suurt moju
sooleseina fiisioloogiale, vastutades sooleepiteelirakkude prolifereerumise eest, viitas see
voimalusele, et tema sihtmérkgeenid vodivad olla potentsiaalseteks tliivirakumarkeriteks (Kumar
et al., 2014). Soolerakkude geeniekspressiooni uuringutega leiti, et LGRS voib olla
potentsiaalne tiivirakumarkeri kandidaat sooleseinakriipti rakkudes. Seejirel viidi 14bi in vivo
raku péritoluuuring hiire kriiptirakkudega, mis kinnitaski, et LGRS margib tdepoolest
taiskasvanud soole epiteeli tiivirakke. (Barker et al., 2007; Barker and Clevers, 2010).

Périlikkusuuringud on nédidanud, et LGR5+ rakud on kiirestijagunevad pikaealised tdiskasvanu
titvirakud karvafolliikulites, soolestikus, kdhus, rinnandérmetes, arenevas neerus, munasarjade
epiteelis ning sisekdrvas (Barker et al., 2010, 2012; Liu et al., 2014; Ng et al., 2014; Barker et
al., 2007; Jaks et al., 2008; Yee et al., 2013). Alles hiljuti ndidati, et LGR5+ tiivirakkudest on
vOimalik kasvatada rinnanddrmeid, mis demonstreerib LGRS+ tlivirakkude regeneratiivset

voimekust. (de Visser et al., 2012)

Kahjustuseta maksas on Wnt signaalirada aktiivne veresoonteldhedastes hepatotsiiiitides. On
ndidatud, et maksa akuutsel kahjustusel aktiveerub Wnt signaalirada ning koos sellega
aktiveeruvad ka LGRS+ tiivirakud, mis panustavad koe regeneratsiooni. Terves, normaalselt
funktsioneerivas maksas LGRS positiivseid rakke ei ole, kuid kahjustusejargselt ilmuvad
maksakoesse LGRS ekspresseerivad rakud. In vitro tingimustes on antud kahjustusjérgselt
saadud LGRS+ rakud tlivirakuliste omadustega. Neid on voimalik kasvatada maksa
organoidideks, olles samaaegselt vdimelised diferentseeruma kolangiotsiiiitideks voi
hepatotsiititideks in vitro ja in vivo FAH-/- hiirtes (Huch et al., 2013; Huch and Doll¢, 2016;
Behari, 2010). Pole uuritud, mis juhtub siis, kui viia antud rakud teise kahjustunud maksa ning

milline on LGR5+ tivirakkude tiivirakuniss.
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1.3 Tiivirakuniss$ ja tema olemus

Tivirakke defineeritakse nende paiknemise jirgi ja nende kogumikke késitletakse tervikuna,
mida nimetatakse tiivirakuni$siks. Tiivirakunis$id on koespetsiifilised kohad, mis tagavad
tiivirakkude sdilimise ja nende edasise saatuse, mdjutades kudede arengut, toimetulekut ning
regeneratsiooni. Tiivirakkude diferentseerumine ja prolifereerumine on kindlalt 4ra méératletud
tiivirakunis$s$i poolt. TiivirakuniS§ soltub nii asukohast kui ka iimbritsevatest rakkudest.
Tivirakud ei oma ilma kindla anatoomilise asukohata funktsiooni ning ilma nisSita tiivirakkude
arv organismis viheneks voi toimuks hoopiski nende ebanormaalne vohamine. Tiivirakkude ja
nende nissi vastastikune toime moodustab diinaamilise silisteemi, mis on kudede piisimise
aluseks. Tiivirakuni$§i moodustavateks faktoriteks on lahustunud ja lahustumata molekulid,

rakuvaheaine ning teiste rakkude poolt avaldatavad mojutused (Scadden, 2006; Putnam, 2014).

Enamasti paiknevad tiivirakunissSid veresoonte vahetus ldheduses - see vdimaldab tiivirakkudel
olla kergesti kéttesaadav erinevatele signaalidele, mis tulevad iile kogu organismi (Putnam,
vastavate signaalide ekspresseerumises toimuksid hdired, voib see viia rakkude ebaloomulikule
paigutumisele. Hiire korral voivad tekkida erinevad patoloogiad nii tiivirakkudel kui ka teistel

sihtmérkidel ning alguse vOib saada kasvaja areng (Scadden, 2006; Putnam, 2014).

On pakutud, et maksas asuvad Heringi kanalid voivad olla kohad, mis kéituvad tiivirakunisSina,
kust saavad alguse maksa eellasrakud (Joonis 2). Lisaks on maksas tiivirakuni$siks pakutud ka
Disse ruumi (Joonis 2), mis jadb endoteelirakkude ja hepatotsiiiitide vahele ning seal toimub
looteeas hematopoees. Arvatakse, et antud koht vOib olla maksa eellasrakkudele soodsaks
asukohaks, omades otsest kontakti sinusoididega, mille abil liiguvad vajalikud signaalid ja

kasvufaktorid (Zajicek et al., 2008; Kordes and Héussinger, 2013; Carpino ef al., 2016).

Nissis paiknevatel rakkudel ja rakuvaheainel on suur mdju tlivirakkudele. On ndidatud, et
miiofibroblastid ning makrofaagid soodustavad maksa eellasrakkude prolifereerumist, mis
omakorda osalevad organi regeneratsiooniprotsessides. Miiofibroblastid toodavad maksas
kollageeni ning makrofaagid panustavad koe remodelleerimisse ja mojutavad fibrootilisi
protsesse (Lorenzini et al., 2010; Carpino et al., 2016). Uuringud veel kéivad leidmaks

rakutiiiipi, mis oleks ainudige maksa tiivirakk ning missugune on teda timbritsev tiivirakuniss.
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1.4 Makrofaagid ja nende roll maksa regeneratsioonis

Hematopoeetilistest eellasrakkudest arenenud makrofaage leidub erinevates kudedes iile kogu
keha. Makrofaagid on pikaealised, suure silinteesivoimega, sekretoorsed, endo- ja
fagotsiitootilised rakud. Nad on vdimelised kahjustuse jargselt aktiveeruma ning prolifereeruma
(Rantakari et al., 2016). Neil on vdime dra tunda erinevaid stiimuleid, omades mitmeid pinna
ja rakusiseseid retseptoreid ning erinevaid transduktsiooniradasid. Makrofaagid omavad
mitmeid opsoniseerimise jaoks vajalikke retseptoreid nagu Fcr, komplement R, lektiinid,
TOLLi- laadsed- ja piitidurretseptorid (Taylor et al, 2005). Vastusena pdletikule
diferentseeruvad luuiidi monotsiiiitidest makrofaagid, mis sisenevad kudedesse, kus nad
tunnevad &ra, dgivad ja lagundavad rakulisi jadkaineid, voorkehi ja patogeene. Samal ajal on
nad voimelised osalema koe remodelleerimises, muutes rakuvaheainet. Tsiitokiine tootes on
nad voimelised ka pdletikku esile kutsuma, mis on immuunsuse algatamise iiks esimesi etappe.
See kdik on voimalik tdnu makrofaagide poolt toodetud mikrovesiikulitele, lisosoomidele,
proteinaasidele,  tsiitokiinidele, = eksosoomidele, = nanotuubulitele,  kasvufaktoritele,
hapnikuradikaalidele, lammastikuderivaatidele ning rakkude fuseerimisele. Enamasti peetakse
koes olevaid makrofaage paigalisteks rakkudeks. Residentsed makrofaagid on rakuvaheaines
olevad rakud, mis ekspresseerivad kollageeni, elastiini, proteogliikkaani ning fibrillaarseid
retseptoreid. Mitmete stiimulite abil, nagu kemokiinid ja tsiitokiinid, on nad vdimelised ka
migreeruma. Makrofaagid on metaboolselt aktiivsed rakud, olles mojutatud hormoonidest,

vitamiinidest ja ioonide muutustest nende vahetus liheduses (Gordon et al., 2014).

Maksa residentsed makrofaagid on pirit rebukotist ning luuiidi rakkudest diferentseerunud
monotsiiiitidest. Valdav osa nimetab maksa paigalisi makrofaage Kupfferi rakkudeks, et
eristada paigalisi ja vereringest pédrinevatest monotsiiiitidest diferentseerunud makrofaage (Ju
and Tacke, 2016). Maksas on ligi 80% kogu keha makrofaagidest ning lisaks ka osa verest
parinevatest monotsiiiitidest. Maksa makrofaagid on portaalalade vahetus ldheduses olevad
rakud ning nad on otseses kontaktis hepatotsiilitidega. Maksas omavad nad raua varuja ja
rasvade taseme hoidja kaitsvat rolli. Makrofaagid aitavad maksas éra hoida alkoholi, fibroosi,
patogeenide tsirroosi ning teiste jddkainete kahjustusi. Lisaks eelnevale omavad maksa
makrofaagid olulist rolli maksa regeneratsioonis (Ju and Tacke, 2016; Gordon et al., 2014).
Maksa makrofaagidel on keskne roll maksa homdostaasi tagamises ning kahjustunud maksa
patogeneesis, muutes rakuvaheaine paiknemist ning nende komponente. Maksa homdostaasi
korral taastuvad paigalised makrofaagid olemasolevatest hematopoeetilistest tiivirakkudest,

mis on périt rebukotist (Gomez Perdiguero et al., 2014).
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Lisaks residentsetele Kupfferi rakkudele vdib maksas esineda ka virvatud makrofaage. Nimelt
tungivad maksakahjustuse korral tsirkuleerivad vere monotsiiiidid maksa ja diferentseeruvad
varvatud makrofaagideks, aidates kaasa taastumis- ja reorganiseerumisprotsessides. Maksas
olevaid makrofaagide eellasi ja makrofaage on vdimalik eristada nende péritolu,
diferentseerumise, markerite ekspressioonimustri ja funktsionaalsuse alusel (Epelman et al.,
2014). Viarvatud makrofaagide eellasrakud jaotatakse mitmeteks alatiilipideks vastavalt nende
markerite ekspressioonimustrile. Ly-6C/CD11b kdorgelt ekspresseerivad monotsiitidid omavad
mitmeid CCR2 kemokiini retseptoreid ja nad on voimelised kahjustunud koesse kiirelt
sisenema. Monotsiilidid, mis vdhesel médiral ekspresseerivad Ly-6C markerit, omavad mitmeid
CX3CRI retseptoreid ning on in vivo tingimustes patrulliva iseloomuga (Tacke and Randolph,

2006; Rantakari et al., 2016).

CClspoolt indutseeritud hiire fibrootilises maksas suureneb sissetulevate Ly-6C/CD11b korgelt
ekspresseerivate monotsiiiitide arv 5 korda vdrreldes maksa paigaliste Kuppferi
makrofaagidega. Maksa sissetulevad Ly-6C/CD11b monotsiiiidid diferentseeruvad Ly-
6C+/CD11b makrofaagideks, mis eritavad poletikku ja fibroosi soodustavaid aineid. Kiipsed
Kupfteri rakud ekspresseerivad CD68 ja CD169 markereid (Gordon et al., 2014; Ju and Tacke,
2016). Nad on vdimelised tapma baktereid, kasutades fagoliisosoomides asetsevaid reaktiivseid
hapnikuradikaale. Tdiskasvanud maksa Kupfferi rakud toodavad vidhesel médral TNF ja IL-12
tsitokiine. Seevastu varvatud makrofaagid on kiill voimelised baktereid fagotsiiteerima, kuid
nad ei ole vodimelised tekitama funktsionaalseid fagoliisosoome. Virvatud makrofaage
iseloomustab tsiitokiinide TNF ja IL-12 suur tootmisvdime, kuid nad ei suuda efektiivselt
baktereid hévitada (Kinoshita e al., 2010). CD32 positiivsed rakud on CD68+ residentsete
maksa makrofaagide eellasrakud. CD68+ tdiskasvanud makrofaagid on kaotanud tiivirakkudele
omaste markerite ekspressioonimustri. Libivoolutsiitomeetria ning immunohistokeemiliste
analiiliside abil on nédidatud, et CD32/CD68+ rakud on suured ja spindlilaadse kujuga, seevastu
varvatud makrofaagid on véiksed ja timara vOi ovaalse kujuga. Oma véhese fagotsiitoosivoime
poolest on virvatud makrofaagid ka viga kiirgusresistentsed. Nad tunnevad TOLL-1 laadsete
ja CDI1d retseptorite abil dra bakteri- ja kasvajarakud ning tootes IL-12 ja TNF tsiitokiine,
kéivitavad kasvajavastase immuunsuse, kutsudes esile poletikku. IL-12 on tsiitokiin, mis
aktiveerib NK rakud ja NKT rakud, mis omakorda toodavad interferoon gammat (IFN-y). IFN-
y aktiveerib CD68+ maksa residentseid Kupfferi rakke, mis omakorda suurendavad positiivse
tagasiside abil NK ja NKT rakkude aktiivsust. Lisaks sellele on TNF vajalik CD68+ rakkudel,

et nad oleksid vdimelised tootma reaktiivseid hapnikuradikaale fagoliisosoomides. Patogeenide
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vastu aktiveeritakse molemat sorti makrofaagid maksas (Seki et al., 2014; Ju and Tacke, 2016;

Kinoshita et al., 2010)

Makrofaagid on pohilised kaasaslindinud immuunsiisteemi rakud ning nad on uuteks
terapeutilise ravi sihtmirkides mitmetes kroonilistes pdletikulistes haigustes. On ndidatud, et
maksa Kupfferi rakud on voimelised aktiveerima hematopoeetilisi tiivirakke tootes TGF-3 ja
PDGEF tsiitokiine. Lisaks sellele on nad vdoimelised tootma mitmeid maatriksi metalloproteaase,
mille tagajérjel toimub rakuvaheaine degradatsioon ja fibroosi soodustamine (Ju and Tacke,
2016). Uurimaks CD11b+ virvatud makrofaagide puudumisega kaasnevaid muutusi maksas,
kasutasid Duffield et al. CD11b-difteeria toksiini retseptorit sisaldavaid transgeenseid hiiri,
kellele oli tekitatud krooniline CCl4 kahjustus. Leiti, et CD11b+ makrofaagide vihesuse tottu
pidurdub maksa armkoestumine ning viheneb miiofibroblastide ja rakuvaheaine komponentide
hulk. Maksa taastumisprotsessis on makrofaagide véhesuse tottu puudulik vajaminev

rakuvaheaine degradatsioon (Duffield et al., 2005).

Samuti on Boulter et al. ndidanud, et maksakahjustuse korral soodustavad makrofaagid ning
miiofibroblastid maksa eellasrakkude nissi laienemist, mis soodustab regeneratsiooni. Nimelt
toodavad makrofaagid ning miiofibroblastid rakuvaheaine molekule, mis soodustavad
hepaatiliste eellasrakkude migreerumist ja vohamist. Leiti ka, et Wnt signaalirada on vajalik
maksa eellasrakkude diferentseerumisel hepatotsiiiitideks. Lisaks eelnevale niidati, et
regenereeruvast maksast parit makrofaagid, mis toodavad Wnt3a valgumolekule, on vajalikud

hepaatiliste eellasrakkude diferentseerumisel hepatotsiiiitideks (Boulter et al., 2012).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too eesmirgid

Kéesolev t00 on osa suuremast projektist, mille eesmirgiks on nii maksa rakkudes
ekspresseeruvate markerite, histoloogilise ehituse, kui ka rakuvilise maatriksi muutuste
kirjeldamise pdhjal moodustada terviklik pilt normaalse ning kahjustatud maksa vahel. Antud
tulemused annavad uue suuna leidmaks alternatiivseid voimalusi efektiivsemaks
maksahaiguste raviks, kasutades mitmeid rakuteraapia meetodeid. Rakuteraapias kasutatavad
titvirakud on mitmetes kudedes nididanud oma vdimekust osaledes nii organogeneesi kui ka
regeneratsiooniprotsessides. Ometi on tiivirakkude roll maksakahjustustest paranemisel
teadmata. Viimasel ajal on itha enam avaldatud artikleid LGR5+ tiivirakkudest, mis on
voimelised diferentseeruma maksakoe rakkudeks. Seetdttu ongi antud uurimustoo

uurimisobjektideks laialt aktsepteeritud LGRS tiivirakkude identiteedi ja ni$$i uuring.

Téapsemalt on kdesoleva magistritod eesmarkideks:

1. Uurida LGRS5-positiivsete tlivirakkude markerite repertuaari ja selgitada vilja nende
identiteet;

2. Kirjeldada LGRS5-positiivsete tiivirakkude potentsiaalset tiivirakunissi.

19



2.2 Materjal ja metoodika
2.2.1 Kasutatud hiireliinid

Kéesolevas t60s kasutati LGRS-positiivsete rakkude uurimiseks LGRS5-LacZ heterosiigootseid
hiiri (Lexicon Pharmaceuticals, USA). Antud hiireliinis on voimalik detekteerida LGRS

positiivseid rakke LacZ reportergeeni kaudu (Joonis 3 ja 4).

LGRS-LacZ reportergeen

Joonis 3. LGRS-LacZ heterosiigootse hiire reportergeen. LGR5-LacZ heterosiigootsetel
hiirtel on LGRS geeni viimasesse eksonisse sisestatud LacZ jdrjestus, mis kodeerib f -
galaktosidaasi ensiilimi.

LGRS-LacZ heterosiigootseid hiiri hoiustati ja paaritati Tartu Ulikooli Molekulaar- ja
Rakubioloogia Instituudi vivaariumis, kus Ohutemperatuur oli 20+-2°C, 12-tunnine
valguse/pimeduse tsiikkel ning vaba juurdepidis toidule ja joogiveele. Kdik loomkatsed ning
operatsioonid viis 14bi antud t66 liks juhendajatest, Janeli Viil, kes on lédbinud katselooma
koolituse ning omab loomkatsete tegemiseks ettendhtud tunnistust, mis on kooskdlas Euroopa

Parlamendi ja ndukogu direktiivi 2010/63/EL nduetega.

2.2.2 Hiirte genotiipiseerimine

Genotiipiseerimiseks vajalik DNA eraldati sabatiikist. Igale koeproovile lisati 75 pl liitisipuhvrit
(25 mM NaOH, 4ppliChem ja 0,2 mM EDTA pH 8.0, Sigma-Aldrich) ning inkubeeriti 95°C 30
minutit. Pdrast kuumutamise etappi lisati proovidele 75 pl neutraliseerimispuhvrit (40 mM Tris-
HCI pH 5), millele jargnes 1 minut segamist vortexil. Saadud DNA lahuseid hoiustati -20°C

juures.

LGRS genotiiiibi kindlakstegemiseks kasutati poliimeraasi ahelreaktsiooni (PCR). Tabelis 1 on
vélja toodud kasutatud praimerite jarjestused, reaktsiooni kdigus saadavate produktide pikkus

ning sthtmérk DNA.
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Tabel 1. Kasutatud PCR-i praimerid. F- parisuunaline; R- vastassuunaline; wt- metsiktiitip ehk
ositiivne kontroll; bp- aluspaar

Praimerite | Praimeri jarjestus 5°>3° suunas Produkti pikkus | Sihtméark
komplekt DNA
LGRS F 5’-GCAGCGCATCGCCTTCTATC-3" | 467 bp LGRS5-LacZ

R 5’-ACGAGTCTTCTCACTATGGG-3’ mutant

F 5’-CCTCTTTGCTAAACCTCACC-3* | 673 bp wt

R 5’-ACGAGTCTTCTCACTATGGG-3’

PCR reaktsiooni jaoks valmistati 20 pl 10ppmahuga reaktsioonisegu, mis sisaldas FIREPol®
Master Mix puhvrit (Solis BioDyne), 50 pg eeltoodud praimereid ning 2 ul DNA-d, mis viidi
16ppruumalani lisades Milli-Q vett. PCR reaktsioon viidi 1dbi Applied Biosystems 2720 Thermal

Cycler (Life Technologies) masinas, kasutades alltoodud parameetreid:

Etapid Temperatuur Aeg
Algne denaturatsioon 94 °C 5 minutit
Denaturatsioon 94 °C 30 sekundit
Praimerite seondumine 64 °C 30 sekundit | 30 tsiiklit
Elongatsioon 72 °C 30 sekundit
Loplik ekstensioon 72 °C 5 minutit

Parast PCR reaktsiooni hinnati PCR produkte agaroos-geelelektroforeesi abil. Selle jaoks
valmistati 1,5%-line agaroosgeel (Lonza), kuhu lisati UV-valgusel fluorestseeruvat
etiiddiumbromiidi 16ppkontsentratsiooniga 0,01 pg/ul. PCR produktide pikkused tehti kindlaks,
kasutades 50 aluspaari suurust DNA markerit (50 bp DNA ladder, Thermo Scientific).

2.2.3 CCl4 kahjustuse tekitamine ja maksakoe kiillmutamine

LGR5+ tiivirakkude esilekutsumiseks kasutati maksa siisiniktetrakloriid (CCls) kahjustust
(Joonis 4). CCls kahjustus kujutab endas nii inimese maksafibroosi kui ka maksatsirroosi
tekkemehhanismi sobivaid mudeleid (Cameron and Karunaratne, 1936). Kahjustused tekitati
vihemalt 49 pédeva vanustel tdiskasvanutel hiirtel. CCls kahjustuse korral siistiti hiirtele
intraperitonaalselt vastavalt kehamassile 1ul/g 20%-list kemikaali (Acros Organics)
lahustatuna rapsidlis. Nii meie toorithmas kui ka Huch ef al. poolt on varasemalt ndidatud, et
kuuendal pdeval pérast kahjustust tekib maksakoesse kdige enam LGRS+ tiivirakke (Huch et
al., 2013; Lohmussaar, 2015), seetdttu eutaniseeriti hiired antud ajapunktis. Maksakude
fikseeriti 4% PFA lahusega perfuseerides maksa portaalveeni sisestatud siistla abil. Seejérel

inkubeeriti koetiikke 30%-lises sahharoosilahuses 4°C juures seni kuni maksatiikk lahuse pohja
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vajub. Toodeldud maksaproovid asetati kiilmutamiseks mdeldud kriiovormidesse (Sakura
Finetek) ning kaeti Tissue-Tek O.C.T. Compound (Sakura Finetek) killmutusseguga. Proovid
kiilmutati vedelas lammastikus jahutatud isopentaani (4ppliChem) lahuses ning hoiustati -80°C

juures.

CCl4 kahjustus X-Gal todtlus

— —

LGRS-LacZ heterosiigootne hiir 6 pieva pirast CCl4 kahjustust LGRS+ tiivirakud

Joonis 4. LGR5+ tiivirakkude tuvastamine. Kui lisada substraadina X-gal-i siis -
galaktosidaas kataliiisib X-gal-i, mille jdrel tekib LGRS+ tiivirakkudes sinakas
varvireaktsioon. Modifitseeritud (Huch et al., 2013).

2.24 X-gal tootlus

Kiilmutatud proovidest 10igati kriiostaatmikrotoomiga (Slee Technik MEV) 5 pm paksused
koeldigud ja asetati spetsiaalsele StarFrost adhesive (Waldermar Knittelglass) alusklaasile.
Klaasidele 16igatud koeldike hoiti iileliigse vee aurustamiseks tund aega toatemperatuuril ning
hoiustati -20°C juures. X-gal to6tluse jaoks inkubeeriti 15ike 5 minutit lahjenduspuhvris, mis
sisaldas 2mM MgClz (Applichem) ja 0,01% Nonidet P-40 (AppliChem) 1X PBS-is. T66lahuse
tegemiseks lisati lahjenduspuhvrile SmM 16ppmolaarsusega K3Fe(CN)s (Sigma-Aldrich) ja
K4Fe(CN)g (Sigma-Aldrich) ning 5-bromo-4-kloro-3-indool-b-D-galaktopiiranosiid (X-gal, 20
mg/ml, Sigma-Aldrich) lahust N,N-dimetiililformamiidis (DMF, Acros organics) suhtes 1:40-
le. Inkubatsioon X-gal toolahusega toimus iile66 37°C pimedas kapis niisutatud kinnises
kambris. Jargmisel pdeval eemaldati klaasidelt X-gal t66lahus, pesti 16ike 2 korda 5 minutit X-

gal lahjenduspuhvris ning jétkati immunofluorestsentsanaliiiisiga.
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2.2.5 Immunofluorestsentsanaliiiis

Pérast X-gal reaktsiooni lisati igale koeldigule 100 pl antikehade mittespetsiifilist seondumist
blokeerivat 1% ldssilahust (AppliChem) 1X PBS-is, mis sisaldas lisaks rakke permeabiliseerivat
0,3% TritonX-100 (AppliChem) ja inkubeerimine toimus 30 minutit toatemperatuuril, millele
jargnes pesu 2 korda 1X PBSis 5 minutit. Seejérel blokeeriti koeldike tdiendavalt 4% eesli
seerumiga 1X PBS lahuses 30 min toatemperatuuril. Pirast blokeerimist inkubeeriti koeldike

primaarsete antikehadega (Tabel 2) {iledd 4°C juures niisutatud kambris.

Jargneval péeval pesti koeldike 1X PBS-iga 3 korda 5 minutit, millele jargnes inkubeerimine
sekundaarsete antikehadega (Tabel 3) toatemperatuuril, pimedas niisutatud kambris 1 tund.
Inkubatsiooni jérel pesti alusklaase 3 korda 5 minutit 1X PBS-iga. Rakutuumad tehti ndhtavaks
DAPI lahusega (Idppkontsentratsioon 1 pg/ml, Sigma) 1X PBS-is, millele jérgnes pesu 2
minutit 1X PBS lahusega. Proovid sulundati Fluorescent Mounting Medium lahusega (Dako).
Immunofluorestsentsanaliilisi katseid teostati vdhemalt kolm korda. Prepraate vaadeldi ja
pildistati Olympus BX51 fluorestsentsmikroskoobiga ning tdéddeldi Hokawo (Hamamatsu
Photonics) ning ImageJ (National Institutes of Health) pildito6tluse programmidega.
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Tabel 2. Antikehad ja nende lahjendused

Antikeha Peremeesloom,kloon/kataloogi nr Allikas Lahjendus
aSMA Kiitlik, 5264-1 Epitomics 1:500
ALB Kits, SC-46291 Santa Cruz 1:50

Biotechnology
CDl11b Rott, M1/70, 557397 BD Pharmigen 1:100
CD133 Rott,13A4, 12-1331-82 eBioscience 1:100
CD169 | Rott, kingitus P. R. Crockerilt, SER-4 , 3D6-1 | P. R. Crocker 1:500
CD45 Rott, 30-F11, 12-0451-82 eBioscience 1:100
CD68 Rott, FA-11, 12-0681-82 eBioscience 1:100
F4/80 Rott, MCA497A647 BIORAD 1:50
MUPI Kits, GAM/MUP, 6751 Nordic 1:200
Immunology
OPN Kits, AF808 R&D Systems 1:200
Sox9 Kiiiilik, AB5535 Millipore 1:100
Col IV Kiiiilik, AB6586 Santa Cruz 1:200
Biotechnology
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Tabel 3. Sekundaarsed antikehad ja nende lahjendused

kuilikuvastane Alexa 647

konjugeeritud antikeha

Sekundaarsed antikehad | Peremeesloom, Allikas Lahjendus
kataloogi nr
Eeslis toodetud rotivastane | Eesel, A21208 Thermo Fisher Scientific 1:1000
Alexa 488 konjugeeritud
antikeha
Eeslis toodetud Eesel, A11055 Thermo Fisher Scientific 1:1000
kitsevastane Alexa 488
konjugeeritud antikeha
Eeslis toodetud Eesel, A21206 Thermo Fisher Scientific 1:1000
kiitilikuvastane Alexa 488
konjugeeritud antikeha
Eeslis toodetud Eesel, A11058 Thermo Fisher Scientific 1:1000
kitsevastane Alexa 594
konjugeeritud antikeha
Eeslis toodetud rotivastane | Eesel, A21209 Thermo Fisher Scientific 1:1000
Alexa 594 konjugeeritud
antikeha
Eeslis toodetud Eesel, A21207 Thermo Fisher Scientific 1:1000
kiitilikuvastane Alexa 594
konjugeeritud antikeha
Eeslis toodetud rotivastane | Eesel, 712-605- | Jackson Immuno Research 1:1000
Alexa 647 konjugeeritud 153
antikeha
Eeslis toodetud Eesel, A31573 Thermo Fisher Scientific 1:1000
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2.2.6 FACS analiiiis
2.2.6.1 Hiirte anesteerimine

Operatsiooni tarvis anesteseeriti hiired Hypnorm (fentaniiiilstritraat 0,315 mg/ml; fluanision 10
mg/ml) ja Dormicum (midasolaam 5 mg/ml) 1:1 seguga, kumbki anesteetikum lahjendati enne
kasutamist 1:5 ddH2O-s, ning annustati intraperitoneaalselt siistla abil 10 ul/g kehakaalu kohta.
Hiirte anesteesia teostas vastavat luba omav Tartu Ulikooli Molekulaar- ja Rakubioloogia

Instituudi vivaariumi juhataja Sulev Kuuse.
2.2.6.2 Maksarakkude eraldamine

Anesteesias hiirel avati kédridega kohudds ning sisestati kaniilil portaalveeni. Maksa
perfuseeriti 37°C juures eelsoojendatud etiileen-gliikool-tetra-atseethappe (EGTA) lahusega,
mis sisaldas 125mM EGTA-d (4ppliChem) Krebs-Ringeri puhvris (175mM NaOH, 24mM
NaHCOs3, 20mM gliikkoos, SmM HEPES pH 7.45, 4.8mM KCl, 1,2mM MgSO4+XH>O, 1,2mM
KH>PO4, Milli-Q; loplik lahuse pH 7,4). Pirast lahuse joudmist maksa 1digati 1dbi maksa
alumine d0nesveen, millega tagati vere viljapads maksast. Perfusioon EGTA lahusega kestis 5
minutit kiirusel 3-4 ml/min. Seejirel perfuseeriti maksa 15 minutit 37°C juures eelsoojendatud
kollagenaasi lahusega Krebs-Ringeri puhvris, mis sisaldas 1M CaCl2 (Sigma-aldrich) ja 0,45
mg/ml kollagenaas II-te (Gibco). Kollagenaasi toimel vabanevad maksarakud rakuvaheainest.
CD32+/CD68+ rakke on vdimalik maksast eraldada vaid parast maksa kollagenaasi to6tlust.
CD11b+ rakke on voimalik maksast eraldada ka ilma kollagenaasi toGtluseta (Seki ez al., 2014).

Perfusiooni jaoks kasutati tilguti ja voolikuga tihendanud vedelikupumpa (Pharmacia LKP).

Pérast perfusiooni eemaldati maks ettevaatlikult hiire kGhuddnest ning asetati koekultuuri
tassile, kuhu oli eelnevalt lisatud vidikses koguses kiilma 1X PBS lahust, mis sisaldas
kuumutamisega inaktiveeritud 5% FBS-1 (Pan Biotech). Seejirel eemaldati maksa Shuke
Glisson’i kapsel ning raputati maksakudet pinsettide vahel iiherakulise suspensiooni saamiseks
ning tosteti 50 milliliitrise tuubi kohale asetatud 70 pm nailonfiltrile (BD Falcon) ning lasti
suspensioonil ldbi filtri tuubi litkuda. Tuubi kogunenud rakususpensioon asetati jddle ning
jatkati fraktsioneeriva tsentrifuugimisega hepatotsiiiitide ning maksa mitteparenhiimaalsete
rakkude (NPC) eraldamisega. Kd&ik tuubid olid kaetud 5% veise seerum albumiini (BSA,
Applichem) lahusega.

Eeltoodud maksa perfuseerimise ja maksarakkude isoleerimise meetod tootati vélja roti néitel

juba 1970ndatel aastatel (Seglen, 1976).
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2.2.6.3 LGRS+ rakkude FACS analiiiis

Jargnevalt jitkati hiire maksast kéttesaadud rakususpensiooni tsentrifuugimisega
raskuskiirendusega 50xg 2 minutit 4°C juures. Tsentrifuugimisejirgselt jdid sademesse
hepatotstitidid ning supernatanti NPC-d. Supernatant koos NPC-dega tdsteti uude tuubi ning
allesjddnud sademele lisati 10 ml kiilma 1X PBSi. Eeltoodud etappi korrati kahel korral, et
saada kétte koik NPC-d. Seejérel tsentrifuugiti supernatandiga tuube tdiendavalt 10 minutit
300xg 4°C juures, mille tulemusel sadenesid NPC-d. Sademelt eemaldati liigne vedelik ning
NPC-d suspendeeriti 1 ml BD Pharm Lyse TM puhvris (BD biosciences) ning inkubeeriti
eriitrotstiiitide liilisimise eesmargil 15 minutit 4°C juures. Pérast eriitrotsiiiitide liilisimise etappi
lisati rakkudega lahusele 5 ml kiilma 1X PBSi ning tsentrifuugiti rakke 5 minutit 300xg 4°C
juures. Rakud suspendeeriti 100 pl Staining meediumis (4% FBS (Pan Biotech), 10mM HEPES
(AppliChem) 1X PBS-is), kuhu lisati 1mM klorokviini lahust (Thermo Fischer Scientific) ning
soojendati 37°C juures 30 minutit vesivannil. Samal ajal valmistati FDG lahus, mis sisaldas
20mM fluorestsiin Di-f-D-galaktopiiranosiid (FDG, Thermo Fischer Scientific) Milli-Q-s ning
soojendati lahust 37°C juures 10 minutit. Seejérel lisati rakkudega lahusele 100 ul FDG lahust
ning inkubeeriti 37°C juures 1 minut. FDG reaktsioon peatati, lisades rakkudega lahusele 1.8
ml Staining meediumit ning inkubeerides jail 15 minutit. Pdrast FDG tootluse etappi lisati
rakkudele tidiendavalt 2 ml Staining meediumit ning rakke tsentrifuugiti 300xg 5 minutit 4°C
juures. Seejdrel supernatant aspireeriti ja rakud suspendeeriti 100 pl-s 1%-lises kiilmas BSA
(AppliChem) lahuses, mis sisaldas Fc blokeerimislahust (1:50) (Tabel 4) ning blokeerimine
toimus pimedas jddl 30 minutit. Seejdrel lisati rakkudele tabelis 4 vélja toodud erinevate
fluorokroomidega konjugeeritud antikehade lahused ja inkubeeriti pimedas jail 45 minutit aeg-
ajalt suspendeerides. Inkubatsiooniaja 10ppedes lisati igasse tuubi 5 ml kiilma 1% BSA
(AppliChem) lahust ning tsentrifuugiti suspensioone 300xg 4°C 5 minutit. Pérast
tsentrifuugimist aspireeriti supernatant ning sademele lisati 200 pl surnud rakke mairgistavat
kiilma DAPI (Sigma) lahust 1 X PBSis (1:2000), misjérel jatkati rakkude analiitist BD FACSAria
rakusorteriga. Koiki tuube hoiti igal voimalikul hetkel jaal. FACS analiiiisi teostati kolm korda.

Tulemusi analiiiisiti BD FacsDIVA programmi abil.

Tabel 4. FACS antikehad

Antikeha Peremeesloom,kloon/kataloogi nr Allikas Lahjendus
CDI11b-PE Rott, M1/70, 557397 BD Pharmigen 1:100
F4/80-647 Rott, MCA497A647 BIORAD 1:50

Fc block Rott, 2.4G2, 553141 BD Pharmigen 1:50
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2.3 TULEMUSED

2.3.1 LGRS+ tiivirakud ei ekspresseeri ALB ja MUP1 hepatotsiiidi-

markereid

Hepatotsiilidid ekspresseerivad ALB, MUP1 ning HNF4-a (Zhou ef al., 2009; Germain et al.,
1988; Costa et al., 2003). Meie toogrupis on varasemalt leitud, et LGRS+ tiivirakud ei
ekspresseeri HNF4-a (Lohmussaar, 2015). Et kindlaks teha, kas LGRS positiivsed tiivirakud
ekspresseerivad ALB ja MUPI, virvisime kahjustatud maksa (kuus pdeva pidrast CCly
manustamist) ALB ja MUP1 vastaste antikehadega. Immunofluorestsentsanaliiiisi tulemusena
selgus, et LGRS5+ tivirakud ei ekspresseeri ALB (Joonis 5, D) ega MUPI

hepatotstitidimarkereid (Joonis 6, D).
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Kombineeritud

Joonis 5. LGR5+ tiivirakud ei ekspresseeri ALB markerit. CCls akuutse kahjustusega hiire
maksa, mis labis X-gal to6tluse (A), varviti ALB (B) ja aSMA (C) vastaste antikehadega. Katse
tulemusena selgus, et LGRS5+ rakud ei ekspresseeri hepatotsiilidimarkerit ALB (B).
Immunofluorestsentsanaliilisi tulemusena leiti, et SMA positiivsed miiofibroblastid
timbritsevad LGRS5+ rakke. Nooled osutavad tsentraalveeni juures paiknevatele LGRS+
titvirakkudele. Piltide modtkava 50 pm.
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Joonis 6. LGRS+ tiivirakud ei ekspresseeri MUP1 markerit. CCls akuutse kahjustusega
hiire maksa, mis ldbis X-gal tootluse (A), varviti MUP1 (B) ja aSMA (C) vastaste antikehadega.
Katse tulemusena selgus, et LGR5+ rakud ei ekspresseeri hepatotsiiiidimarkerit MUP1 (B).
Lisaks selgus, et SMA positiivsed miiofibroblastid timbritsevad LGRS+ rakke. Nooled
osutavad tsentraalveeni juures paiknevatele LGR5+ tiivirakkudele. Piltide mdotkava 50 pm.
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2.3.2 LGRS+ tiivirakud ei ekspresseeri sapijuharakkude ja maksa

progenitorrakkude markerit OPN

Jargnevalt tekkis meil kiisimus, kas LGRS positiivsed tiivirakud vdivad olla positiivsed
sapijuharakkude ja maksa progenitorrakkude markerite suhtes. Sapijuharakud ekspresseerivad
CK19 ja OPN. On néidatud, et ka maksa progenitorrakud ekspresseerivad OPN (Jain et al.,
2010; Nagoshi, 2014). Varasemalt on meie todgrupp kindlaks teinud, et LGR5+ rakud ei
ekspresseeri CK19 markerit (Lohmussaar, 2015). Immunofluorestsentsianaliiiisi tulemuse

pohjal selgus, et LGRS+ tilivirakud ei ekspresseeri ka OPN sapijuhamarkerit (Joonis 7, D).

A

Joonis 7. LGRS+ tiivirakud ei ekspresseeri OPN markerit. CCls akuutse kahjustusega hiire
maksa, mis ldbis X-gal tootluse (A), varviti OPN (B) ja aSMA (C) vastaste antikehadega. Katse
tulemusena selgus, et tsentraalveeni juures paiknevad LGRS+ rakud ei ekspresseeri
sapijuhamarkerit OPN (B). Immunofluorestsentsanaliilisi tulemusena leiti, et SMA positiivsed
miiofibroblastid timbritsevad LGRS+ rakke. Nooled osutavad tsentraalveeni juures
paiknevatele LGR5+ tiivirakkudele. Piltide mddtkava 50 pm.
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2.3.3 LGRS5+ titvirakud on CD34°, Sox9", CD133", CD45"

Lisaks OPN markerile on varasemalt ndidatud, et maksa progenitorrakkudes ekspresseeruvad
CD34, Sox9, CD133 ja CD45 valgumolekulid (Petersen, 2003; Furuyama et al., 2011; Yovchev
et al., 2007). Uurimaks, kas LGRS positiivsed tiivirakud ekspresseerivad antud markereid,
varvisime kahjustatud maksa CD34, Sox9, CD133 ja CD45 vastaste antikehadega. Immuno-
fluorestsentsanaliiiis nditas, et LGRS+ rakupopulatsioon on negatiivne nii hematopoeetilise
tiivirakumarkeri CD34 (Joonis 8, D), maksa eellasrakkude markeri Sox9 (Joonis 9, C) kui ka
kasvaja tiivirakumarkeri CD133 (Joonis 10, D) suhtes. Samas aga leiti, et LGR5+ tiivirakud

ekspresseerivad vereloomekoest parinevate rakkude markerit CD45 (Joonis 11, D).

Kombinearioud e S
Joonis 8. LGRS+ tiivirakud ei ekspresseeri CD34 markerit. CCls akuutse kahjustusega hiire
maksa, mis 1dbis X-gal tootluse (A), vérviti CD34 (B) ja aSMA (C) vastaste antikehadega.
Katse tulemusena selgus, et LGR5+ rakud ei ekspresseeri hematopoeetilist tiivirakumarkerit
CD34 (B). Lisaks selgus, et SMA positiivsed miiofibroblastid timbritsevad LGR5+ rakke.
Nooled osutavad tsentraalveeni juures paiknevatele LGR5+ tlivirakkudele. Piltide modtkava 50
pum.
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Joonis 9. LGRS+ tiivirakud ei ekspresseeri Sox9 markerit. Virviti Sox9 vastase antikehaga
(B) CCl4 akuutse kahjustusega hiire maksa, mis ldbis X-gal tootluse (A). Katse tulemusena
selgus, et LGRS+ rakud ei ekspresseeri Sox9 tiivirakumarkerit (C). Nooled osutavad
tsentraalveeni juures olevatele LGRS+ tiivirakkudele. Piltide modtkava 50 um.

: A

)

LGR5&G.

Joonis 10. LGRS+ tiivirakud ei ekspresseeri CD133 markerit. CCls akuutse kahjustusega
hiire maksa, mis ldbis X-gal tootluse (A), varviti CD133 (B) ja aSMA (C) vastaste
antikehadega. Katse tulemusena selgus, et LGR5+ rakud ei ekspresseeri CD133 kasvaja
titvirakumarkerit (D). Lisaks selgus, et SMA positiivsed miiofibroblastid timbritsevad LGR5+
rakke. Nooled osutavad tsentraalveeni juures paiknevatele LGRS+ tiivirakkudele. Piltide
modtkava 25 pm.
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Joonis 11. LGRS+ tiivirakud ekspresseerivad CD45 markerit. CCls akuutse kahjustusega
hiire maksa, mis 1dbis X-gal to6tluse (A), varviti CD45 (B) ja aSMA (C) vastaste antikehadega.
Katse tulemusena selgus, et LGR5+ rakud ekspresseerivad vereloomerakumarkerit CD45 (D).
Lisaks leiti, et SMA positiivsed miiofibroblastid timbritsevad LGR5+ rakke. Nooled osutavad
tsentraalveeni ldheduses olevatele LGRS+ tiivirakkudele. Piltide mddtkava 50 pm.
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2.3.4 LGRS+ tiivirakkude analiiiis FACS meetodiga

On teada, et LGRS positiivsed tiivirakud kuuluvad maksa mitteparenhiimaalsesse fraktsiooni
(Lohmussaar, 2015). Arvestades varasemalt meie téogrupis saadud tulemusi, mis vihjasid
LGR5+ tiivirakkude hematopoeetilisele péritolule, kiisisime, kas tegemist ei voiks olla
makrofaagi-taoliste rakkudega. Selleks analiilisisime maksakoest eraldatud rakulist materjali
labivoolutsiitomeetria (FACS) abil. FACS vdimaldab kvantitatiivselt hinnata erinevaid
markereid ekspresseerivate rakkude osahulka maksa tervikpopulatsioonis. Kuna nii
vereloomekoest parinevad rakud kui ka LGR5+ rakud asuvad maksa mitteparenhiimaalsete
rakkude fraktsioonis, siis uuriti vaid antud populatsiooni. Mitteparenhiimaalsetest
maksarakkudest uuriti vaid elusaid rakke, mis olid DAPI vérvingu suhtes negatiivsed (Joonis
12, B). LGR5+ rakud maérgistati beeta-galaktoosidaasi aktiivuse abil, nagu kirjeldatud
,Materjali ja metoodika® osas, ning virviti F4/80 ja CDI11b vastaste antikehadega, et
identifitseerida maksa residentsed ning vérvatud makrofaagid. Véravate valikul toetuti
Rantakari et al. artiklile (Rantakari et al., 2016) (LISA 2, Joonis 1). Mitteparenhiimaalsete
elusrakkude FACS analiiiisil leiti, et LGRS+ tiivirakud ekspresseerivad maksa residentsetele
makrofaagidele sarnaselt markerit F4/80 ja madalal tasemel voi {ildse mitte véarvatud

makrofaagide markerit CD11b (Joonis 12, D-E).
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Joonis 12. LGR5+ rakkude iseloomustamine FACS analiiiisil. Maksakoest eraldatud NPC-
de fraktsioonist valiti otse- ja kiilghajuvuse parameetrite alusel uuritav populatsioon (A), millest
omakorda valiti edaspidiseks analiiiisiks vélja elusad rakud, mis olid DAPI negatiivsed (B).
Elusate rakkude populatsioon jagati seejirel [-galaktosidaasi aktiivsuse alusel eristamaks
LGR5+ rakud (C). Lisati védravad eristamaks vérvatud ja residentsed makrofaagid ning
analiiiisiti LGRS+ tiivirakkude ja makrofaagimarkerite koekspressiooni (D-F).
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2.3.5 LGRS5+ titvirakud on F4/807, CD68*, CD11b", CD169

FACS analiitisist selgus, et LGR5+ tlivirakud on positiivsed F4/80 markeri suhtes ja negatiivsed
CD11b markeri suhtes, mis nditas, et LGR5+ rakkude puhul on tegemist rakkudega, mis on
oma rakupinna markerite mustrilt sarnased residentsete maksa makrofaagidega. Et kontrollida
FACS analiiiisil saadud andmeid ja tdpsemalt kindlaks teha, kas LGRS+ tlivirakud
ekspresseerivad ka teisi makrofaagidele omaseid markereid, viidi 1dbi immuno-
fluorestsentsanaliiiis. Kahjustatud maksa koeldike virviti spetsiifiliste antikehadega, mis
tunnevad dra residentsete maksa makrofaagide markereid CD68, CD169 ja F4/80 ning varvatud
makrofaagide markerit CD11b. See kinnitas tulemust, et maksakahjustusejargselt tekkivad
LGRS+ tiivirakud ekspresseerivad F4/80 (Joonis 13, D) kui ka CD68 (Joonis 14, D), kuid mitte
CD11b (Joonis 15, D) ja CD169 (Joonis 16, D) makrofaagide markereid. Saadud tulemused
viitavad vdoimalusele, et LGR5+ maksa tiivirakud on maksa residentsete makrofaagide sarnased

rakud, mis omavad maksakoe taastamise voimet kahjustuse korral.

“

kombineeritud

Joonis 13. LGR5+ tiivirakud ekspresseerivad F4/80 markerit. CCls akuutse kahjustusega
hiire maksa, mis 1dbis X-gal tootluse (A), vérviti F4/80 (B) ja aSMA (C) vastaste antikehadega.
Katse tulemusena selgus, et LGR5+ rakud ekspresseerivad maksa makrofaagide markerit F4/80
(D). Lisaks leiti, et SMA positiivsed miiofibroblastid timbritsevad LGR5+ rakke. Nooled
osutavad tsentraalveeni juures paiknevatele LGRS+ tiivirakkudele. Piltide mdotkava 50 pum.
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hiire maksa, mis 14bis X-gal to6tluse (A), varviti CD68 (B) ja SMA (C) vastaste antikehadega.
Katse tulemusena selgus, et LGR5+ rakud ekspresseerivad residentsete maksa makrofaagide
markerit CD68 (D). Lisaks selgus, et SMA positiivsed miiofibroblastid iimbritsevad LGRS+
rakke. Nooled osutavad tsentraalveeni juures paiknevatele LGRS+ tiivirakkudele. Piltide
modtkava 50 um.
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Joonis 15. LGR5+ tiivirakud ei ekspresseeri CD11b markerit. CCly akuutse kahjustusega
hiire maksa, mis l&bis X-gal to6tluse (A), varviti CD11b (B) ja SMA (C) vastaste antikehadega.
Katse tulemusena selgus, et LGR5+ rakud ei ekspresseeri virvatud maksa makrofaagide
markerit CD11b (D). Immunofluorestsentsanaliitisil leiti lisaks, et SMA positiivsed
miiofibroblastid iimbritsevad LGR5+ rakke. Nooled osutavad LGRS5+ tiivirakkudele
tsentraalveeni juures. Piltide mootkava 50 um.
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kombineeritu A ,
Joonis 16. LGRS+ tiivirakud ei ekspresseeri CD169 markerit. CCls akuutse kahjustusega
hiire maksa, mis ldbis X-gal to6tluse (A), varviti CD169 (B) ja SMA (C) vastaste antikehadega.
Katse tulemusena selgus, et LGR5+ rakud ei ekspresseeri residentsete maksa makrofaagide
markerit CD169 (D). Lisaks leiti, et SMA positiivsed miiofibroblastid timbritsevad LGRS+
rakke. Nooled osutavad tsentraalveeni vahetus ldheduses paiknevatele LGR5+ tiivirakkudele.
Piltide mdotkava 50 pm.
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2.3.6 LGRS+ tiivirakud asetsevad tsentraalveeni vahetus liaheduses
miiofibroblastide ja tiiiip IV kollageeni poolt hallatud potentsiaalses

tiivirakunissis

On néidatud, et silelihase aktiin (SMA) ekspresseerub miiofibroblastides (Hinz et al., 2012).
Miiofibroblastid osalevad maksa regeneratsiooniprotsessides, soodustavad maksa
eellasrakkude prolifereerumist ja mojutavad nende nisSi, tootes erinevaid rakuvaheaine
molekule ja kollageeni (Boulter et al., 2012). Uurimaks, kus tdpsemalt miiofibroblastid
paiknevad LGR5+ tiivirakkude suhtes, teostati immunofluorestsentsanaliiiis, kasutades aSMA
spetsiifilist antikeha, mis seondub miiofibroblastidele. Leiti, et aSMA positiivsed
miiofibroblastid iimbritsevad LGRS positiivseid tiivirakke, moodustades nende iimber
potentsiaalse tlivirakunissi (Joonised 5, D; 6, D; 7, D; 8, D; 10, D; 11, D; 13, D; 14, D; 15, D;
16, D).

Lisaks miiofibroblastidele uuriti ka kollageen IV paiknemist LGR5+ tiivirakkude suhtes. On
ndidatud, et tiitip IV kollageen on osa maksa tiivirakunissist, mis soodustab hepatotsiititide
jagunemist (Klaas et al., 2016). Immunofluorestsentsanaliiiisi tulemusena selgus, et LGR5+

titvirakud asusid kollageen IV vahetus ldheduses (Joonis 17, C).

LGRS > ' =2
Joonis 17. LGR5+ tuv1rakke iimbritseb tiitip I'V kollageen. CCl4 akuutse kahJustusega hiire
maksa, mis ldbis X-gal tootluse (A), vérviti kollageen IV vastase antikehaga (B). Katse
tulemusena selgus, et LGR5+ rakud asuvad kollageen IV vahetus ldheduses (C). Nooled
osutavad tsentraalveeni juures paiknevatele LGRS+ tiivirakkudele. Piltide modtkava 50 um.

Kokkuvotvalt selgus, et kahjustatud maksas olevad LGRS+ tiivirakud on positiivsed
hematopoeetilisele vereloomemarkeri CD45 suhtes ning samuti ekspresseerivad erinevaid
spetsiifilisi makrofaagidele iseloomulikke markereid CD68 ja F4/80, mis omakorda viitab
voimalikule LGR5+ rakkude hematopoeetilisele identiteedile. Lisaks selgus, et aSMA
positiivsed miiofibroblastid ja tiilip IV kollageen timbritsevad LGRS positiivseid tiivirakke, mis
vOib viidata olemasolevale miiofibroblastide poolt tekitatud tlivirakunisSile CCls kahjustusega

maksas.
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2.4 ARUTELU

Maks pakub teadlastele suurt huvi, kuna ta on inimese jaoks eluliselt tihtis organ ning uuringud
tema regeneratsiooniprotsessis osalevate rakkude ja signaaliradade kohta alles kédivad. Antud
hetkel on maksahaiguste raviks vaid piiratud vOimalused, mis paraku jddvad paljudele

patsientidele kattesaamatuks.

Maksahaiguste uurimiseks katseloomadel kasutatakse mitmeid kemikaale ja Kkirurgilisi
meetodeid, mis imiteerivad erinevaid inimese maksahaiguste kahjustustiiiipe. Uhekordse suure
koguse CCls manustamisega pdhjustatud maksakahjustus on kdige tuntum akuutse toksilise
kahjustuse mudel. CCls kahjustus kujutab endast sobivat mudelit, uurimaks inimese
maksafibroosi kui ka maksatsirroosi tekkemehhanisme. CCls manustamise tagajérjel hukkuvad
nekrootiliselt tsentraalveeni vahetus ldheduses olevad hepatotsiitidid, mis omakorda pohjustab
poletikku ning vereloomerakkude infiltreerumist (Cameron and Karunaratne, 1936). Teadlased
on spekuleerinud, et tiiskasvanud maksarakud voivad kahjustuse jirgselt dediferentseeruda
tagasi tlivirakkudeks ning seelébi panustada organi regeneratsiooni (Aloia ef al., 2016). Lisaks
eelnevale on kirjeldatud ka mitmeid fakultatiivseid tiivirakke, mis tekivad ainult pérast
maksakahjustust (Yanger and Stanger, 2011). Ometi on need teadmised siiski veel pinnapealsed

ning konsensuseni maksa tiivirakkude osas pole veel joutud.

Maksakahjustuse jérgselt ilmuvad maksakoesse LGRS+ tiivirakud (Huch and Doll¢, 2016).
LGRS on Wnt/B-kateniin signaaliraja sithtmérkgeen ning ta on tlivirakumarkeriks soolestikus,
karvanddpsus, maos, rinnanddrmetes, arenevas neerus, munasarjade epiteelis ning sisekdrvas
(Barker et al., 2010, 2012; Liu ef al., 2014; Ng et al., 2014; Barker et al., 2007; Jaks et al.,
2008; Yee et al., 2013). CCl4 kahjustuse jargselt tekkinud LGR5+ rakud on in vivo ja in vitro
tingimustes tiivirakuliste omadustega, olles voimelised prolifereeruma ja diferentseeruma nii
hepatotstilitideks kui ka sapijuharakkudeks ning neid on voimalik kasvatada maksa
organoidideks (Huch ef al., 2013). Hetkel veel ei teata, mis rakkudest maksa LGR5+ tiivirakud
parinevad, kuid tiheks vdimaluseks on maksa progenitorrakud. Kahjustuse puhul on iiheks
maksa progenitorrakkude markeriks pakutud OPN-i (Espafiol-Sufier ef al., 2012). Lisaks on
spekuleeritud, et LGR5+ rakud voivad parineda nii hepatotsiititidest kui ka sapijuharakkudest.
Antud t60s leiti, et LGR5+ rakud ei oma hepatotsiiiitidele omaseid MUP1 ja ALB ega ka
sapijuha- ja progenitorrakkudele omaseid OPN markereid, mis kinnitavad ka varasemalt meie
laboris saadud katsetulemusi, et LGRS+ tiivirakud ei périne hepatotsiiiitidest ega

sapijuharakkudest (Lohmussaar, 2015).
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Juhindudes eeltoodud tulemustele, tekkis kiisimus, kas LGRS positiivsed tiivirakud voivad
ekspresseerida teisi maksa progenitorrakkudele omaseid markereid. Lisaks OPN markerile on
ndidatud, et maksa progenitorrakud ekspresseerivad ka CD34, CD133 ja Sox9 pinnavalke
(Petersen, 2003; Furuyama et al., 2011; Yovchev et al., 2007). Arvatakse, et lisaks maksa
progenitorrakkudele méargistavad eeltoodud markerid koos EpCAM markeriga maksarakulise
kartsinoomitiivirakke ja oletatakse, et maksarakulise kartsinoomi rakkudel on samad tunnused
nagu LGR5+ rakkudel (Nikolaou et al., 2015). Varasemalt on meie toogrupis ndidatud, et LGRS
positiivsed rakud ei ekspresseeri EpCAM markerit (Lohmussaar, 2015). Antud t66s leidsime,
et LGR5+ rakud on negatiivsed ka markeritele Sox9, CD133 ja CD34, mis niitab nende
mittekuuluvust progenitorrakkude hulka. Ometi on Huch ef al. varasemalt ndidanud, et LGR5+
rakud ekspresseerivad Sox9 markerit (Huch et al., 2013) ning samuti néidati hiljuti, et LGRS
voib edendada maksarakulise kasvaja puhul metastaseerumist, indutseerides rakkude epiteliaal-
mesenhiimaalset transitsiooni (Liu et al., 2017). Eeltoodud vastuolulised tulemused LGR5+
rakkude kohta vajavad tdiendavaid uuringud, mis aitaksid tdpsemalt kirjeldada LGR5+ rakkude

rolli nii maksa regeneratsioonis kui ka maksarakulise kartsinoomi tekkes.

Varasemalt on meie to0grupp ndidanud, et LGRS positiivsed tiivirakud ekspresseerivad oma
pinnal sinusoidaalsete endoteelirakkude markerit CD44 (Lohmussaar, 2015). Lisaks leiti antud
t60s, et LGRS+ rakud on positiivsed ka vereloomerakkude markeri CD45 suhtes. Kuna ka
makrofaagid ekspresseerivad oma pinnal CD45 markerit, oli kdesoleva magistritod iitheks
eesmargiks uurida, kas CCls akuutse kahjustusega maksas tekkivad LGR5+ tiivirakud voiksid
olla makrofaagid. On teada, et maksas olevad makrofaagid ekspresseerivad F4/80, CD11b,
CD32, CD68 ja CD169 markereid (Ju and Tacke, 2016). Boulter ef al. on ndidanud, et maksa
kroonilisel kahjustusel ekspresseerivad osad maksa makrofaagid vOimendavat Wnt
signaalirada, mis on vajalik maksa regeneratsiooniprotsesside suunamisel (Boulter et al., 2012).
Ei ole uuritud, kas makrofaagid ekspresseerivad Wnt signaaliraja retseptoreid ka akuutse maksa
kahjustuse korral. Kuna LGR5 on Wnt signaaliraja sihtmérkgeen, jitkati LGRS
ekspressiooniuuringutega akuutse CCls kahjustusega maksas. Antud t66 ldbivoolutsiitomeetria
katse pohjal selgus, et LGR5+ rakud ekspresseerivad makrofaagi markerit F4/80 korgel
tasemel, kuid mitte védrvatud makrofaagide markerit CD11b, ja lokaliseeruvad seetdttu
residentsete makrofaagide véravasse. Immunofluorestsentsanaliiiis kinnitas FACS analiiiisi
leidu ning lisaks tuvastati, et LGR5+ rakud on positiivsed iihe residentsete markofaagide
markeri - CD68 - suhtes, kuid negatiivsed teise residentsete makrofaagide markeri - CD169 -

suhtes. Kdesoleva uurimustdo tulemused néitavad, et LGR5+ rakud omavad véga sarnast, kuid
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mitte identset immunofenotiiiipi residentsetele maksa makrofaagidega ja on vdimalik, et

LGRS5+ rakud on Kupfferi rakkude laadsed rakud voi nende rakkude iiks alatiitipidest.

Boulter et al. on ndidanud, et miiofibrolastid osalevad maksa regeneratsiooniprotsessides,
soodustades maksa eellasrakkude vohamist ja mdjutades nende tiivirakunissi, tootes erinevaid
rakuvaheaine molekule ja kollageeni (Boulter et al., 2012). Liu et al. on varasemalt ndidanud,
et kroonilise maksakahjustuse korral paiknevad CD68+ Kupfferi rakud aSMA rakkude vahetus
laheduses (Liu et al., 2010). Kéesoleva t66 kdigus tehtud katsete tulemustena saame Gelda, et
ka LGR5+ rakud, mis olid samal ajal samuti CD68 positiivsed, paiknesid tsentraalveeni vahetus
laheduses {limbritsetuna oSMA positiivsete miiofibroblastide poolt. Voimalik, et
miofibroblastid eritavad erinevaid kasvufaktoreid, aktiveerides nende kaudu maksa

eellasrakke.

On niidatud, et maksa rakuvaheaine iiheks moodustajaks on tiiiip IV kollageen, mis soodustab
hepatotsiiiitide jagunemist in vitro ja in vivo tingimustes (Klaas et al., 2016). Antud t66 raames
leiti, et tiitip IV kollageen asub LGR5+ rakkude vahetus ldheduses, mis vdib soodustada ka

nende jagunemist.

Nendest tulemustest on vdimalik jdreldada, et mitmeid makrofaagidele omaseid markereid
ekspresseerivad LGRS+ rakud paiknevad akuutse kahjustusega maksas miiofibroblastide ja
tiitip IV kollageeni poolt moodustunud potentsiaalsetes tiivirakunisSides, mis soodustavad
LGR5+ rakkude prolifereerumist ning diferentseerumist, aidates kaasa maksa regeneratsiooni-

protsessidele.

Saadud informatsioon LGR 5+ rakkude kohta avab uue suuna, uurimaks niit LGR5+ tiivirakkude

------

interaktsioone. Eeltoodud teadmised aitavad leida uusi vOimalusi maksahaiguste raviks ja

soodustavad maksarakkude efektiivsemat kasvatamist rakuteraapia jaoks.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva magistritoé eesmirgiks oli uurida akuutse kahjustusega maksas LGR5+ tiivirakkude
pinnamarkerite repertuaari, iseloomustamaks tdpsemalt nende identiteeti ning kirjeldada nende

tivirakunissi.

Uurimise kéigus tehti kindlaks, et akuutse CCls kahjustusega maksas esinevad LGR5+ rakud
ekspresseerivad mitmeid makrofaagidele omaseid markereid. Labivoolutsiitomeetria analiitisi
tulemusena leiti, et LGR5+ rakud on positiivsed F4/80, kuid negatiivsed CD11b maksa
makrofaagimarkerite suhtes. Immunofluorestsentsanaliiiisiga kinnitati eelnevat leidu ning
avastati, et LGRS+ tiivirakud on negatiivsed CD169 ja positiivsed CD68 makrofaagimarkerite
suhtes. Samuti selgus katsete kidigus, et LGRS+ tiivirakkudes ei ekspresseerita maksa
progenitorrakkude iseloomustamiseks kasutatud OPN, CD34, Sox9 ja CD133 pinnavalke.
Lisaks sellele leiti, et LGRS+ tiivirakud asetsevad aSMA positiivsete miiofibroblastide ja tiitip
IV kollageeni vahetus ldheduses. Saadud tulemuste pohjal voib jireldada, et LGR5+ rakud
asetsevad akuutse kahjustusega maksas miiofibroblastide ja tiitip IV kollageeni poolt hallatavas

tivirakunissis.

Kéesoleva uurimustod pohjal voib oletada, et LGRS+ tiivirakud ekspresseerivad mitmeid
markereid, mis on spetsiifiliselt iseloomulikud makrofaagidele, ning nende vahetu ldhedus
miiofibroblastidele ja tiilip IV kollageenile moodustab maksa sagariku tsentraalveeni timber
potentsiaalse tiivirakuni$si, mis panustab akuutse kahjustuse korral maksa regeneratsiooni.

Antud teadmine annab uue suuna uurimaks LGR5+ tiivirakkude tdpsemaid interaktsioone

v
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LGRS+ stem cells identity and stem cell niche in acute liver injury

Mikk Tooming

SUMMARY

The aim of this study was to elucidate the precise identity of LGR5+ stem cells and to describe

their potential stem cell niche.

In this work we demonstrated that LGR5+ stem cells express macrophage markers. FACS
analysis showed that LGRS+ cells are positive for liver resident macrophage marker F4/80.
Immunofluorescence analysis confirmed FACS analysis outcome and additionally showed that
LGR5+ stem cells express liver resident macrophagic marker CD68. Concomitantly, LGR5+
stem cells did not express CD11b liver recruited macrophage marker but also not the liver
resident macrophage marker CD169. It is known that liver progenitor cells express CD34, Sox9
and CD133 markers, however, immunofluorescence analysis showed that LGR5+ cells did not
express any of the tested progenitor markers. Furthermore, immunofluorescence analysis
revealed that LGR5+ cells reside in the immediate vicinity of myofibroblasts and type IV
collagen. These findings suggest that in acute liver injury LGR5+ stem cells reside in stem cell

niches composed of myofibroblasts and type IV collagen.

We conclude that LGR5+ cells are resident macrophage-like cells in CCls induced acute liver
injury that reside in stem cell niches formed by myofibroblasts and type IV collagen that
potentially facilitate liver regeneration. This work provides a solid basis for further studies that
would address the importance of the niche-cell interactions in regulation of the proliferation

and differentiation potential of LGRS5+ stem cells in liver regeneration.
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TANUAVALDUSED

Antud magistritdo on valminud tdnu mitmete laborikaaslaste, kursusekaaslaste ja soprade toele,
abile ning védrt noule. Tdnan oma kahte pdhijuhendajat toetamast mind sellel kédénulisel
rdnnakul. Avaldan tinu oma labori eestvedajale Viljar Jaksile huvitava projekti ning
innustavate sonade ja pdoraste ideede eest. Tdnan, et andsid mulle piisavalt vdimalusi ja
otsustusdigust antud projektiga tegeleda. Siiras tdnu juhendajale Janeli Viilile kannatliku
suhtumise, konstruktiivse kriitika ja suure abivalmiduse eest. Tdnan, et aitasid sdilitada
positiivset meelt ka negatiivsete tulemuste kogunemisel, mille kdigus suunasid ja dpetasid mind
analiitisima nende tekkepdhjuseid ning sellest 1dhtuvalt tegema vajalikke muudatusi katsete

onnestumiseks.

Téanan koiki rakubioloogia dppetooli inimesi voimaluse eest tootada meeldivas tookeskkonnas,
mis annab kogu eluks meeldejdéva kogemuse. Tdnan Dmitri Lubenetsi ldbivoolutsiitomeetria
juhtnodride eest, Annika Treid genotiipiseerimise ndpundidete eest ning Kadi Lohmussaart, kes
oli meeletult tublit t66d teinud antud projektiga. Tdnan kogu Tartu Ulikooli Molekulaar- ja
Rakubioloogia instituudi inimesi ning Bioteaduste Ulidpilaste Seltsi nende toredate ja todkate

aastate eest. Tanan ka P.R. Crockerit antikehade eest.

Lisaks véérivad sooja tdnusona ka mu kursusekaaslased, ilma nendeta poleks need kaks aastat

nii toredalt moodunud.

Ténan siidamest ka oma perekonda, kes on mulle alati toeks olnud ning voimaldanud mul
murevabalt Oppida. Ténan vdga ka Pilleriin Peetsi ja Reet Toomingut igakiilgse toe ning

abivalmiduse eest.
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LISAD

Lisa 1. Loomkatsete luba

_ ASUTUSESISESEKS KASUTAMISEKS
POLLUMAJANDUSMINISTEERIUM
Mirge tehtud “17.” veebruar 2014 .a.
Juurdepéisupiirang kehtib kuni ,,17.02.2019*
VO1 et
Alus: Avaliku teabe seadus § 35 1g 1 p17,

POLLUMAJANDUSMINISTEERIUM

LOOMKATSEPROJEKTI LOAKOMISJON

OTSUS 17. veebruar 2014 nr 25
Tallinnas

Loomkatseprojekti luba

Loomakaitseseaduse § 45 [dike 2 alusel ning loomkatseprojekti loakomisjoni 17.
veebruari 2014. a istungi protokolli nr 10 kohaselt otsustati jargmist:

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

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

1.2 loomkatseprojekti ldbiviimise aeg ja koht: 01.03.2014 - 28.02.2017,
Tartu Ulikooli Molekulaar- ja Rakubioloogia Instituudi vivaarium, KL1202, aadress:
Riia 23, Tartu, 51010,

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

1.4. katseloomade liik ja arv: 204 hiirt
1. Aasta
Kokku 1. aastal 78 Rosa26-rtTA/TRE-hiirt ning 18 Nu/Nu BalbC hiirt.
2. Aasta

Erinevate maksa rakuliste komponentide osa selgitamine regeneratsioonis vajaks 3
CreERT liini puhul 3 katsepunkti iga kahjustuse meetodi kohta. Kontrollina kasutatakse
kahjustamata hiiri. Seega kasutatavate hiirte arv selles katses on 54. (3 Cre liini x 3
katsepunkti x (3 maksakahjustusega hiirt + 3 kontrollhiirt))

3. Aasta
LgrS-ckspresseerivate rakkude piéritolu kindlakstegemine nduab 2 CreERT liini
kasutamist 3 maksakahjustuse meetodi puhul. Kuna ka siin on oluline kontrollide
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lisamine siis vajatakse samuti 54 hiirt (2 Cre liini x 3 katsepunkti x 3
maksakahjustusega hiirt x 3 kontrollhiirt))

L.5. loomkatses rakendatavad menetlused:

1. Loomkatsete kidigus tekitatakse hiirte maksas maksakahjustus jargmistel viisidel:

a) CCl4 (siisiniktetrakloriid 1,25mg/kg) intraperitoneaalne (i.p.) injektsioon
lahustatuna taimedlis tekitab keskmise astmega maksakahjustus, mis paraneb ca 7 pdeva
jooksul. Tegemist on 24h jooksul modduva keskmise astme valu/kannatusega. Valu
vihendamiseks siistitakse valuvaigistit (Rimadyl 5mg/kg s.c.) 1x pidevas. Juhul kui
hiirel tekivad tugeva kannatuse siimptomid voi peritoneaalirritusndhud hiir hukatakse.
Protseduur viiakse ldbi 45 hiirel.

b) DDC (3,5-diethoksiikarboniiiil-1,4-dihiidrokollidiin) dieet (100mg/ toidu kg
kohta) 7 pdeva pohjustab keskmise kahjustuse, mis paraneb 1 niddalaga. Kuna valu
pdhjus on maksa pais/turse siis valuvaigistite manustamine ei anna soovitud efekti.
Juhul kui hiirel tekivad tugeva kannatuse siimptomid hiir hukatakse. Protseduur viiakse
ldbi 45 hiirel.

c¢) osaline maksaresektsioon iildanesteesias (hypnorm/dormicumi vesilahuse -
fentaniiiiltsitraat 0,079 mg/ml; fluanision 2,5 mg/ml ja midasolaam 1,25 mg/ml
intraperitoneaalne siist, 0,05 - 0,1 ml/10g, anesteesia kestus ca 60 min). Kohuods
avatakse ning vasak sagar eemaldatakse (30% maksast) ja kohudds suletakse. Kuna
tegemist on tugeva valuga manustatakse valuvaigistit (Rimadyl S5Smg/kg s.c.) 1x pdevas
4 postoperatiivse pdeva jooksul. Juhul kui valu siimptomid pisivad jitkatakse
valuvaigisti manustamist. Maks regenereerub 2 nidalaga. Hiired hukatakse 2 nidala
moodumisel peale protseduuri. Kui hiir ei taastu 24h jooksul voi tekivad kannatuse
stiimptomid hiir hukatakse. Protseduur viiakse 14bi 45 hiirel.

2. CreERT rekombinaasi aktiveerimiseks siistitakse hiiri tamoksifeeni lahusega
taimedlis 1-10mg/hiire kohta 1-2 korda ip. Tegemist on vidga liihiajalist
ebamugavustunnet, kerget valu ja stressi pohjustava protseduuriga. Sel juhul hiir
hukatakse. Protseduur viiakse ldbi 135 hiirel.

3. Spontaansete maksakasvajate tekitamine ithekordse dietiiiilnitroosamiini (DEN)
oOlilahuse siistiga (i.p. 25mg/kg kuni 4x iile pdeva, 21 pdeva vanustele hiirtele) ning
pideva fenobarbitaali manustamisega joogivees (0,05%). Kasvajate arengut jilgitakse
40 nédala jooksul. DEN siistid pdhjustavad liihiajalist ebamugavust (vt punkt 2).
Fenobarbitaali manustamine ei tekita mingeid vaevusi. Maksakasvajate teke on iildiselt
valutu, kuid voivad esineda tosised tiisistused (pais ja sellest astsiit, valusiindroom), mis
véljenduvad hiirte apaatsuses, sundasendis, kaalulanguses iile 20%). Nende siimptomite
ilmnemisel hiired hukatakse koheselt. Kergema valu siimptomite ilmnemisel
manustatakse valuvaigistit (Rimadyl 5mg/kg s.c.) 1x pdevas. Protseduur viiakse ldbi 39
hiirel.

5. Tetratsiikliinsdltuva transkriptsiooni aktiveerimiseks manustatakse hiirtele
doksiitsiikliini (2 g/1) joogivees, millele on lisatud 5% sahharoosi. Ka pikaajaline
doksiiksiikliini manustamine ei oma mingeid negatiivseid mdjusid ei hiirte arengule,
elukvaliteedile ega viljakusele. Protseduur viiakse ldbi 78 hiirel.

6. Maksarakkude transplantatsiooniks, kdhudds avatakse iildanesteesias ja sorditud
rakud siistitakse maksa vasakusse sagarasse kasutades insuliinisiistalt (G30). K6hudos
suletakse, haav kaetakse ning hiirele manustatakse valuvaigistit subkutaanselt. Hiirt
jilgitakse 2x pidevas 3 postoperatiivse pdeva jooksul. Valuvaigistit manustatakse nagu
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punktis 1a 3 postop pédeva jooksul 1x pdevas. Kui hiir ei taastu 24h jooksul voi tekivad
kannatuse siimptomid hiir hukatakse. Protseduur viiakse labi 18 hiirel.

Humaansete 16pp-punktide iildised kriteeriumid: Katsed lopetatakse enne planeeritud
katse 16ppu hiirte iildseisundi halvenemisel (esinevad kannatussiimptomid: spetsiifiline
sundasend, loidus, toidust keeldumine); kaalulangusel tile 20%, kui tekib astsiit voi kui
operatsioonide korral loom ei ole 2. postoperatiivse pdeva 16puks taastunud (loom on
loid, sundasendis).

Loomade hukkamise metoodika: Loomad hukatakse tservikaalse dislokatsiooni teel
katse 10ppemisel v&i iilalpool defineeritud humaansete 16pp-punktide saabumisel.
Uhtegi katselooma ei kasutata katsetes korduvalt. Loomadel ldbi viidavate katsete
iiksikasjaline kirjeldus on toodud punktis 1.

2. Otsust on digus vaidlustada haldusmenetluse seaduses voi halduskohtumenetluse

seadustikus ettendhtud korras ja tdhtaja jooksul.

Mario Plaas
/allkirjastatud digitaalselt/

Komisjoni esimees

Lisa 2. Rantakari et al. artikli ldbivoolutsutomeetria varavad

Adult liver
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10
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Joonis 1. Rantakari et al. Labivoolutsiitomeetria maksa residentsete ja virvatud makrofaagide
viravad. Mustaga on timbritsetud CD11b vérvatud makrofaagid ning oranziga on iimbritsetud

F4/80 residentsed maksa makrofaagid.
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