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KASUTATUD LUHENDID

BEC — biliary epithelial cells, sapiteede epiteliaalsed rakud

BMP — bone morphogenetic proteins, luu morfogeneetilised valgud
BSA — bovine serum albumin, veise seerum albumiin

CCly = siisiniktetrakloriid

CD — cluster of differentiation, diferentseerumise klaster

CK19 — cytokeratin 19, tsiitokeratiin 19

CreERT — Cre, causes recombination, pdhjustab rekombinatsiooni; ERT, estrogen receptor
truncated, trunkeeritud Gstrogeeni retseptor

DAPI — 4°,6-diamidino-2-phenylindole, 4’,6-diamidiino-2-feniiiilindool

DDC - 3,5-diethoxycarbonyl-1,4-dihydrocollidine, 3,5-dietoksiikarboniiiil-1,4-dihtidrokollidiin
(D)PBS — (Dulbecco’s) phosphate buffered saline, Dulbecco fosfaat-puhverdatud soolalahus
FACS - fluorescent activated cell sorting, fluorestsents-aktiveeritav rakusortimine

FGF — fibroblast growth factors, fibroblasti kasvufaktorid

HEX — hematopoietically expressed homeobox, hematopoeetiliselt ekspresseeritav homeobox
(geen)

HGF — hepatic growth factor, maksa kasvufaktor

HNF — hepatocyte nuclear factor, hepatotsiiiidi tuumafaktor

HSC — hepatic stellate cells, maksa tahtrakud

IMDM - Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium, 1scove’i modifitseeritud Dulbecco s66de
KC — Kupffer cells, Kupfferi rakud

NK — Natural Killer (cells), loomulikud tapjarakud

LGR5 — leucine-rich repeat-containing G protein binding receptor 5, leutsiinirikkaid kordusi
sisaldav G-valguga seonduv retseptor 5

NPC — non-parenchymal cells, mitteparenhiimaalsed rakud

PHx — partial hepatectomy, osaline hepatektoomia

(g)PCR — (quantitative) polymerase chain reaction, (kvantitatiivne) poliimeraasi ahelreaktsioon
SEC - sinusoidal epithelial cells, sinusoidaalsed epiteliaalsed rakud

STM — septum transversum mesenchyme, mesenhiiiimi transversaalne septum

tdTomato = tandeemne dimeer Tomato

TTR — transthyretin, transtiiretiin

X-gal = 5-bromo-4-kloro-3-indool-B-D-galaktopiiranosiid



SISSEJUHATUS

Maks on loomorganismi keskseks organiks, mille kaudu toimub mitmete eluliste protsesside
pidev kontroll ja regulatsioon. Seetdttu on ddrmiselt oluline tagada maksa pidev ja korrektne
funktsioneerimine ning kiire reaktsioon korvalekallete korral. Niivord olulise organina ei ole

ka tillatav maksa himmastav voime kahjustuse korral efektiivselt regenereeruda.

Maksa iseloomustab ulatuslik regeneratsioonivdime, mille mehhanismi on piiiitud kill
mitmeti erinevate teadustoddega seletada, kuid konsensust ei ole suudetud veel seni
saavutada. Uhe vdimaliku regeneratsiooni variandina nihakse klassikalist tiivirakkude
mudelit, mille kohaselt on paikne vdi koeviline tiivirakuline reservuaar vdimeline
maksakahjustuse korral aktiveeruma ning koe taastumist toetama. Samas ei ole siiani sobivate
markerite puudumisel selliste omadustega rakkude isoleerimisega maksas edu saavutatud.
Hiljuti on aga mitmete teiste organismi kudede puhul identifitseeritud kiillaltki usaldusvaérne
bona fide tiivirakumarker LGRS, mis on tekitanud lootust leida sarnase ekspressiooni-
mustriga tiivirakke ka maksas. Ténaseks on antud rakupopulatsiooni uuritud tisna véhesel
maédral, mistdttu on vajalikud tdiendavad uuringud antud rakkude spetsiifilistemate omaduste
ja rolli selgitamiseks. Kdesoleva magistrité eesmérgiks on uurida maksa LGR5-positiivsete

rakkude péritolu ning neid tiiendavalt kirjeldada.

To6 kirjanduslik osa on jaotatud kaheks suuremaks sektsiooniks, millest esimesega antakse
lahem iilevaade maksa tildisest arengust, histoloogilisest ehitusest ja funktsioonidest, ning
teises suuremas alapeatiikis keskendutakse spetsiifilisemalt maksa regeneratsioonile ning
hetkel aktuaalsete regeneratsioonimehhanismide tutvustamisele. Samuti Kkirjeldatakse
erinevaid kahjustusmudelite tiiiipe, mille varal selle elutdhtsa organi taastumist pohiliselt
uuritakse. To6 eksperimentaalse osa eesmirgiks oli teostada LGRS-positiivsete rakkude
polvnemisuuring ning neid pohjalikumalt kirjeldada. Juba seniste vdheste uuringute pdhjal on
maksa LGR5 markerit ekspresseerivatele rakkudele omistatud potentsiaalseid tiivirakulisi
omadusi. Maksa regeneratsiooni eest vastutavate rakkude defineerimine aitaks vilja tootada
uusi meetodeid krooniliste maksahaiguste raviks ja arendada rakupohist teraapiat erinevatele

maksakahjustustele.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Maks - loomorganismi keskne organ

Maks on imetaja organismi suurim siseorgan, mis tdidab mitmeid keskseid funktsioone
organismi homoostaasi siilitamisel. Maksa fiisioloogilisele olulisusele vaatamata on selle
organi arengut mojutavate molekulaarsete mehhanismide kohta ténaseks iisna vihe teada.
Samas on pidev teadustod viinud meid aasta-aastalt ldhemale selle omapdrase organi

arenguloo ja muude omaduste tipsemale mdistmisele.

1.1.1 Maksa areng

Teadmised maksa organogeneesi pohisiindmustest périnevad ennekdike just erinevate
mudelorganismidega teostatud uuringutest. Selliste organismide nagu kana, kannuskonna,
sebrakala ja hiire kasutamine teadustéodes on toonud maksa arengubioloogia kirjeldamisel
arvestatavaid edusamme ja on selgunud, et mitmed hepatogeneesi kontrollivad signaalirajad
on evolutsiooniliselt konserveerunud. Kuigi maksa arengu pdhiprintsiibid on
mudelorganismidel sarnased, esineb protsessi tdpses ajastuses erinevate mudelite vahel siiski

varieeruvust. Alljdrgnevas peatiikis késitletakse maksa arengut spetsiifiliselt hiire néitel.

Hiire viljastamisjargne embriionaalne areng kestab 18-21 paeva (Rugh, 1968). Ligikaudu
6,5ndal embriionaalsel pédeval (E.6.5) on loode joudnud gastrulatsiooni staadiumisse, mille
oluliseks tdhiseks on tirgjuti teke (Gardner ja Rossant, 1979; Tam jt, 1993). See struktuur on
aluseks rakkude jargnevale suunatud liikumisele, moodustades 3 lootelehte (E7): endoderm,
mesoderm ja ektoderm (Green, 1966). Maks on endodermaalset paritolu organ, mille arengut
voib slidame korval pidada ajaliselt tiheks varaseimaks organogeneesi siindmuseks, ilmutades
esimesi morfoloogilisi méarke juba koigest 10-12 somiidipaari staadiumis (E8.5-E9).
Olenemata varasest alguspunktist on hepatogeneesi puhul tegu {isna pikaajalise protsessiga
ning maks saavutab oma I0pliku massi ja suuruse alles siinnijérgselt. Seetdttu voib
kirjanduses tihti kohata maksa arengukdigu jagamist erinevateks etappideks, mille hulka
kuuluvad kompetentsuse saavutamine, spetsifikatsiooni/induktsiooni faas, maksapunga
morfogenees (divertiikuli teke) ja kasv ning 16plik kiipsemine (Joonis 1) (Zaret, 2000; Zorn,
2008).
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Joonis 1. Maksa arenguetapid hiire niitel. Gastrulatsiooni kdigus moodustub endoderm
(E7), millest areneb tirgsool ees- (es), kesk- (ks) ja tagasoole (ts) piirkonnaga (E8). Seejérel
toimub eessoole endodermi véljasopistumine (md) (E9) ja tekib maksapung (mp) (E10).
Sellele jargneb maksa kasvamine ning hepatoblastide diferentseerumine hepatotsiiiitideks ja
sapiteede rakkudeks. Maksa I0plik kiipsemine toimub postnataalselt. Skeemil on kollasega
kujutatud endoderm, punasega maks, rohelisega sapipdis ning E tdhistab embriionaalset
paeva. Modifitseeritud (Zorn, 2008).

Kompetentsuse faas on vajalik rakkude edasiseks diferentseerumiseks maksarakkude suunas,
mille kdigus reguleeritakse rakkude vdimet votta vastu indutseerivaid signaale, et siseneda
spetsifikatsiooni faasi. Transplantatsioonipdhiste uuringutega on vélja selgitatud, et nii hiires
kui teistes mudelorganismides suudab maks areneda vaid endodermaalset paritolu kindlast
struktuurist, ventraalsest eessoole endodermist, mis viitab eelneva kompetentsuse olemasolule
selles piirkonnas. Kompetentsi saavutamises osalevad vihemalt kolm erinevat transkript-
sioonifaktorit, milleks on hepatotsiititide tuumafaktor 3 (HNF3, ingl hepatocyte nuclear factor
3), GATA4/6 (nimetus tuleneb seondumisest spetsiifilise GATA-motiiviga DNA-I) ja
hematopoeetiliselt ekspresseeritav homeobox faktor (HEX, ingl hematopoietically expressed
homeobox), mis on olulised eessoole varases organogeneesis (Bossard ja Zaret, 1998; Cirillo
jt, 2002; Cirillo jt, 1998; Keng jt, 2000). Tegelikult on vastav kompetents olemas ka eessoole
dorsaalsel piirkonnal, kus aga ldhedalasuva mesodermi inhibeerivate signaalide mojul

spetsifikatsioonifaasi ei indutseerita (Bossard ja Zaret, 2000; Gualdi jt, 1996).

Maksa arenguks vajaliku kompetentsuse omandanud endodermaalsed rakud annavad aluse
bipotentsetele maksa tiivirakkudele ainult juhul, kui neile on saadetud indutseeriv signaal.
Juba varastest uuringutest on teada, et maksarakkude diferentseerumine on kohalis-ajaliselt
mojutatud 1dhedalasuvate mesenhiimaalsete rakkude suunavatest signaalidest, mis parinevad
kas stidame mesodermist vdi mesenhiiiimi transversaalsest septumist (STM, ingl septum
transversum mesenchyme). Seni on identifitseeritud 3 spetsifikatsioonifaasis olulist signaal-
molekuli, milleks on fibroblasti kasvufaktorid (FGF, ingl fibroblast growth factor), luu
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morfogeneetilised valgud (BMP, ingl bone morphogenetic proteins) ja Wnt signaalirajas
osalevad faktorid (Calmont jt, 2006; Hussain jt, 2004; Ober jt, 2006). Need signaalmolekulid
on viga olulised epiteliaalses paksenemises ja maksapunga moodustumises ning viljakasvu
sopistumises kdrval asuvasse mesenhiiiimi, mis on iseloomulikud kolmandale, morfogeneesi

faasile (Tremblay ja Zaret, 2005).

Ligikaudu 9ndal embriionaalsel paeval (E9.0) algab maksa morfogenees, kus mitme jargneva
pdeva jooksul toimub maksapunga kasv ja areng hepatoblastide migreerumise ja
diferentseerumise arvelt. Hepatoblaste on voimalik teistest rakutiiiipidest eristada neile
iseloomuliku ekspressioonimustri alusel, siinteesides selliseid faktoreid nagu a-fetoproteiin,
transtiiretiin (TTR, ingl transthyretin), albumiin ja HNF4a (Costa jt, 2003; Germain jt, 1988).
Bipotentsed hepatoblastid suudavad anda aluse kahele poéhilisele rakutiiiibile maksas:
parenhiiimi moodustavatele hepatotsiilitidele ja sapiteid &édristavatele epiteliaalsetele
rakkudele (Germain jt, 1988). Lisaks eelnimetatud rakkudele alustavad iisna pea (E10)
kasvava maksapunga kolonisatsiooni ka hematopoeetilised rakud ning uuringute kiigus on
taheldatud, et E12.5 arenguetapil iseloomustab maksa juba vdga hédsti viljakujunenud
vaskulaarne siisteem, mis sisaldab ka primitiivseid sinusoidaalseid struktuure (Nonaka jt,
2007). Seega omandab maks iisna varases arengus hematopoeetilise funktsiooni, mis méangib

edasisel kiipsemisel olulist rolli.

Maks siilitab hematopoeetilise funktsiooni terve embriionaalse arengu véltel ning ka moni
aeg peale siindi (Borghese, 1959). Hematopoeetilise mikrokeskkonna loomises osaleb suur
hulk rakke, kaasa arvatud hepatoblastid, mille puhul on niidatud eriitrotsiiiitide teket toetavat
rolli, tootes antud protsessi seisukohast olulisi tsiitokiine, nditeks tiiviraku faktorit ja
eriitropoetiini (Eckardt, 1996; Sugiyama jt, 2011). Hepatoblastide diferentseerumisega
spetsialiseeritud rakutiitipideks kaob jark-jargult ka maksarakkude voime hematopoeetilist
funktsiooni tileval hoida ning seda iilesannet tdidab edaspidi luuiidi. Maksa kiipsemise kéigus
formeerub embriionaalne organ tdielikult funktsioneerivaks maksakoeks, mis on voimeline

pikaajaliselt sdilitama oma spetsiifilisi funktsioone.



1.1.2 Maksa ehitus

Maks on anatoomilis-funktsionaalsest secisukohast iiks koige keerukamaid organeid
selgroogsete organismis. Suurima siseorganina votab antud organ enda alla ligi neljandiku
kohuddne ruumalast, paiknedes vahetult diafragma volvi all. Klassikalise makroanatoomilise
kasitluse alusel, mis pShineb maksa vilispidistel tunnustel, koosneb antud organ neljast eri
suuruse ja kujuga sagarast, mida nimetatakse parem-, vasak-, saba- ja ruutsagaraks. Kaks
esimest on eelnimetatud sagaratest suurimad, mida lahutab iiksteisest iimarside. Viiksemad
saba- ja ruutsagar lokaliseeruvad parema sagara tagumisel kiiljel, kusjuures viimane paikneb
sapipdie timber (Mclntyre, 1992). Sagarike pealispinda ja maksakoes paiknevat soonestikku
katab ldbipaistev sidekoeline kiht ehk Glissoni kapsel (Whitney, 1937). Hasti véljakujunenud
juhadesiisteem muudab maksa ddrmiselt hea verevarustusega organiks, kuhu transporditakse
nii hapniku- kui toitaineterikast verd. Lisaks vaskulaarsetele ithendustele sisaldab maks ka
rohkelt sapiteid, mis tiheskoos annavad aluse véga korrapdrasele mikro-anatoomilisele

struktuurile.

Histoloogiliselt on maks darmiselt korrapéraselt struktureeritud organ, mille parenhiiiim on
organiseeritud tihedalt kiilg kiilje korval paiknevateks sagarikeks. Esmakordselt kirjeldas
maksasagariku struktuuri Sveitsi patoloog J.J. Wepfer juba 1664. aastal seamaksa nitel
(Bloch, 1970). Sagarikuks nimetatakse maksa pdhilist morfofunktsionaalset ihikut, mida
iseloomustab korrapdrane kuusnurkne kuju (Joonis 2). Iga heksagonaalse sagariku keskel
paikneb tsentraalveen ning igas kuusnurga eraldiseisvas tipus maksa portaaltriaad.
Portaaltriaad koosneb oma nimega kooskolaliselt kolmest elemendist, milleks on maksaarter,
portaalveen ja sapijuha. Maksaarter varustab kude hapnikurikka verega, samas Kkui
portaalveen kannab hapnikuvaest verd, mis on aga rikastatud toitainete ja metaboolsete
korvalproduktidega. Vereringlus toimub modda sinusoide portaalaladest tsentraalveeni
suunas, kust maksarakkude poolt protsessitud veri jouab viimaks ddnesveeni kaudu taas
tildisesse ringlusesse. Sapi lilkumise suund on vaskulaarsele siisteemile vastupidine ehk
sapikanalites toimub sapi-vedeliku transport portaaltriaadi ja sealt edasi sapipdie voi
soolestiku algusosa suunas. Tanaseks on teada, et see iile 300 aasta tagasi esmakordselt
kirjeldatud maksa mikro-arhitektuur on olenemata viikesest liikidevahelisest varieeruvusest

koikide selgroogsete puhul analoogne (Strasberg, 1997; Whitmore, 1999).
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Joonis 2. Maksasagariku ehitus. Maksakude koosneb kuusnurgakujulistest sagarikest,
millest igaiihe keskel paikneb tsentraalveen ning iga nurga tipus portaaltriaad. Portaaltriaad
koosneb sapijuhast, portaalveenist ja maksaarterist. Modda portaalveeni ja arterit liigub veri
piki sinusoide tsentraalveeni suunas, sapivedeliku liikmissuund on vastupidine (suunad
ndidatud mustade nooltega). Sinusoidide vahele jddvad hepatotsiiiitide plaadid ning
sinusoidide ja hepatotsiiiitide vahelises ruumis (Disse’i ruumis) paiknevad maksaspetsiifilised
makrofaagid ehk Kupfferi rakud. Modifitseeritud (Mescher, 2009).

1.1.2.1 Maksa rakuline koosseis

Maksa tihtlasele koelisele arhitektuurile vaatamata pole selle organi rakuline koosseis sugugi
homogeenne, vaid ddrmiselt mitmekesine, sisaldades vdhemalt 15 eri rakutiiiipi, millest
valdava enamiku moodustavad endodermaalset péritolu parenhiimaalsed rakud ehk
hepatotsiitidid (Joonis 3) (Daoust ja Cantero, 1959; Freudenberg jt, 1989). K&ikide tilejaanud
maksa rakutiilipide kohta on kasutusel kollektiivne termin — mitteparenhiimaalsed rakud
(NPC, ingl non-parenchymal cells). Mitteparenhiimaalsed maksa epiteelirakud périnevad
samuti endodermist, kuid pohiosas on NPC-de puhul tegu sinusoidaalsetes struktuurides
paiknevate mesenhiimaalsete rakkudega, mille koosseisu kuuluvad ka Kupfferi rakud,
tahtrakud ja Pit’i rakud (Joonis 3). Alljargnevalt antakse iilevaade maksa pohilistest

rakutiitipidest.
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Joonis 3. Maksa rakutiiiibid ja nende lokalisatsioon. Maksa sinusoide &dristavad
sinusoidaalsed endoteelirakud. Hepatotsiitidid on organiseeritud iiherakukihiliste plaatidena
sinusoidide vahele. Endoteelirakke ja hepatotsiiiite eraldab iiksteisest Disse’i ruum, Kkus
paiknevad tahtrakud. Kupfferi rakud ja liimfotstiiidid (k.a. Pit’i rakud) asuvad sinusoidide
luumenis. Modifitseeritud (Jenne ja Kubes, 2013).

Organismi embriionaalse arengu kdigus tekivad bipotentsetest hepatoblastidest kaks erisugust
endodermaalset rakutiitipi, milleks on hepatotsiitidid ja sapiteede epiteliaalsed rakud (BEC,
ingl biliary epithelial cells) (Rogler, 1997; Shiojiri, 1984). Hepatotsiiiidid moodustavad
maksarakkudest kdige arvukama populatsiooni, vottes enda alla ligi 80% maksa ruumalast
(Blouin jt, 1977). Hepatotsiiiidid on suuremdddulised (diameetriga 25-40 um) poliigonaalsed
rakud, mis on imetajate maksas organiseeritud iiherakukihiliste plaatidena sinusoidide vahele
(vt Joonis 2). Tegemist on ddrmiselt hea valgusiinteesiga rakkudega, mida Kinnitab nii
tsiitosoolis leiduv rohke endoplasmaatiline retiikulum kui mitokondrite arvukus (Blouin jt,
1977; Staubli jt, 1969). Epiteelirakkudele iseloomulikult on hepatotsiiiidid polariseeritud
rakud, mille apikaalse osa kaudu toimub sapi sekretsioon sapikanalite luumenisse ning
basolateraalne kiillg on orienteeritud sinusoidide poole, mis holbustab toitainete ja
metaboolsete korvalproduktide vahetust verega (Wang ja Boyer, 2004). Hepatotsiiiitide
polariseeritus on suure filisioloogilise tdhtsusega, tagades maksaspetsiifiliste funktsioonide

korrektse tditmise.

Bipotentsetest hepatoblastidest tekib teinegi oluline maksa rakutiiiip, milleks on sapiteid
moodustavad epiteliaalsed rakud ehk kolangiotsiiiidid (Shiojiri, 1984). BEC-id kuuluvad
endodermaalsete mitteparenhiimaalsete rakkude hulka ning tdidavad olulist rolli sapi
modifitseerimises ning transpordis. Asetsedes piki sapiteedest moodustuvat puutaolist

vorgustikku varieeruvad kolangiotsiitidid nii oma kujult kui suuruselt ning esineb ka
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funktsionaalset heterogeensust, mis viljendub eelkdige mitmete ensiilimide ja membraan-
seoseliste retseptorite erinevas ekspressioonimustris (Alpini jt, 1997; Alpini jt, 1996). M6oda
BEC-ide poolt vooderdatud sapiteid juhitakse sapivedelik hoiustamiseks sapipdide voi

vahetult soole algusossa ehk kaksteistsormiksoolde, kus ta osaleb otseselt seedeprotsessis.

Lisaks kolangiotsiiiitidele kuuluvad mitteparenhiimaalsete rakkude hulka ka mesenhiimaalsed
sinusoidaalsed endoteelirakud (SEC, ingl sinusoidal endothelial cells), mis moodustavad
NPC-de fraktsioonist pohiosa. Need rakud asetsevad barjdirina vere ja hepatotsiiiitide vahel
ning vahendavad antud kompartmentide vahelist ainevahetust (Joonis 3). Lamedakujulistele
SEC-idele on iseloomulik akendunud ehk poore sisaldav membraan, millel puudub
basaalmembraan (Wisse, 1970). Poorsed alad votavad enda alla 6-8% rakupinnast (Cogger jt,
2010; Wisse jt, 1985). Tianu sellistele tunnusjoontele on tegu justkui selektiivse
soelbarjddriga, mis kontrollib vere ja maksarakkude vahelist ainevahetust ning selle

vahendusel ka mikrotsirkulatsiooni (Clark jt, 1988; Wisse, 1970).

Luuiidist parinevad mesenhiimaalsed Kupfferi rakud (KC, ingl Kupffer cells) on maksas
alaliselt resideeruvad makrofaagid (Joonis 3). KC-d moodustavad ligi 80% koikidest
taiskasvanud organismi maksas resideeruvatest makrofaagidest (Dory jt, 2003). Suuremal
madral lokaliseeruvad need rakud portaalveenide ldheduses paiknevate sinusoidide seintes
ning viiksemal hulgal ka tsentraalveeni ldheduses (Bouwens jt, 1986; Sleyster ja Knook,
1982). Kupfferi rakke on maksas Kkirjeldatud mitut erinevat tiitipi, mis ndivad olevat
spetsialiseerunud isesugustele iilesannetele. Uks alatiiiipidest, mida iseloomustab F4/80 ja
CD64 markeri koekspressioon (lkarashi jt, 2013), méngib olulisemat rolli portaalvere
puhastamises, fagotsiiteerides baktereid, kahjustunud voi vananenud eriitrotsiiiite ning ka
vereringes esinevaid makromolekule (Bilzer jt, 2006). Lisaks on KC-de puhul tegemist ka
antigeene presenteerivate rakkudega, olles voimelised tootma erinevaid tsiitokiine ja
kemokiine (Seki jt, 2001). Eelnimetatud omadus on kujunenud tugevamalt vilja just teisel
kirjeldatud KC-de alatiiiibil, mis on positiivsed F4/80 ja CD11b markerikombinatsiooni
suhtes (lkarashi jt, 2013). Seega tdidavad antud rakud olulist {ilesannet peremeesorganismi

immunoloogilises kaitses.

Lisaks Kupfferi rakkudele on maksa sinusoidid vooderdatud ka teise mesenhiimaalset péritolu
rakutiitibiga ehk tdhtrakkudega (HSC, ingl hepatic stellate cells), mis on voimelised
hoiustama rasva ning vitamiin A-d (Wake, 1980). Erinevalt KC-dest on tihtrakud jaotunud

tihtlaselt iile terve sinusoidaalse siisteemi (Higashi ja Senoo, 2003), paiknedes sinusoidide ja
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hepatotsiilitide vahelises Disse’i ruumis (Joonis 3). Neil on tdhelepanuvéérne kontraktsiooni-
voime, tdnu millele mingivad HSC-d tsentraalset rolli verevoolu regulatsioonis maksa
sinusoidides (Rockey ja Weisiger, 1996). Maksakahjustuse korral on tdhtrakud voimelised
omandama aga hoopis uue rolli, transdiferentseerudes aktiveeritud miiofibroblastitaolisteks
rakkudeks (Potter jt, 1999). Seejuures pohilise ekstratsellulaarset maatriksit tootva rakuna
maksas moodustavad aktiveeritud HSC-d vigastatud piirkonda ajutise armkoe, et takistada
kahjustuse siivenemist (Benyon ja Arthur, 2001). Sellises olukorras toodavad HSC-d ka
tsiitokiine ja kasvufaktoreid, millest iiks olulisemaid on hepatotsiiiidi kasvufaktor (HGF, ingl

hepatocyte growth factor), mis indutseerib maksa regeneratsiooni (Schirmacher jt, 1993).

Neljanda mesenhiimaalse rakutiiiibina maksas védrivad esiletoomist Pit’i rakud (Joonis 3).
Need rakud omavad morfoloogilist sarnasust suurtele granulaarsetele limfotsiititidele, mis
paiknevad sinusoidide luumenis, kinnitudes endoteeli- vdi Kupfferi rakkude pinnale (Kaneda
jt, 1983). Pit’i rakud on osa maksaseoseliste limfotsiiiitide populatsioonist, mis omavad
immuunreaktiivsete loomulike tapjarakkude (NK rakud, ingl Natural Killer cells) aktiivsust.
(Bouwens jt, 1987). Pit’i rakud moodustavad pseudopoode, mis voimaldavad neil aktiivselt
moodda sinusoidide seinu liikuda (Wisse jt, 1976). Nad méngivad olulist rolli organismi
esmases immunoloogilises Kkaitses, omades seejuures tugevamat loomulikku tsiitotoksilist

aktiivsust kui perifeerse vere NK-rakud (Vanderkerken jt, 1990; Vermijlen jt, 1999).

Maksa elutdhtsate funktsioonide {iilalpidamise seisukohalt on oluline koes resideeruvate
rakkude vaheline pidev koordineeritud koost66. Maksa funktsionaalsus tagab nii koesisese

kui ka kogu organismi homgostaasi.

1.1.3 Maksa funktsioonid

Maks kui suurim siseorgan tdidab mitmeid olulisi funktsioone, kusjuures tapsed todiilesanded
sOltuvad sellest, millises arengustaadiumis organ parasjagu paikneb. Hiire maksa puhul
radgitakse alates 10ndast embriionaalsest pdevast (E10) ennekdike kui hematopoeetilisest
organist, kus on soodustatud vereloomerakkude areng, mille abil toimub kasvava organismi
varustamine hapnikuga. Embriionaalse maksa spetsiifilises mikrokeskkonnas toodetakse
hematopoeesi korghetkel (E11.5-E14.5) mitmeid keemilisi signaale, mis atraktiivsete
tthenditena soodustavad hematopoeetiliste tiivirakkude jagunemist ja diferentseerumist (Guo
jt, 2009). Histoloogilise struktuuri kiipsedes hakkab maksa hematopoeetiline roll jark-jargult

taanduma (alates E15.5), liilitudes esimeste siinnijargsete paevade jooksul imber tdiskasvanud
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organile omaste funktsioonide tditmisele (Guo jt, 2009; Sasaki ja Sonoda, 2000). Hemato-
poeetilise rolli votab aga edaspidi iile vastava kompetentsuse saavutanud luuiidi (Delassus ja
Cumano, 1996).

Paralleelselt maksarakkude kiipsemisega omandab antud organ terve rea uusi elutdhtsaid
ilesandeid, mille hulka kuuluvad erinevate metaboolsete, ekso- ja endokriinsete protsesside
regulatsioon. Organismi ainevahetuslikku homdostaasi aitab maks siilitada 14dbi erinevate
stisivesikute, lipiidide ja valkude lagundamise sellisteks kasulikeks aineteks nagu gliikoos,
kolesterool, fosfolipiidid ja lipoproteiinid, mida on vdimalik rakkudel iile terve keha lihtsasti
taaskasutada. Uleliigset suhkrut hoiustatakse selles organis poliisahhariidse gliikogeeni
vormis, mida on vajadusel voimalik taas gliikoosiks konverteerida ja energiaallikana kasutada
(Moore jt, 2012). Valkude kasutuskolbmatud osad metaboliseeritakse maksas aga
ammooniumiks ning seejdrel uureaks (Barej jt, 1987), mis transporditakse vere kaudu

neerudesse ja viljutatakse organismist uriinina.

Lisaks eelnimetatud funktsioonidele kaitub maks ka kui tdhus detoksifikatsiooni siisteem,
mille kaudu toimub miirgiste ithendite eemaldamine verest ja nende kahjutustamine (Wagner
jt, 2005; Wu jt, 2004). Maksa pdohiliselt peritsentraalses alas paiknevad parenhiimaalsed rakud
toodavad sappi, mis aitab kaasa toitainete paremale seedimisele (Twisk jt, 1995). Samuti
reguleeritakse maksa abil organismi hormonaalset tasakaalu, lagundades hemoglobiini,
insuliini ja teisi tleliigseid hormoone (Doherty jt, 1990; Kimura jt, 1975). Mitmete iihendite
lagundamisega paralleelselt toimub maksas ka oluliste plasmaelementide tootmine ja siintees
ning varustatakse téhtsaid toitaineid, kaasa arvatud vitamiine (A, D, E, K ja vitamiin B12) ja
rauda (Goldfischer jt, 1981; Miller jt, 1951; Olson ja Gunning, 1983).

Eelnimetatud funktsioonid moodustavad vaid viikse murdosa tiilesannetest, mida maks
igapédevaselt organismis tdidab, kuid annavad aimduse, kui mitmekiilgne on selle organi
korrektne t60 ning miks on oluline maksarakkude regulaarne ise-uuenemine. Lisaks rakkude
pidevale vahetumisele iseloomustab maksa ka hammastav regeneratsioonivoime, mis Kinnitab
selle organi vajalikkust veelgi. Kéesoleva kirjandusliku iilevaate jargnevas sektsioonis antakse
tilevaade hetkel aktuaalsetest maksa regeneratsioonimehhanismi hiipoteesidest, tiivirakkude
voimalikust osalusest ning LGR5 markerit ekspresseerivate rakkude téhtsusest antud protsessi

regulatsiooni kontekstis.
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1.2 Maksa regeneratsioon

Maks on suure regeneratsioonivoimega kude, mis on vdimeline vdga Kkiiresti kahjustuse
jargselt oma massi ja funktsioone taastama. Nariliste puhul on ndidatud, et maksakoe
eemaldamisel ligi 70% ulatuses taastub antud organi algne mass juba koigest 7-10 paeva
moodudes (Bucher ja Swaffield, 1964). Paralleelselt koe parandamisega on elujoulised
maksarakud vdimelised kdigus hoidma ka olulisemaid igapéevaseid funktsioone, millega on
tagatud minimaalne korvalekaldumine normaalsest fiisioloogiast (Greenbaum jt, 1995; Xu jt,
1993). Kuna maks tdidab kogu organismi homdostaasi sdilitamisel votmerolli, siis vOib sellist

markimisvaarset ise-uuenemisvoimet pidada oluliseks evolutsiooniliseks kaitsemehhanismiks.

Kiirest ja tOhusast taastumisvdimest isegi suuremat tdhelepanu vaérib mitmete uurimustodde
pohjal kujunenud arusaam, et maksakoe regeneratsiooni mehhanism soltub kahjustuse tiiiibist.
Arvatakse, et maks on kindlates tingimustes vOimeline taastuma nii Kkahjustatud koes
olemasolevate elujouliste rakkude replikatsiooni kui ka organis resideeruvate somaatiliste
tiivirakkude diferentseerumise arvelt. Samuti on ndidatud luulidist périnevate hemato-
poeetiliste tiivirakkude voimet diferentseeruda hepatotsiititideks (Lagasse jt, 2000), kuid seni
on peetud seda protsessi liialt aeglaseks, et kogu maksa regeneratsioon voiks olla vaid selle
mehhanismiga tédielikult seletatav (Cantz jt, 2004; Kanazawa ja Verma, 2003; Wagers jt,
2002). Seega ei ole konealuse unikaalse organi regeneratsioonis toimuvad rakulised ja
molekulaarsed mehhanismid tdnaseks veel tédielikult lahendatud, esineb palju vasturdédkivusi ja

vastuseta kiisimusi.

1.2.1 Koe regeneratsioon elujouliste maksarakkude replikatsiooni arvelt

Maksa embriionaalses arengus on hepatotsiilitide ja kolangiotstiiitide {ihise eellasena
identifitseeritud suure proliferatsioonivoimega hepatoblastid. Tédiskasvanud organismis voib
normaalset maksakude pidada aga {isna stabiilseks ning aeglaselt ise-uuenevaks organiks, kus
eelnimetatud kahe pdhirakutiiiibi elutsiikli pikkuseks on hinnatud 200-400 paeva (Macdonald,
1961; Magami jt, 2002). Hoolimata hepatotsiiiitide normaalsest ,,vaikivast® olekust on
mitmete transplantatsiooni- ja pdlvnemisanaliiiisidega vélja selgitatud, et maksa tildmassi
kirurgilise vdhendamise tingimustes on hepatotsiilidid vdimelised vastuseks kdrgenenud
kasvufaktorite tasemele viga kiiresti ja efektiivselt jagunema ning maksakahjustuse korral
koe regeneratsiooni toetama (Lindroos jt, 1991; Overturf jt, 1997; Rhim jt, 1994; Wu jt,
1994). Uheks tdestavaks niiteks on 1997. aastal Overturf ja kolleegide poolt avaldatud
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uurimustdo, kus transplanteeriti fumartitilatseetoatsetaat hiidrolaasi (FAH) puudulikku hiirde
funktsionaalseid hepatotsiilite, misjarel toimus maksa tdielik taastumine ning niidati, et
hepatotsiilidid suudavad 14bi teha vdahemalt 70 jarjestikust rakujagunemist (Overturf jt, 1997).
Seepdrast nimetatakse hepatotsiilite ja sapiteede rakke sageli ka maksa fakultatiivsete
tiivirakkude reserviks, mis on vdimelised maksa osalise eemaldamise korral efektiivselt
maksa esialgset seisundit taastama. Kuid selline regeneratsioonivorm on piisavat kinnitust
leidnud vaid eelnimetatud kahjustuse korral ning pole teiste kahjustustiiiipide puhul

eksperimentaalselt toestatud.

Lisaks parenhiimaalsetele rakkudele vajavad kindlate koekahjustuste korral regenereerumist
ka sapiteede epiteeli rakud. Seniste uuringute pohjal on protsessi selgitamiseks vilja pakutud
teinegi huvitav mehhanism, mille kohaselt on hepatotsiiiidid voimelised kolangiotsiiiitide
funktsiooni hdirumisel muutma oma spetsialiteeti ehk transdiferentseeruma sapiteede
rakkudeks in vitro ning vastupidi, hepatotsiiiitide defekti korral on neid vdimelised asendama
transdiferentseeruvad kolangiotsiitidid (Furuyama jt, 2011; Limaye jt, 2010; Michalopoulos jt,
2005; Watanabe jt, 2008). Ka see mehhanism ei ole vastakate uurimustulemuste ning
puuduliku in vivo tdestusmaterjali tottu teadlaste tiielikku usaldusvadrsust vditnud
(Carpentier jt, 2011; Malato jt, 2011; Tarlow jt, 2014). Samas teades, et antud rakutiiiibid
parinevad thisest embriionaalsest eellasest, voib rakkudevaheline transdiferentseerumise

fenomen olla siiski kiillaltki tdenioline.

Eelnimetatud kaks mehhanismi ehk koe regeneratsioon elujouliste maksarakkude ise-
uuenemise voi transdiferentseerumise arvelt kujutavad kiill arvestatavaid hiipoteese, kuid
pOhjapanevate uurimustulemuste puudumise korral Kipub teadlaste hulgas alati valitsema
arvamuste mitmekesisus. Seetdttu ei ole endiselt minetatud ka vdimalust, et kiipses maksas
voiksid resideeruda palju kdneainet pakkuvad tdiskasvanud tiivirakud, mille olemasolu korral

nédhakse neil juba praegu mitmeid potentsiaalseid terapeutilisi rakendusi maksahaiguste ravis.

1.2.2 Somaatiliste tiivirakkude mudel maksa regeneratsioonis

Tanaseks on teada, et mitmetes tdiskasvanud organismi kudedes, kaasa arvatud soolestikus,
nahas, maos ja mujal, aitavad homdostaasi sdilitada somaatiliste tiivirakkude piiratud
reservuaarid, mis paiknevad anatoomiliselt defineeritud struktuurides ehk nisSides (Barker jt,
2007; Barker jt, 2010; Jaks jt, 2008). Tiivirakuline ni$§ kujutab endast erinevate faktoritega

rikastatud kontrollkeskust, mis médérab tiivirakkude jagunemiskiiruse, tiitarrakkude saatuse ja
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tagab tlivirakulise reservuaari pideva jatkusuutlikkuse. Ka maksa suurt regeneratsioonivdimet
on piiiitud pohjendada potentsiaalse tiivirakulise ressursi olemasoluga. Teadlaste jarele-
andmatu piitid identifitseerida tdiskasvanud organismi tiivirakke maksas on kiill tervitatav,
kuid on iihteaegu pdhjustanud ka suurt segadust, kuna paljudes uurimustdoodes defineeritakse
antud rakupopulatsiooni erinevalt, vottes isoleerimisel aluseks varieeruvaid markereid ning
omistades uusi geeniekspressioonimustreid. Selle tulemusel on saadud palju iiksteisele

vasturddkivaid tulemusi, mille usaldusvaérsuse hindamisega tuleb uurijatel pidevalt tegeleda.

Kuigi maksa tiivirakkude spetsiifiliste omaduste kirjeldamine vajab veel tdiendavat
uurimust6dd, on teadlastel siiski onnestunud kahjustuste tingimustes edukalt isoleerida
tivirakkude ja diferentseerunud rakutiiiibi iileminekuline vorm, mida nimetatakse nende
ovaalse tuuma kuju alusel ovaalrakkudeks (Farber, 1956). Embriionaalsetele hepatoblastidele
sarnaselt on ovaalrakkude puhul tegemist kiiresti jaguneva bipotentse rakupopulatsiooniga,
mis ekspresseerivad nii hepatotsiiiitidele kui sapiteede rakkudele omaseid markereid ja on
voimelised diferentseeruma molema eelnimetatud rakutiiiibi suunas in vitro ja in vivo (Sirica,
1995; Sirica jt, 1990). Ovaalrakke normaalses maksa arhitektuuris ei esine ning nende teket
on tdheldatud ainult erinevate hepatotoksiliste maksakahjustuste tingimustes, kus on héiritud
maksa regeneratsioon nii-delda fakultatiivsete tiivirakkude ehk maksa pohirakkude
proliferatsiooni arvelt (Petersen jt, 1998). Konealuste rakkude paiknemist on kahjustuste
korral detekteeritud vaid periportaalsete alade laheduses, mistdttu on arvatud selles regioonis
lokaliseeruvat ka nende rakkude tiivirakuline eellaspopulatsioon (Fellous jt, 2009; Grisham ja
Porta, 1964). Uheks vdimalikuks ovaalrakkude ,,viljakasvu“ piirkonnaks on tihti pakutud
portaalalas paiknevat Heringi kanalit (Kuwahara jt, 2008; Theise jt, 1999), mis kujutab endast
sapijuha ja sapikanalite vahelist ithenduskohta (Joonis 4). See on piirkond, kus toimub sujuv
tileminek {ihelt rakutiiibilt teisele ehk sapijuha moodustavatelt sapiteede rakkudelt
sapikanaleid diristavatele hepatotsiilitidele. Just seetdttu peetakse Heringi kanalit tiivirakulise
reservuaari seisukohast heaks strateegiliseks piirkonnaks, omades efektiivset infovahetust
molema rakutiitibiga. Ometi on hetkel ainsaks vihjeks tiivirakkude olemasolule ovaalrakud,
mille seoselised uurimustulemused on olnud samuti segadust tekitavad. Naiteks on
ovaalrakkude geeniekspressiooni uuringutega erinevates mudelorganismides ja ka inimeses
ndidatud, et antud rakud siinteesivad mitmeid diferentseerumise klastri (CD, ingl cluster of
differentiation) pdhiseid markereid, nagu CD34, CD90 (Thy-1), CD133 ja mdnevorra
tillatuslikult osade toode alusel ka vereloomerakkude markerit CD45 (Crosby jt, 2002; Li jt,
2014; Omori jt, 1997; Petersen jt, 1998; Petersen jt, 2003; Yovchev jt, 2007). Selliste

omaduste Kkorral tuleb paratamatult arvestada voimalusega, et ehk on tekkinud maksa ja
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vereloome tiivirakkude eristamise vahel segadus voi on antud rakud tulenenud luuiidi péritolu
prekursoritest, mis omavad oma rakupinna markerite ekspressioonimustris kattuvusi

hematopoeetiliste rakkudega.

kolanglotsuud|d hepatotsutdid

(tuwrakulme niss)

wsapuuhame‘!ﬁm%#@&%g
W \J:Q\i}w

Joonis 4. Heringi kanali paiknemine periportaalses regioonis. Joonisel on kujutatud
portaaltriaadi ehitus, mis koosneb portaalveenist, maksaarterist ja sapijuhast. Sapijuhad on
ithendatud sapikanalitega, mida mdoda liigub hepatotsiiiitide poolt sekreteeritud sapp
sapijuhasse (sapi liikumise suund on ndidatud mustade nooltega). Sapijuha ja sapikanali
ithenduskohta nimetatakse Heringi kanaliks, kus arvatakse paiknevat tiivirakuline niss.
Modifitseeritud (Kordes ja Haussinger, 2013)

Tdsi on see, et ovaalrakud ei saa tekkida tiithjale kohale ning neil peab olema mingisugune
kahjustuse korral aktiveeritav maksasisene voi —viline eellaspopulatsioon, kuid koe-
spetsiifiliste tiivirakkude markerite puudumine on tdeliste maksa tiivirakkude kirjeldamisele ja

isoleerimisele juba pikka aega olnud takistuseks.

1.2.2.1 LGRS kui tiivirakkude marker kudede regeneratsioonis

Téiskasvanud organismi tiivirakkude paremaks isoleerimiseks ja kirjeldamiseks on erinevates
uurimustoodes sageli piititud leida spetsiifilisi markerikandidaate, mis oleksid antud
rakupopulatsioonile ainulaadsed. 2007. aastal Van der Flier’i ja kolleegide poolt avaldatud
uurimustods identifitseeriti soolestiku kriiptirakkude geeniekspressiooni paneeluuringuga
leutsiinirikkaid kordusi sisaldavat G-valguga seonduvat retseptorit (LGRS, ingl leucine-rich
repeat-containing G protein binding receptor 5) kodeeriv geen, mis ekspresseerus vaid
kindlates kriipti pohjas paiknevates rakkudes (Van der Flier jt, 2007). Jargnevad uuringud
kinnitasid, et LGR5-positiivsed rakud on pikaealised ja multipotentsed (Barker jt, 2007).
Lisaks on konealust markerit ekspresseerivate rakkude tiivirakulisust suudetud tdestada ka
kadrsooles, maos ja karvafolliikulis (Barker jt, 2007; Barker jt, 2010; Jaks jt, 2008). Seega on
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LGRS5-st kujunenud usaldusvéddrne marker, mis tdhistab mitmeid tdiskasvanud organismi

tivirakke.

LGRS on transmembraanne retseptor, mis kuulub gliikoproteiinsete hormoonide retseptorite
alamperekonda. Koigile eelnimetatud perekonda kuuluvatele retseptoritele on omane
unikaalse ektodoméini olemasolu, mis vastutab ligandi seondumise eest (Hsu jt, 1998). LGR5
retseptori ligandina on identifitseeritud sekreteeritav valk nimega R-spondiin 1 (Carmon jt,
2011; de Lau jt, 2011; Glinka jt, 2011). LGRS retseptori ja tema ligandi omavaheline
seondumine on oluline kanoonilises Wnt signaalirajas, kus antud interaktsiooni tulemusel
voimendatakse signaali iilekannet (de Lau jt, 2011). Erinevate uuringutega on tdestatud, et
Whnt signaalirada omab kontrollmehhanismi mitmete, sealhulgas ka kasvajaseoseliste
titvirakkude tile ning v3ib aidata sdilitada tiivirakkude potentsust (Chen jt, 2014; Wexler jt,
2009; Yui jt, 2012).

Suure regeneratsioonivdoime tottu on arvatud, et ka maksakoes voiks leiduda ise-uuenemist
toetavaid somaatilisi tlivirakke. Kuna varasemate uurimuste pdhjal on selgunud, et LGRS
marker mirgib mitmetes kudedes tdiskasvanud tiivirakkude populatsiooni, siis on piiiitud
vastavat seost leida ka maksas. Ténaseks on teada, et normaalses kahjustumata maksakoes
LGR5-positiivseid rakke ei esine. Erinevalt soolestiku- vdi naharakkudest ei vaja maksarakud
ranget igapdevast uuenemist, vaid rakkude vahetumistsiikkel toimub iisna aeglaselt, mistdttu
puudub vajadus konstantselt aktiveeritud tiivirakupopulatsiooni jirele. See on vastavuses
,vaikivate* tiivirakkude hiipoteesiga, mille kohaselt tiivirakuline vastus indutseeritakse vaid
tosiste kahjustuste korral, kuid koe normaalse homoostaasi sdilitamisel nad ei osale.
Tdepoolest, 2013. aastal avaldatud vurimustods nditasid Huch ja kolleegid iiksikute LGRS-
positiivsete rakkude ilmumist hiire maksakoes peale kindlat tiitipi keemiliselt indutseeritud
maksakahjustusi (Huch jt, 2013). Samas t60s leidis kinnitust ka antud rakkude voime
moodustada organoidilaadseid struktuure in vitro ning anda alus nii hepatotsiiiitidele kui ka
sapiteede rakkudele. Kuna teadmised LGR5-positiivsetest rakkudest maksas parinevad
tanaseni vaid Huch ja kolleegide poolt avaldatud uuringust ning senini ei ole ilmunud neid
tulemusi kinnitavaid ega ka timberliikkkavaid t6id, siis edasised katsed on vajalikud, et lisada
antud seisukohale usaldusvédrsust ning lahendada selle viaheuuritud rakupopulatsiooni
péritolu kiisimus. Kéesoleva uurimust6o iitheks eesmirgiks on tuvastada LGRS-positiivsete
rakkude péritolu maksas ning leida tdiendavaid markereid konealuste rakkude

ekspressioonimustri kirjeldamiseks.
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1.2.3 Peamised maksakahjustuse mehhanismid hiiremudelil

Maksa regeneratsiooni uurimiseks on kasutusele voetud mitmed erinevad maksakahjustuse
mehhanismid. Maksavigastust on voimalik indutseerida nii keemiliste kui Kirurgiliste
vahendite abil. Alljargnevalt antakse iilevaade kolmest koige sagedamini kasutatavast

kahjustustiiiibi mehhanismist ja mérklaudadest.

Uks laialdaselt kasutatud keemilisi iihendeid maksakahjustuse tekitamiseks ja uurimiseks on
stisiniktetrakloriid (CCls), mis imiteerib toksiinide poolt indutseeritud kahjustust maksas,
kujutades seetdttu sobivat mudelit nii inimese maksafibroosi ja —tsirroosi tekkemehhanismide
kui ka tldise regeneratsiooni uurimiseks (Cameron ja Karunaratne, 1936). Mitmete
uurimustéode tulemusel on joutud arusaamale, et CCls manustamisel vallanduv maksa-
kahjustus jargib tisna loogilist siindmuste jada. Detoksifitseeriva organina on maksa iiheks
ilesandeks eemaldada organismist miirgised jadkiihendid. Ka CCls metaboliseerimine toimub
maksas, kuid antud tihendi Kataliiiisil vabaneb tsiitokroomi P450 vahendusel hulgaliselt
reaktiivseid hapnikuiihendeid, mis pdhjustavad maksakoes oksiidatiivset stressi (Recknagel jt,
1989). Vabad hapnikuradikaalid on vdimelised seonduma mitmete rakuliste makro-
molekulidega, moodustades nukleiinhapete, valkude ja lipiidide agregaate, mis omakorda
tekitavad maksas nii ehituslikke kui ka funktsionaalseid héireid. Sellest tingituna on takistatud
lipiidide transport, suureneb maksarakkude membraani labilaskvus ja kaasub fibrootilisele
koele omane liigne ekstratsellulaarse maatriksi kuhjumine (Recknagel jt, 1989; Slater, 1987).
Akuutse CCls kahjustuse tagajédrjel indutseeritakse tsentraalveeni ldheduses paiknevates
hepatotsiiiitides nekroos, mis omakorda kutsub esile poletikulise reaktsiooni ning
infiltreeruvate vereloomerakkude arv suureneb maérgatavalt (Heymann jt, 2009; Karlmark jt,
2008). Tulemuseks on lobulaarne rasvdiistroofia, pdletik, apoptoos ja nekroos (Shi jt, 1998;
Weber jt, 2003). CCls indutseeritud miirgistuse tdsidus soltub suuresti doosi suurusest ja
kahjustuse kestvusest, mistdttu norgal kokkupuutel on maks voimeline akuutsest kahjustusest
tisna kiiresti taastuma, kuid suuremas koguses korduvmanustamise korral kaasub juba ajaga
progresseeruv fibroos, tsirroos ning sageli ka maksavahk (Dashti jt, 1992; Tsunematsu jt,
1994).

Teiseks keemiliseks abivahendiks maksa regeneratsiooni uurimisel on 3,5-dietoksiikarboniiiil-
1,4-dihiidrokollidiini (DDC, ingl 3,5-diethoxycarbonyl-1,4-dihydrocollidine) sisaldav dieet,
mis tekitab markimisvaarset kroonilist ja oksiidatiivset maksakahjustust. DDC on porfiirino-

geenne kemikaal, mis pohjustab maksas sapiteede ummistumist ning sellejargset tdhtrakkude
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aktivatsiooni ja ovaalrakulist vastust, millest viimane on kergesti tuvastatav prolifereeruvate
sapiteede epiteliaalsete rakkude markeri A6 ekspressiooniga (Preisegger jt, 1999). Samuti
algatatakse antud iihendi toimel varane ja tugev immuunrakuline reaktsioon, mida tdestab
mitmete tsiitokiinide, nagu IL-6 ja TNF-a iileekspressioon kahjustunud koes (Plum jt, 2010).
Hiirte hoidmine DDC dieedil pohjustab maksas sapiteede rakkude reaktiivset fenotiitipi, mille
tunnuslikeks ilminguteks on sapiteede proliferatiivne vastus, periduktulaarne fibroos ning
portaalalade vaheliste septide teke (Fickert jt, 2007). Kahjustuse tulemusel moodustuvad koes
iseloomulikud Mallory kehakesed, mis kujutavad endast hepatotsellulaarseid inklusioon-
kehakesi, mida on tihti seostatud erinevate maksahaigustega, niiteks alkohoolne ja mitte-
alkohoolne maksa rasvdiistroofia, metaboolsed haigused ning krooniline Kkolestaatiline
maksahaigus (Denk jt, 2000; Fickert jt, 2002; Fickert jt, 2003).

Maksapdohiste uuringute teostamiseks on lisaks keemilistele vahenditele kasutusele voetud ka
kirurgilised meetmed. Maksa osaline hepatektoomia (PHX, ingl partial hepatectomy) on koige
klassikalisem maksa regeneratsiooni uurimiseks kasutatav kahjustusmudel, mille korral
eemaldatakse katselooma maksakoest teatud osa, sageli 70%, pdhimassist. PHx indutseerib
hepatotsiilitide ja mitteparenhiimaalsete rakkude véljumist vaikeolekust ning sellejéargset
proliferatsiooni vastuseks mitmetele immuun-, hormonaal- ja metaboolsetest kaskaadidest
parinevatele signaalidele (Michalopoulos, 2010). Erinevalt keemilistest kahjustustest, millega
kaasub alati koe hiipoksia, rakusurm ja pdletik (McDonald jt, 2008; Zaret ja Grompe, 2008),
ei ole PHx mudeliga tekitatud kahjustus nii &dge ning vodimaldab eelkdige uurida
fakultatiivsetele tiivirakkudele omaseid koeparandamise mehhanisme, kuna maksarakkude

funktsioon ei saa héiritud (Greene jt, 2003).
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2 EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too eesmargid

Kédesolev t66 on osa suuremast projektist, mille eesmirgiks on nii maksa histoloogilise
ehituse, rakkude ekspressioonimustri kui ka rakuvilise maatriksi muutuste kirjeldamise pShjal
moodustada terviklikum pilt normaalse ja kahjustatud maksakoe erinevustest. Vorreldes
regulatsioonimehhanisme, mis juhivad maksarakkude aktiivsust normaalses ja kahjustatud
maksas, loodame leida uusi voimalusi maksahaiguste paremaks raviks ning maksarakkude
efektiivseks kehaviliseks paljundamiseks. Kuna tiivirakkude roll maksakahjustustest
paranemisel on veel ebaselge, siis iiheks uurimisobjektiks on laialt aktsepteeritud tiivirakkude
markeri LGRS ja seda ekspresseerivate rakkude kirjeldamine erinevate maksakahjustuste

korral, millel antud magistritdo pdhinebki.

Kéesoleva magistritoo eesmérkideks on:

e optimeerida maksakoe fikseerimisprotokolli, mis vOimaldaks uurida antud koe
arhitektuuri, kasutades kahes jargnevas punktis viljatoodud meetodeid,;

e uurida LGRS5-positiivsete rakkude vdimalikku pdolvnemist hepatotsiititidest voi
sapiteede rakkudest, integreerides omavahel LGR5%°4 reportersiisteemi ja Cre-loxP
pohise rekombinatsioonitehnoloogia hepatotsiiiitide ja sapiteede rakkude jdlgimiseks
ajas;

e tuvastada LGR5-positiivsetele rakkudele omaseid tdiendavaid markereid immuun-
fluorestsents- ja FACS-meetodil;

e Kkirjeldada erinevate maksakahjustuste mdju LGR5 geeni ekspressioonitaseme

muutustele maksakoes.
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2.2 Materjal ja metoodika
2.2.1 Kasutatud hiireliinid

Kiesolevas t60s kasutati LGRS5-positiivsete rakkude kirjeldamiseks LGR5-%“ hetero-
siigootseid ning paritolu uurimiseks LGR5--CK19°¢-tdTomato ja LGR5-4-TTR®-
tdTomato kolmikheterosiigootseid hiiri, mis saadi tabelis 1 viljatoodud hiireliinide

omavahelisel ristamisel.

Tabel 1. Kasutatud hiireliinid.

Hiireliin Kirjeldus Saamise Péritolu
LGR5LacZ LacZ ensiiiimi ekspressioon knockein Lexicon Pharmaceuticals,
(edaspidi LGR5") = LGR5-positiivsetes rakkudes USA
CK19CreERT CreERT rekombinaasi eks- knock-in Cedric Blanpain, Briisseli
(edaspidi CK19%) pressioon sapiteedes Ulikool, Belgia

CreERT rekombinaasi eks-

TTRCreERT . ) Tannour-Louet, Cochini
L +~ | pressioon maksa parenhiiiimi- | transgenees . :
(edaspidi TTR™) rakkudes Instituut, Prantsusmaa
Rosa26- )
tdTomato tdTomato ekspressioon Cre suunatud Jackson Laboratories, USA

(edaspidi TOM") rekombinaasi mojul mutagenees

CK19 — tsiitokeratiin 19; TTR — transtiiretiin; CreERT (Cre, ingl causes recombination; ERT,
ingl estrogen receptor truncated); tdTomato — tandeemne dimeer Tomato

Katsetes kasutati nii isaseid kui emaseid tabelis 1 toodud mutantide suhtes heterosiigootseid
hiiri. Katseloomi hoiustati ja paljundati Tartu Ulikooli Molekulaar- ja Rakubioloogia
Instituudi vivaariumis 12 tunni valguse/pimeduse tsiikli tingimustel, vaba juurdepddsuga veele
ja toidule. Loomade eluruumis oli Shutemperatuur pidevalt 20 + 2°C. Kdik loomkatsed
teostati loomakaitseseaduse kohaselt loomkatse loa nr 25 alusel (Lisa 1). T66 autor on ldbinud
7. veebruaril 2014 ,Katseloomateadus I koolituse ning omab loomkatsete tegemiseks
ettendhtud tunnistust (Lisa 2), mis on kooskdlas Euroopa Parlamendi ja ndukogu direktiivi
2010/63/EL nduetega. Koik hiirte anesteseerimised teostas vastavat luba omav TU
Molekulaar- ja Rakubioloogia Instituudi vivaariumi juhataja Sulev Kuuse ning operatsioonid
viis 14bi Rakubioloogia dppetooli doktorant ning kdesoleva magistritod kaasjuhendaja Janeli

Viil.
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2.2.2 Hiirte genotiipiseerimine

Hiirte omavaheliseks eristamiseks pandi igale jarglasele iseloomulik kood, mis koosnes antud
hiire pesakonna- ja jarjekorranumbrist. Genotlipiseerimiseks vajalik DNA eraldati sabatiikist.
Selleks lisati igale koeproovile 75 pl lidisipuhvrit (25 mM NaOH, AppliChem ja 0,2 mM
EDTA pH 8.0, Sigma-Aldrich) ning inkubeeriti proove 95°C juures 45-60 minutit. Peale
kuumutamise etappi lisati proovidele tdiendavalt 75 upl neutralisatsioonipuhvrit (40 mM
Tris-HCI pH~5, Reahim), millele jargnes 1 minut segamist vortexil. Saadud DNA lahuseid
hoiustati -20°C juures.

LGR5*, CK19", TTR" ja TOM" genotiiiipide kindlakstegemiseks kasutati poliimeraasi ahel-
reaktsiooni (PCR, ingl polymerase chain reaction). Tabelis 2 on vélja toodud kdigi kasutatud

praimerite jarjestused, reaktsiooni kdigus saadavate produktide pikkus ning sihtmaérk.

Tabel 2. Kasutatud PCR-i praimerid. F — périsuunaline; R — vastassuunaline; wt — metsik-
tiitip ehk positiivne kontroll; bp — aluspaar.

Praimerite Produkti

komplekt Praimeri jiarjestus 5°— 3’ suunas pikkus Tuvastab
F5-CCTCTTTGCTAAACCTCACC 3’
R 5-ACGAGTCTTCTCACTATGGG-3’ 673 bp wt
LGRS F 5 GCAGCGCATCGCCTTCTATC-3’ L GRE.Lacz
R 5-ACGAGTCTTCTCACTATGGG-3’ 467bp | T tant
F 5-AATCGCCAGGAATTGACCAATGEG3 o0\ CKl9cre
ckie  R5-CGGCAAACGGACAGAAGCATTTTCC-3’ mutant
F 5-AATCGCCAGGAATTGACCAATGGG3'  poc i
R 5°-CGCCCGTACCCCCAAAGGAAGACAT-3’
1r | F5-CCTGGAAAATGCTTCTGTCCGS' sobp | TTReCre
R 5-CAGGGTGTTATAAGCAATCCC-3’ mutant
F 5-AAGGGAGCTGCAGTGGAGTA-3’ sg7bp | ATOMED
ton | R5-CCGAAAATCTGTGGGAAGTC-3’ mutant
F 5-CTGTTCCTGTACGGCATGG-3’
196 bp wt

R 5’-GGCATTAAAGCAGCGTATCC-3’

Igaks PCR-iks valmistati ette 20 pl 16ppmahuga reaktsioonisegu, mis sisaldas 4 pl 5x
FIREPoI® Master Mix puhvrit (Solis BioDyne), 50 pg vastavaid praimereid ning 2 pl DNA-d,
mis viidi 16ppruumalani lisades mQ-vett. PCR-i ldbiviimiseks kasutati Applied Biosystems
2720 Thermal Cycler (Life Technologies) masinat ning praimerite seondumistemperatuuri ja

produktide pikkuse alusel kombineeritud universaalseid parameetreid:
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Etapid Temp. Aeg

1. Algne denaturatsioon 94°C 5 min
2. Denaturatsioon 94°C 30 sek
3. Praimerite seondumine  64°C 30 sek 30 tsiiklit
4. Elongatsioon 72°C 30 sek
5. Loplik ekstensioon 72°C 5 min

PCR-i produktide pikkuste hindamiseks kasutati agaroos-geelelektroforeesi. Selleks valmistati
1,7%-line agaroosgeel (Lonza), millele lisati nukleiinhapete aluspaaride vahele seonduvat
UV-lainepikkusel fluorestseeruvat etiidiumbromiidi 16ppkontsentratsiooniga 0,01 pg/ul. DNA
fragmentide pikkuste kindlaksmédaramiseks kasutati 50 aluspaari suurust DNA markerit (50

bp DNA ladder, Thermo Scientific).

2.2.3 LGR5-positiivsete rakkude piritolu uurimise katseplaan

LGR5" rakkude péritolu identifitseerimiseks koostati jirgmine katseskeem, kus margistati
Cre-loxP siisteemi abil sapiteede (CK19%) vdi hepatotsiiiitide (TTR™) paritolu rakud. Selleks
kasutati  PCR-iga  tuvastatud = LGR5'-CK19*-TOM* vdi  LGR5"™-TTR*-TOM"*
kolmikheterosiigootseid hiiri. Antud genotiiipidega hiirte puhul oli voimalik LGRS-
positiivseid rakke tuvastada kdnealuse geeni viimasesse eksonisse sisestatud LacZ jarjestuse
abil, mis kodeerib B-galaktosidaasi ensiiiimi. f-galaktosidaas kataliiiisib X-gal’i substraadi
lisamisel viimase lagunemist, mille kdigus tekib iseloomulik sinakas varvusreaktsioon. Seega

X-gal’i tootluse tulemusel varvuvad koik LGRS-positiivsed rakud koeldigul siniselt.

Selleks, et tuvastada LGR5-positiivsete rakkude péritolu, ekspresseerisid kolmikhetero-
stigootsed hiired CK19 voi TTR geeni promootori alla asetatud tsiitoplasmaatilist Cre
rekombinaasi, mis oli fuseeritud muteeritud Ostrogeeni retseptoriga. Cre-loxP siisteemi
aktiveerimiseks siistiti emast voorutatud hiire kdhudonde kokku kolmel korral (23., 25. ja 27.
péeva vanuses) 100 ul rapsiolis lahustatud dstrogeeni analoogi tamoksifeeni (Sigma-Aldrich)
(20 mg/ml), mis vdimaldas rekombinaasil liikuda rakutuuma. Tuumas indutseeriti Cre-
rekombinaasi toimel Gt(ROSA)26Sor lookuse LoxP piirkondade vahel deletsioon, mis
eemaldas tdTomato ekspressiooni takistava stoppkoodoni. Seeldbi tagati konstitutiivne ja
rakujagunemisel edasikanduv tdTomato ekspressioon. Eelkirjeldatud siisteem voimaldab
kahjustamisjérgselt hinnata LGR5-positiivsete rakkude vdimalikku péritolu CK19" sapiteede

v0i TTR" hepatotsiiiitide rakupopulatsioonist (Joonis 5).
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Joonis 5. LGR5-positiivsete rakkude jilgimise skeem LacZ-i ja tdTomato aktiveerimise
kaudu. Tamoksifeeni siistimisega aktiveerub CK19 voi TTR geeni promootori alla asetatud
Cre-enstuiiimi rekombinaasne aktiivsus, mille tulemusel eemaldatakse loxP-saitide vaheline
STOP-koodon, vdimaldades konstitutiivset tdTomato ekspressiooni ldbi mitmete raku-
jagunemiste. Kahjustusjargselt tekkivaid LGRb5-positiivseid rakke tuvastatakse LacZ
aktiivsuse kaudu.

Kuna LGR5-positiivsete rakkude puhul on nididatud nende aktivatsiooni ja/voi ilmumist
maksakoes alles kahjustusjargselt, siis kasutati nende rakkude péritolu uurimiseks 3 erinevat
maksakahjustust (CCls, DDC dieet, PHx). Kahjustused tekitati 49 pédeva vanustel
tdiskasvanud hiirtel. Kahjustuste eriparadest ldhtuvalt uuriti maksa histoloogilist ehitust
erinevatel ajapunktidel (Joonis 6):
e CCl4 kahjustuse korral manustati hiirtele intraperitonaalselt 20%-list kemikaali (Acros
Organics) lahustatuna rapsiolis kilogrammi hiire kohta. Hiired eutaniseeriti 2., 6. voi
9. paeval pérast kahjustust.
e DDC Kkahjustuse korral hoiti hiiri DDC-dieedil (Ssniff’ Spezialdiditen) 1, 2 voi 4
néddalat, misjdrel hiired eutaniseeriti. DDC toksiini oli lisatud 100 mg/kg toidu kohta.

e PHXx kahjustuse korral eutaniseeriti hiired 2., 4. voi 6. paeval peale operatsiooni.
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Joonis 6. Tamoksifeeni siistimise ja kahjustuste tekitamise skeem. Cre-loxP siisteemi
aktiveerimiseks siistiti hiir 23., 25. ja 27. elupédeval (p23, p25, p27) tamoksifeeniga (TAM).
Téiskasvanud hiirtele (p49) tekitati erinevaid kahjustusi (PHx, CCl4, DDC) ning analiiiisiti
koeproove joonisel mérgitud ajapunktidel.

Igas ajapunktis kasutati vdhemalt kolme rakkude jélgimist voimaldava genotiilibiga hiirt.
Negatiivse kontrollina kisitleti DDC dieedi puhul metsiktiiiipi hiiri, CCls kahjustuse korral
puhta rapsidliga siistitud hiiri ning PHx korral hiiri, kellele oli teostatud kontrolloperatsioon
ehk avatud ja suletud hiire k6hudds ilma kahjustuse tekitamiseta. Loomad hukati tservikaalse

dislokatsiooni teel.

Cre-loxP siisteemi abil aktiveeritud tdTomato mérkumise efektiivsust hinnati LGR5"-CK19*-
TOM" genotiiiibiga hiirte puhul CK19 antikehaga detekteeritud sapiteede rakkude ja
tdTomato’t ekspresseerivate rakkude suhtega. LGR5*-TTR*-TOM" genotiiiibiga hiirte puhul
kasutati efektiivsuse madramisel HNF4o antikehaga detekteeritud hepatotsiilitide ja
tdTomato’t ekspresseerivate rakkude suhet. Molemal juhul koguti loendusandmed 3 hiire
maksaldikudelt, loendades igal koeldigul 5 erineval mirkoskoobiviljal asuvad HNF4a-,

CK19- ja tdTomato-positiivsed rakud.

2.2.4 Koe fikseerimismetoodika optimeerimine ja kiilmutamine

Kudede fikseerimiseks oli vajalik vélja tootada efektiivne protokoll, mis vdimaldaks X-
galaktosidaasi tootluse jargset kudede varvimist erinevate antikehadega ning tdTomato
fluorestsentsi samaaegset sdilitamist. Optimaalseima meetodi leidmiseks testiti 1dbi mitmed

variandid:
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¢ Maksakoe eelfikseerimiseta kiilmutamine;

e Erineva kestusega (0,5h, 1h, 2h, {ile66) maksakoe eelfikseerimine 4%-lises paraform-
aldehiiiidis (PFA, AppliChem) 4°C juures;

e Maksa PFA-perfusioon portaalveeni kaudu ning sellejargne kohene kiilmutamine;

e Maksa PFA-perfusioon portaalveeni kaudu ning sellejargne inkubeerimine 30%-lises
sahharoosilahuses 4°C juures (a) kuni maksatiikk lahuse pdhja vajub vdi (b) iiledd;

e Soole, porna ja pankrease prepareerimiseks kasutati antud t66s ldbivalt {ihte ja sama

fikseerimismetoodikat, milleks oli koe fikseerimine 1 tund 4°C juures.

Nii eeltoddeldud kui ka -tootlemata maksaproovid asetati kiilmutamiseks kriiovormidesse
(Sakura Finetek) ning kaeti Tissue-Tek® O.C.T. Compound (Sakura Finetek) kiilmutamis-
seguga. Proovid kiilmutati vedelas ldmmastikus jahutatud isopentaani (AppliChem) lahuses
ning kudesid hoiustati -80 °C juures. RNA eraldmiseks 1digati maksast 1,5 ml tuubidesse
eraldi valmis ligikaudu 30 mg kaaluvad koetiikid, mis asetati seejirel kiiresti vedelasse

limmastikku ning hoiustati RNA eraldamiseni -80°C kapis.

X-galaktosidaasi to6tluse ja jargneva immuunfluorestsentsanaliiiisi teostamiseks 1digati
kiilmutatud maksast kriiostaatmikrotoomiga (Slee Technik) 5-7 um paksused koeldigud, mis
asetati spetsiaalsele StarFrost® (Waldemar Knittel) alusklaasile. Klaasidele 1digatud koeldike

hoiti iileliigse vee aurustumiseks tund aega toatemperatuuril ning sailitati -20 °C juures.

2.2.5 X-galaktosidaasi tootlus

X-galaktosidaasi tootlusele eelnevalt pesti klaasidele 16igatud eelfikseeritud koe 16ike 2 korda
5 min 1x fosfaat-puhverdatud soolalahuses (PBS, ingl phosphate buffered saline). Seejarel
inkubeeriti  koeldike spetsiaalses to6lahuses, mille saamiseks valmistati X-gal’i
lahjenduspuhver, mis sisaldas 2 mM MgCl. (AppliChem) ja 0,01% Nonidet® P40
(AppliChem) 1x PBS-is. Vahetult enne todlahuse kasutamist lisati lahjenduspuhvrile 5 mM
1oppmolaarsusega KsFe(CN)s ja KaFe(CN)s (Sigma-Aldrich) ning saadud segu eelsoojendati
termostaadis 37°C-ni. Viimase komponendina lisati lahusele 5-bromo-4-kloro-3-indool-B-D-
galaktopiiranosiidi (X-gal, 20 mg/ml, Sigma-Aldrich) lahust N,N-dimetiitilformamiidis (DMF;
Acros Organics) suhtes 1:40-le. Inkubatsioon toimus iileté 37°C kapis pimedas niisutatud
kambris. Jargmisel pdeval eemaldati klaasidelt X-gal to6lahus, pesti 16ike 3 korda 2 min 1x
PBS-is, millejargselt teostati hematoksiiliinvarving (Carl Roth) ja sulundati klaasid

sulundusvedelikus (Dako) vai jatkati immuunfluorestsentsanaliiiisiga.
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2.2.6 Immuunfluorestsentsanaliiiis

X-gal’i to6tluse ldbinud koeldike pesti 2 korda 5 min 1x PBS-is ning vabastati antigeenid,
inkubeerides klaase 10 mM Na-tsitraatpuhvris (pH 8.5) 30 min 80°C kuumaveevannis.
Antigeenide vabastamise protseduur jaeti vahele siis, kui sooviti kasutada hiire F4/80 antikeha
(Tabel 3), kuna tsitraaditootlus takistas eelnimetatud antikeha seondumist oma antigeenidele.
Kuumutatud klaasidel lasti 30 min toatemperatuuril jahtuda, misjarel pesti klaase 3 korda 2
min 1x PBS-is. Peale pesu lisati igale koeldigule 100 pl antikehade mittespetsiifilist
seondumist blokeerivat 1%-list 18ssilahust (AppliChem) 1x PBS-is, mis sisaldas rakke
permeabiliseerivat 0,1% TritonX-100’t (AppliChem) ja inkubeeriti 30 min toatemperatuuril,
millele jargnes pesu 1x PBS-is. Seejirel teostati koeproovide tdiendav blokeerimine 4% kitse

vOi eesli seerumi-PBS lahuses 30 min toatemperatuuril. Peale blokeerimist inkubeeriti

koeldike primaarsete antikehadega (Tabel 3) iiledd 4°C juures niisutatud kambris.

Tabel 3. Kasutatud antikehad ja nende lahjendused.

Primaarsed | Peremees- | o condys Mirklaud Piiritolu
antikehad organism
. ) .. e g Santa Cruz
HNF4o Kits 1:400 hiire hepatotsiitidid Biotechnology
CK19 kiitilik 1:10000 sapiteede epiteelirakud Epitomics
CDA45-PE rott 1:500 hiire vereloomerakud eBioscience
F4/80 rott 1:100 hiire makrofaagid AbD Serotec
Ki67 rott 1:200 hiire prolifereeruvad eBiosience
rakud
ot ) hiire kiirestijagunevad Cloud-Clone
OLFM4 kudlik 1:100 maksa eellasrakud Corp.
CD34-Alexa 647 rott 1:100 hiire endoteelirakud BD Pharmingen
Desmin Kits 1:100 hiire tdhtrakud R&D Systems
Sekundaarsed | Peremees- || .o Mirklaud Piritolu
antikehad organism
GoaR-Alexa 488 Kits 1:1000 roti antigeen Life Technologies
DaR-Alexa 647 eesel 1:1000 roti antigeen Jackson Immuno
Research
DaRb-Alexa 647 eesel 1:1000 kiitiliku antigeen Life Technologies
GaRb-Alexa 647 Kits 1:1000 kiiiiliku antigeen Life Technologies
DaG-Alexa 488 eesel 1:1000 Kitse antigeen Life Technologies

GaR = goat-anti-rat; DaR = donkey-anti-rat; DaRb = donkey-anti-rabbit; GaRb = goat-anti-
rabbit; DaG = donkey-anti-goat.

Jargmisel pdeval eemaldati klaasidelt primaarse antikeha lahus ning pesti koeldike 1x PBS-iga
3 korda 5 min, millele jérgnes inkubeerimine sekundaarse antikehaga (Tabel 3) pimedas 1
tund. Seejarel pesti alusklaase 3 korda 5 minutit ning vérviti tuumad DAPI lahusega (16pp-

kontsentratsioon 1 ug/ml, Sigma) 1x PBS-is. Enne sulundamist Fluorescent Mounting
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Medium lahusega (Dako) pesti alusklaase veel 1x PBS-ga 3 min. Preparaate vaadeldi ja
pildistati Olympus BX51 fluorestsentsmikroskoobiga ning t6ddeldi Hokawo pilditdotluse

programmiga.

2.2.7 FACS-analiiiis
2.2.7.1 Kasutatud rakuliin

DetectaGene™ Green CMFDG lacZ Gene Expression Kit’i (Molecular Probes) testimiseks
rakukultuuris kasutati inimese hepatoomi rakuliini Hep3B (ATCC). Rakke kasvatati IMDM
(ingl  Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) so66tmes, kuhu oli lisatud 10%-lise
16ppkontsentratsiooniga veise looteseerumit (FBS, ingl fetal bovine serum). Antibiootikume
lisati sOO0tmesse jargmiselt: penitsiliini 100 U/ml ja streptomiitsiini 0,1 mg/ml. Rakke

kasvatati inkubaatoris temperatuuril 37°C ja kasvukeskkond sisaldas 5% COsx.

2.2.7.2 Hep3B rakkude transfektsioon

Transfektsioonile eelnenud pédeval kiilvati 60 mm 1dbimddduga koekultuuri tassile vastavalt
300 000 Hep3B rakku. Transfektsiooniks kasutati 3-galaktosidaasi sisaldavat pCG plasmiidi,
negatiivse kontrollina kasutati tithja pCG1l plasmiidi (Tanaka ja Herr, 1990) ning
transfektsiooni efektiivsuse méiramiseks pEGFP plasmiidi. Rakke transfekteeriti Turbofect™
reagendiga. Transfektsioonisegu valmistamiseks lisati kdigepealt DNA-le IMDM-i sellises
koguses, mis moodustaks tassil olevast so6tmest 1/10 ning seejdrel lisati segule 1,66 pl
Turbofect™ reagenti 1 pg DNA kohta. Transfektsioonisegu segati pipetiga suspendeerides,
inkubeeriti 20 minutit toatemperatuuril ning tilgutati tassidele laiali. Seejdrel inkubeeriti
transfektsiooniseguga tasse 2 d6opéeva jooksul 37°C inkubaatoris. Transfektsiooni efektiivsust
hinnati 48 tunni moddudes GFP helenduse alusel faaskontrastmikroskoobi (Nikon Phase
Contrast 2 LWD) abil, mille lisavarustusse kuulus super korgrohu elavhobedalambi toiteblokk
(Nikon HB-10101AF), mida oli vodimalik rakendada GFP transfektsiooni efektiivsuse

hindamiseks.

2.2.7.3 Transfekteeritud Hep3B rakkude FACS-analiiiis

Transfekteeritud rakukultuuri tassidelt eemaldati s6dde ning pesti 1 ml Dulbecco’s PBS-iga
(DPBS, Lonza). Seejérel pesupuhver aspireeriti ning lisati tassidele 0,5 ml triipsiin-EDTA
(etiileendiamiintetraatsetaat) lahust (vastavalt 0,05% ja 0,02%, Naxo) DPBS-is, mis
voimaldas adheseerunud rakkude suspensiooni viimist. Triipsiniseeritud rakususpensioonid
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tOsteti vastavalt markeeritud 15 ml tuubidesse, kuhu oli eelnevalt lisatud 3 ml IMDM-sdddet.
Rakkudega tuube tsentrifuugiti 800xg 20°C 5 min, misjérel supernatant aspireeriti. Tootlus
CMFDG Kit'i komponentidega teostati vastavalt tootjapoolsetele juhistele, kusjuures
soovitatavate kemikaalidena testiti komplektis sisalduvate rakupumba inhibiitori verapamil’i
ja endogeense B-galaktosidaasi inhibiitori chloroquine’i koosmoju reaktsiooni efektiivsusele.
CMFDG kit’i tiheks komponendiks on vérvitu fluorestseiinil pohinev B-galaktoosi derivaat,
mis raku tsiitoplasmasse joudnuna on substraadiks LacZ geenilt ekspresseeritavale [3-
galaktosidaasi ensiiimile, mille tulemusel konverteeritakse vérvitu tihend roheliselt
fluorestseeruvaks produktiks, mis voOimaldab transfekteerunud rakkude tuvastamist
fluorestsents-aktiveeritaval rakusorteerimise (FACS, ingl fluorescent activated cell sorting)
meetodil. Peale CMFDG tdétlust tsentrifuugiti rakke 800xg 4°C 5 min, misjirel supernatant
aspireeriti ning lisati 100 pl surnud rakke maérgistavat kiilma DAPI-lahust (ingl 4°,6-
diamidino-2-phenylindole; Sigma-Aldrich) DPBS-is l1oppkontsentratsiooniga 5 pg/ml, milles
rakusade iiles suspendeeriti. Seejdrel asetati rakke sisaldavad tuubid jddle ning jétkati elusate
rakkude analiitisi BD FACSAria rakusorteriga (BD Biosciences). FACS-i tulemuste analiiiis

teostati FlowJo programmi abil.

2.2.7.4 Hiirte anesteseerimine

Hiirte anesteseerimiseks kasutati anesteetikumide Hypnorm (fentaniiiiltsitraat 0,315 mg/ml;
fluanision 10 mg/ml) ja Dormicum (midasolaam 5 mg/ml) 1:1 segu, kusjuures kumbki
anesteetikum lahjendati enne kasutamist 1:5 ddH20-s, ning annustati 10 pl/g kehakaalu kohta

intraperitonaalselt. Anesteesia kestvus oli vahemalt 1 tund.

2.2.7.5 Maksarakkude eraldamine

Anesteseeritud hiired fikseeriti operatsioonilauale ning avati kohudds. Seejérel alustati maksa
perfusiooni portaalveeni sisestatud kaniiiili kaudu, kusjuures esmase perfusioonivedelikuna
kasutati 37°C juures eelsoojendatud etiileen-gliikool-tetra-atseethappe (EGTA) lahust, mis
sisaldas 125 mM EGTA-d (AppliChem) Krebs-Ringer’i puhvris (175 mM NaOH, 24 mM
NaHCOs, 20 mM gliikoos, 5 mM HEPES pH 7.45, 4,8 mM KCI, 1,2 mM MgSO4+H-0, 1,2
mM KH2PO4, mQ); 10plik pH 7.4). Vahetult peale kaniiiili sisestamist 1digati 1dbi maksa
alumine Odnesveen, mis oli vajalik vere véljapadsuks. Perfusiooni automatiseerimiseks
kasutati tilguti ja voolikuga tihendatud vedelikupumpa (Pharmacia LKP) ning perfusioon

EGTA-lahusega kestis 5 minutit Kiirusel 3-4 ml/min, mis oli vajalik vere eemaldamiseks
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maksast. Seejirel jdtkati samal kiirusel 10 minuti jooksul perfusiooni 37°C juures
eelsoojendatud kollagenaasi lahusega Krebs-Ringer’i puhvris, mis sisaldas 1 M CaCl;
(Sigma-Aldrich) ja 0,35 mg/ml kollagenaas Il-te (Gibco). Kollagenaasi lahuse toimel toimub
maksa enslimaatiline 1dohustamine, mis vabastab elusad maksarakud ekstratsellulaarsete

struktuuride kiiljest.

Peale perfusiooni eemaldati maks ettevaatlikult hiire kohuddnest ning asetati 10 mm
1abimodduga koekultuuri tassile, kuhu oli eelnevalt lisatud véikses koguses kiillma DPBS-i.
Seejirel raputati maksakude pinsettite vahel tiherakulise suspensiooni saamiseks DPBS-is
ning tdsteti 50 ml tuubi kohale asetatud 70 pM nailonfiltrile (BD Falcon) ning lasti
suspensioonil 14dbi filtri tuubi litkuda. Tuubi kogunenud rakususpensioon asetati jédle ning
jatkati fraktsioneeriva tsentrifuugimisega hepatotsiiiitide ja mitteparenhiimaalsete rakkude

eraldamiseks.

Eelkirjeldatud perfusioonil pohinev maksa seedimise meetod too6tati roti niitel vélja juba
1970ndatel aastatel, mis lubas esmakordselt maksarakkude isoleerimist ja Kkultiveerimist
rakukultuuris (Seglen, 1976).

2.2.7.6 Maksarakkude FACS-analiiiis

Hiire maksast kittesaadud rakususpensiooni tsentrifuugiti 2 min 50xg 4°C, millejirgselt
tekkis 2 fraktsiooni: sademesse koondunud hepatotsiiiidid ja supernatanti jaanud NPC-d.
Supernatant koos NPC-dega tdsteti timber uude 50 ml tuubi ning allesjddnud sademele lisati
~10 ml kiilma DPBS-i. Puhtamate fraktsioonide saamise eesmaérgil korrati tsentrifuugimise ja
supernatandi timbertdstmise protsessi kahel korral. Seejérel tsentrifuugiti NPC-de fraktsiooni
veel tdiendavalt 5 min 300xg 4°C, mille tulemusel sadenesid seni supernatandis asunud NPC-
d tuubi pdhja. NPC-de sademelt eemaldati liigne vedelik ning lisati 1 ml BD Pharm Lyse™
puhvrit (BD Biosciences), milles suspendeeriti sade iiles ning inkubeeriti eriitrotsiiiitide
liltisimise eesmirgil 10-15 min 4°C. Inkubatsiooniperioodi ajal loendati hepatotsiiiitide arv
vastavas fraktsioonis ning tosteti 1 miljon rakku vajalikul hulgal viiksematesse 15 ml
tuubidesse. Peale NPC-de inkubatsiooni 10ppu liitisipuhvris lisati tuubi ~10 ml kiilma DPBS-i,
tsentrifuugiti rakke 2 min 300xg 4°C, loendati ning tdsteti 1 miljon rakku viiksematesse 15

ml tuubidesse. Koiki tuube hoiti igal voimalikul hetkel jaal.

32



Rakkude iimbertdstmise jargselt teostati tsentrifuugimine, kusjuures hepatotsiiiitide
fraktsiooni sisaldavaid tuube tsentrifuugiti 2 min 50xg 4°C ning NPC-fraktsioone 2 min
300xg 4°C. Peale tsentrifuugimist eemaldati sademetelt supernatant ning lisati tuubidesse 100
ul sooja William’s Medium’it (Gibco). Jargnevalt teostati rakkudega CMFDG to6tlus,

kasutades CMFDG Kit’i ning jargides tootjapoolseid juhiseid.

Peale CMFDG td6tluse etappi rakke tsentrifuugiti ettenihtud pooretel 2 min 4°C, misjérel
supernatant aspireeriti, lisati 100 pl 1%-list kiilma veise seerum albumiini (BSA, ingl bovine
serum albumin) ning blokeeriti pimedas jddl 30 min. Seejdrel lisati olemasolevate segude
hulka Alexa

otsekonjugaadid ja

tabelis 4 viljatoodud erinevate varvidega margistatud antikehade

inkubeeriti pimedas jddl 45 min, aeg-ajalt suspendeerides.
Inkubatsiooniaja 10ppedes lisati igasse tuubi ~5 ml DPBS-i ning tsentrifuugiti suspensioone
antud fraktsiooni jaoks ettenihtud pooretel 4°C 2 min. Seejirel eemaldati supernatant ning
korrati pesu ja jargnevat tsentrifuugimist veel iihel korral. Peale tsentrifuugimist aspireeriti
taaskord supernatant ning lisati sademele 200 pl surunud rakke maérgistavat kiilma DAPI
lahust DPBS-is, misjdrel jatkati rakkude analiitisi BD FACSAria rakusorteriga. Tulemusi

analiiiisiti ja kompenseeriti FlowJo programmi abil.

Tabel 4. Kasutatud FACS-i antikehad.

FACS-i Peremees- Lopp- " -
antikehad organism | lahjendus Marklaud Paritolu
CD45-PE rott 1:500 hiire vereloomerakud eBioscience
CD44-PE rott 1:400 hiire sinusoidaalsed | | ic. 1o chnologies

endoteelirakud
EpCAM-Alexa . hiire epiteelirakkude .
647 rott 1:100 adhesioonimolekul BioL.egend
F4/80 rott 1:100 hiire makrofaagid AbD Serotec
. . i hiire vastane antigeen . i
GaR-biotin Kits 1:200 (F4/80 tuvastamiseks) Life Technologies
biotiiniga kojugeeritud
Streptavidin-633 - 1:200 antikeha (F4/80 Life Technologies
tuvastamiseks)

GaR-biotin = goat-anti-rat-biotin.
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2.2.8 Kvantitatiivne analiiiis
2.2.8.1 RNA eraldamine maksatiikist ja DNaasi tootlus

Lammastikus kiilmutatud maksatiikkidele lisati 1 ml TRIZol’i reagenti (Ambion) ning
peenestati uhmrinuia (Schuett-biotec) abil voimalikult homogeenseks massiks. Seejarel segati
proove 15 sek vortexil ning inkubeeriti toatemperatuuril 3 minutit. Jargnes proovide
tsentrifuugimine 12 000xg 15 min 4°C, mille tulemusel eraldus lahus 3 faasiks, millest
tilemisse vesifaasi jai RNA, mis tosteti uude tuubi ning RNA sadestamiseks segati proov 0,5
ml isopropiiiilalkoholiga (BioTop). Peale alkoholi lisamist tsentrifuugiti proove 12 000xg 10
min 4°C. Seejirel eemaldati supernatant ning pesti RNA sadet 75% etanooliga kahel
jarjestikusel korral, kusjuures pesude vahel tsentrifuugiti proove 7500xg 5 min 4°C. Peale
viimast tsentrifuugi supernatant aspireeriti ning kuivatati RNA sadet toatemperatuuril 5-10
minutit. Osaliselt kuivatatud RNA sade lahustati autoklaavitud mQ-vees, kusjuures tdielikuks
lahustamiseks inkubeeriti proove veel 10-15 min 55-60°C termostaadis. Seejirel mdddeti
RNA kontsentratsioon spektrofotomeetriga Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific) ning
jatkati RNA proovide DNaasi tootlusega.

RNA proovide puhastamiseks DNA-st kasutati DNaasi to6tlust. Reaktsioon viidi 1dbi 20 pl
mahus, mis sisaldas 2 pg RNA proovi (punkt 2.2.7.1), 2 ul MgCl> sisaldavat 10x DNase |
reaktsioonipuhvrit, 2 pl enstitimi DNase | (1 u/ul), 0,5 ul RiboLock RNaasi inhibiitorit
(40U/ul) ning iilejiinud mahus mQ-vett. Reaktsioonisegusid inkubeeriti 30 min 37°C.
Seejirel lisati proovidele 1 pul 50 mM EDTA-d ning kuumutati 10 min 65°C. Kdik DNaasi

tootluseks kasutatud reagendid parinesid firmast Thermo Scientific.

2.2.8.2 ¢cDNA siintees

DNaasiga to6deldud mRNA pohjal siinteesiti komplementaarne DNA (cDNA). Reaktsioon
viidi 1dbi 20 pl mahus, mis sisaldas 4 pl 5x reaktsioonipuhvrit, 2 ul 10 mM dNTP
nukleotiidide segu, 1 pul oligo(dt):s praimereid, 1 pl RiboLock RNaasi inhibiitorit (40 U/ul), 1
ul RevertAid poordtranskriptaasi, 1 pul mQ-vett ning 10 pl eelmises etapis puhastatud RNA-d
veelahuses. Negatiivse kontrollina kasutati proove, kuhu lisati revertaasi asemel mQ-vett.
Proove inkubeeriti algselt 1 tund 37°C ja siis 5 min 72°, misjirel proovid jahutati 4°C juures
ning hoiustati kuni kvantitatiivse analiiiisini -20°C kapis. Kdik ¢cDNA siinteesiks kasutatud

reagendid périnesid firmast Thermo Scientific.
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2.2.8.3 Kvantitatiivne PCR (qPCR)

LGR5 geeni ekspressiooni kvantitatiivset hulka erinevate kahjustuste korral maéérati
kvantitatiivse PCR-i abil, mis vdimaldab fluorestsentsi jargi kvantitatiivselt hinnata produkti
akumuleerumist reaalajas. gPCR-i jaoks vajalikud praimerid olid varasemalt disainitud ning
telliti firmast TAG Copenhagen A/S (Tabel 6). HPRT1 praimereid kasutati positiivse

kontrollina materjali olemasolu hindamiseks ning hulga iihtlustamiseks.

Tabel 6. Kasutatud gPCR-i praimerid. F — parisuunaline; R — vastassuunaline; bp — alus-

paar
Praimerite e . , , Produkti
komplekt Praimeri jarjestus 5°— 3’ suunas pikkus Tuvastab
F 5’-CCAATGGAATAAAGACGACGGCAACA-3’ LGRS
LGR5 128 bp splaissitud
F 5-CAACGGGGGACATAAAAGTTATTGGGA-3’ HPRT1
HPRT1 158 bp splaissitud

Reaktsioonimaht igas qPCR-i plaadi siivendis oli 10 pl, mis sisaldas 5 ul 2x SYBR Green |
segu (Thermo Scientific), 500 nM mdlemat praimerit ning ligikaudu 100 ng cDNA-d.
Reaktsioon viidi 14bi 3 korduses vdhemalt 2 eraldiseisva hiire maksaprooviga. Analiilis

teostati firma Applied Biosystems 7900 HT seadmega, kasutades jargnevat qPCR-i reziimi:

Etapid Temp. Aeg
1. Poliimeraasi aktivatsioon 95°C 10 min
2. Denaturatsioon 94°C 15 sek
3. Praimerite seondumine ja DNA siintees 64°C 30 sek 40 tiiklit
4. Dissotsiatsioonifaas: 95°C 15sek
64°C 15sek
95°C 15sek
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2.3 Tulemused
2.3.1 PFA-perfusioon on efektiivseim maksakoe fikseerimismeetod

Erinevate loomorganitega t60s tuleb tihti arvestada, et katse edukus sdltub suurel mééral
uuritavale koele sobiliku fikseerimismetoodika valikust. Antud uurimustdo seisukohalt oli
oluline leida optimaalseim maksakoe fikseerimismeetod, mis oleks iiheacgselt resultatiivne nii
X-galaktosidaasi todtluse, antikehade detektsioonitundlikkuse kui ka tdTomato fluorestsentsi
sailimise seisukohalt. Sobiva fikseerimisprotokolli leidmiseks testiti 1dabi mitmed erinevad
voimalused (vt t66 metoodika osas alapeatiikk 2.2.4). Katsetuste tulemused on koondatud
kokku tabelis 5, mis annab {ilevaate koikide analiiiisitud fikseerimismetoodikate moju kohta
eelnimetatud 3 kriteeriumile. Valjavalitud meetodite testimise kdigus selgus, et koikide
Kriteeriumite seisukohalt saavutatakse parim tulemus maksa fikseerimisel portaalveeni
perfusiooni kaudu, mis vdimaldab nii koe sise- kui vilisstruktuuride hetkelist fikseerumist.
Tulemusi antikehade detektsioonivdime osas parandas veelgi koetiiki perfusioonijargne
inkubeerimine 30% sahharoosi lahuses. X-galaktosidaasi tootluse efektiivsuse seisukohast oli
oluline, et maksatiikk viibiks sahharoosilahuses vaid senikaua, kuni kude on saavutanud
sukroosi suhtes isotoonilisuse (ehk langenud lahuse pdhja), sest tileméaraselt pikk sahharoosis

inkubeerimine inhibeeris LGR5-positiivsete rakkude varvingut.

Tabel 5. Maksa fikseerimismetoodika optimeerimine.

Fiksatsioonitiiii X-galaktosidaasi Antikehade tdTomato
P tootlus detektsioonivoime fluorestsents
Eelfikseerimata e , g
maksakude Ei to6tanud Viga hea Hea (laiali valguv)
Erineva kestusega
(0,5h, 1h, 2h, iledo) Hea Halb Hea
maksakoe eel-
fikseerimine PFA-ga
PFA perfusioon + Viga hea Halb Viga hea

kohene kiillmutamine

PFA perfusioon +
iled6 inkubatsioon Ei tootanud Viga hea Viga hea
sahharoosi lahuses

PFA perfusioon + ca
1-2h inkubatsiooni Hea Hea Viga hea
sahharoosi lahuses

Kéesolevas t60 seisukohalt sekundaarsed koed (peensool, pdrn, pankreas) fikseeriti 1-
tunnilise inkubatsiooniga 4%-lise PFA-lahuses, millele jargnes kohene kiilmutamine, kuna

antud kudede puhul oli eesmérgiks detekteerida vaid LGR5-positiivseid rakke.
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2.3.2 LGR5¢Z siisteemi kontroll peensooles

Varasemate uurimustdddega on ndidatud, et peensoole kriiptide pohjas paiknevad soole
igapdevast uuenemist toetavad LGRb5-positiivsed tiivirakud (Barker jt, 2007). Seetdttu
otsustati kontrollida meie LGR5Y*# genotiiiibiga hiirte puhul antud reportersiisteemi
toimimist esmajdrgus just peensooles, mis annaks kindlustunde, et hiirte genotiilip vastab
ootustele ning voib jatkata LGR-positiivse populatsiooni kirjeldamisega maksakoes. X-gal
tootluse tulemused kinnitasid, et soolestiku kriipti pdhjades asuvad rakud virvuvad LGR5M¢4
heterosiigootsetel kahjustamata hiirtel siniselt (Joonis 7, B). Lisaks soolele prepareeriti antud
genotiilibiga hiirtel ka maksaga ldhedalt seotud organid, pdrn ja pankreas, millest esimese
puhul oli mirgata LGRS-positiivse rakupopulatsiooni olemasolu pdrna marginaaltsoonis
(Joonis 7, D), mis kujutab endast spetsialiseeritud makrofaagide, dendriit- ja B-rakkude rikast
piirkonda. LGR5 markerit ekspresseerivad rakud puudusid aga reporterhiire pankreases kui ka

metsiktiilipi hiire sooles, pdrnas ja pankreases (Joonis 7, vastavalt F, A, C ja E).

Joonis 7. LGR5%%4 hiirte genotiiiibi kontroll soole, porna ja pankrease pohjal. LGR5"
rakkude olemasolu detekteeriti nii kahjustamata hiire peensooles kui ka pdrnas (vastavalt B ja
D), pankreases antud rakupopulatsiooni ei esinenud (F). Paneelidel A (peensool), C (pdrn) ja
E (pankreas) on ndidatud metsiktiitipi hiire vastavate kudede proovid. Nooled osutavad
LGR5" rakkudele. Tuumad on virvitud hematoksiiliiniga. M33tldik 50 pm.
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2.3.3 Koige rohkem LGR5" rakke tekib maksas CCl4 kahjustuse korral

Peensoole analiiiisiga selgus, et tods kasutatav LGRS hiire genotiiiip vastab tingimustele
ning jargnevalt suunduti maksakoe uuringute juurde. Antud uurimust66s leidis kinnitust juba
varasemalt teada fakt, et LGR5-positiivseid rakke LGR5“° genotiiiibiga hiire normaalses
maksas ei esine (Huch jt, 2013) (Lisa 3). Selleks, et hinnata, millised kahjustustiiiibid
indutseerivad LGR5" rakkude visuaalse tekke, kasutati 3 erinevat kahjustusmudelit, milleks
olid CCls, DDC ja PHx kahjustus, ning erinevaid regeneratsiooni- vdi mdjuperioode (vt
meetodeid, Joonis 6). Katsetulemuste pohjal selgus, et kdige selgemalt indutseerib LGR5"
rakkude teket maksakoes CCls kahjustus, mida oli vdimalik tuvastada igal valitud ajapunktil
(Joonis 8, A-C), intensiivseimalt aga 6ndal pdeval peale kemikaali siisti (Joonis 8, B). DDC
dieedi puhul 7 pieva moéodumisel vastavat kemikaali sisaldaval toidul LGR5" rakke ei
tuvastatud (Joonis 8, D), kuid 2- ja 4-nddalase kahjustusperioodi jargselt oli mérgata iiksikute
LGR5" rakkude teket (Joonis 8, vastavalt E ja F), mille hulk oli visuaalse hinnangu alusel aga
tunduvalt vdaiksem kui CCls kahjustuse korral. Ainsa kahjustusena ei indutseerinud ihelgi
vaadeldud ajapunktil LGR™ rakkude teket osaline hepatektoomia (PHx) (Joonis 8, H-J).

CClq4

DDC

',) T A ,"*". m{!‘t’ DA e

Joonis 8. LGR5" rakkude teke pirast erinevaid kahjustusi. LGR5" rakke ei tuvastatud 7
paeva peale DDC dieeti (D) ning PHx kahjustuse korral mitte tihelgi vaadeldud ajapunktil (G-
I). Esimesi mérke uuritava populatsiooni tekkest detekteeriti 2- ja 4-nddalase DDC dieedi
jargselt (E ja F) ning CCls kahjustuse korral nahti LGR5" rakkude olemasolu igas ajapunktis
(A-C), intensiivseimalt 6. kahjustusjargsel paeval (B). Tuumad on véarvitud hematoksiiliiniga
(va A, B ja E). Mo6tldigud 50 um (B, C, G, E), 75um (A, D, E) 20 um (F) ja 100 pm (1).
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2.3.4 LGR5" rakud ei pirine hepatotsiiiitidest ega sapiteede rakkudest

Visuaalselt kdige selgemalt tekkisid LGR5" rakud 6ndaks pédevaks peale CCls kahjustust,
mistottu jatkati konealuste rakkude péritolu uuringuid, kasutades just selle ajapunkti ja
kahjustusega hiiri. Sellel otstarbel seati iiles LGR5" rakkude péritolu uurimise (trace’ingu)
katseplaan, mis hdlmas CK19<" ja TTR®™ genotiiiibiga hiirtel vastavalt CK19* sapiteede voi
TTR™ parenhiimaalsete rakkude méirgistamist tdTomato punaselt fluorestseeruva valguga (vt
Joonis 5). Sapiteede vOi hepatotsiiiitide méarkumine saavutati tamoksifeeni korduva
manustamisega 3-4 nddalastele hiirtele, mis voimaldas tdnu Cre ensiiimi aktiveerimisele
tdTomato ekspressiooni. Hindamaks Cre-loxP siisteemi efektiivsust ehk sihtmérkrakkude
mérkumist tdTomato’ga, viidi 14bi loendusanaliiiis, kus hinnati tdTomato positiivsete rakkude
arvu vastavalt kas sapiteede (CK19) voi hepatotsiiiitide (HNF4a) spetsiifiliste antikehadega
varvunud rakkude koguhulka (Joonis 9). Tulemustest selgus, et vorreldes parenhiimaalsete
rakkudega (Joonis 9, 2. tulp) on sapiteede rakkude (Joonis 9, 1. tulp) mérkumine sellise
siisteemiga monevdrra efektiivsem, kus esimeste puhul mirkus tdTomato valguga veidi iile

poole ehk 54% hepatotsiiiitidest ning teiste puhul ligi 77% sapiteede rakkudest.

Rakkude tdTomato'ga markumise efektiivsus
Cre-loxP siisteemis
100% tdTomato, CK19, DAPI tdTomato, HNF4a

7%

80%

60% 54%

40%

tdTomato+/antikeha+

20%

o CK19Cre TTRCr

Joonis 9. Rakkude mérkumise efektiivsus Cre-loxP siisteemis. Esimene tulp téhistab
tdTomato positiivsete rakkude arvu CK19*, teine tulp aga HNF4a" rakkude koguhulgast.
Graafikul on toodud 15-It mikroskoobi vaatevéljalt kokku loetud rakkude hulk koos standard-
veaga, kusjuures loenduseks kasutati 3 eraldiseisva hiire koeldike. Illustreerivad pildid
niitavad loendatud rakkude visuaalset véljandgemist, kus punase virviga on modlemal juhul
tahistatud tdTomato™ rakud ning rohelisega CK19 (A) vdi heptatotsiiiitide tuumafaktori
HNF4o0 (B) vastase antikehaga mérkunud piirkonda. Tuumad on vérvitud DAPI-ga (A).
Modlemad immuunfluorestsentspildid on tehtud 40x suurendusega.
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Tracing’u efektiivsuse kindlakstegemise jdrgselt suunduti edasi LGRS5* rakupopulatsiooni
péritolu uuringute juurde. Selleks hinnati aktiveeritud Cre-ensiiimiga hiirte prepareeritud
maksaldikudel tdTomato ja X-gal to6tluse tulemusel siniselt varvunud LGR5" rakkude
voimalikku asukohalist kattuvust. Olenemata Cre-loxP siisteemi mdodukast efektiivsusest
(Joonis 9), ei suudetud LGR5-positiivsete ja tdTomato’ga trace’itud hepatotsiiiitide voi
sapiteede rakkude kolokalisatsiooni iihelgi koeldigul tuvastada (Joonis 10, vastavalt F ja E).
Pigem kaldusid LGR5-positiivsed rakud paiknema tsentraalveeni ldheduses, eemal sapiteid
koondavatest portaalaladest (Joonis 10, A, C ja E), ning ka tdTomato® parenhiimaalsete

rakkudega kattuvust tihelgi koeldigul ei detekteeritud (Joonis 10, B, D ja F).
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Joonis 10. LGR5" rakkude kolokalisatsiooni hindamine tdTomato abil trace’itud hepato-
tsiiiitide voi sapiteede rakkudega 6 pieva peale CCls kahjustust. Paneelidel A ja B on
kujutatud LGR5" rakupopulatsioonid (sinised rakud), paneelidel C ja D vastavad tdTomato*
sapiteede rakud ja hepatotsiiiidid ning kombineeritud kujutised on vélja toodud paneelidel E ja
F. Mustad nooled osutavad LGR5" rakkudele. Md6t16ik 100 um.
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2.3.5 LGR5" rakud on CD45"F4/80*Desmin*HNF4a CK19 Ki67-OLFM4-

Kuna trace’ingu tulemused ei andnud loodetavat selgust LGR5" rakkude péritolu kohta, siis
otsustati immuunfluorestsentsmeetodi kaasabil antud populatsiooni tdiendavalt iseloomustada.
Tulemused kinnitasid trace’ingu kdigus kujunenud arvamust, et LGR5" rakud ei périne
hepatotsiiiitidest ega sapiteede rakkudest, olles negatiivsed nii HNF4a kui ka CK19 vastaste
antikehade suhtes (Joonis 11, vastavalt D-F ja A-C). Lisaks nditas uuritav rakupopulatsioon
negatiivsust kiirestijaguneva maksa eellasrakkude markeri OLFM4 ja proliferatsioonimarkeri
Ki67 suhtes (Joonis 11, vastavalt G-1 ja J-L).

LGR5tacZ antikehad kombineeritud
B CK19 C ‘e N ¢

H OLFM4

Joonis 11. LGR5* rakkude iseloomustamine immuunfluorestsentsmeetodi abil. LGR5-
positiivsed rakud olid negatiivsed portaalalade iimber koondunud sapiteede markeri CK19 (A-
C), hepatotstiiitide markeri HNF4a (D-F), Kiirestijagunevate maksa eellasrakkude markeri
OLFM4 (G-1) ja proliferatsioonimarkeri Ki67 (J-L) suhtes. Mustad nooled osutavad LGR5"
rakkudele. M&otloigud 80 um (A-C), 50 um (B-1), 100 pm (J-L).
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Kuna iikski eelpool nimetatud markeritest LGR5™ rakkude ekspressioonipaneeli ei kuulunud,
siis otsustati testida uuritavat populatsiooni ka monede teiste maksas esinevate erineva
paritoluga rakutliiipide markerite suhtes. Selleks analiiiisiti antud rakkude vodimalikku
positiivsust tahtrakkude markeri Desmin’i ning olulise hematopoeetilise organina ka mitmete
vereloomerakkudele iseloomulike markerite, seal hulgas vereloomeiilese markeri CDA45,
makrofaagide markeri F4/80 ja endoteelirakkude (iihtlasi ka hematopoeetiliste tiivirakkude)
markeri CD34 suhtes. Tulemustest selgus, et suur osa LGR5" rakkudest on positiivsed CD45
ning ka F4/80 markeri suhtes (Joonis 12, vastavalt A-C ja D-F) mis viitab makrofaagidele
omastele tunnustele. Osaliselt niitas uuritav populatsioon positiivsust ka markeri Desmin
suhtes (Joonis 12, G-l). Samas CD34 markeri ekspressioon oli taandunud portaalalade
piirkonda, mistottu tsentraalveeni ldheduses paiknevate LGRS-positiivsete rakkudega

kattuvust ei tuvastatud (Joonis 12, J-L).

L Gl antikehad

AR e

Joonis 12. LGR5* rakkude iseloomustamine vererakkude markerite suhtes. Suur osa
LGR5 valku ekspresseerivaid rakke olid positiivsed vereloomerakkudele omase markeri
CD45 (A-C) ja makrofaagide markeri F4/80 (D-F) ning osaliselt ka tdhtrakkude markeri
Desmin suhtes (G-1). LGR5" rakud ei ekspresseerinud endoteelimarkerit CD34 (J-L). Mustad
nooled osutavad LGR5" rakkudele. M36t16ik 10 pm (A-F) 30 um (G-I), 100 pm (J-L).
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Eelnevatest tulemustest 1dhtuvalt tekkis huvi jarele uurida, kas LGR5" rakupopulatsiooni on
vOoimalik tuvastada ka noore hiire maksas, mil toimub veel aktiivne organi kasv ning
vaskulariseerimine. Sellest 1dhtuvalt valiti katsesse 6 pdeva vanused immatuursed hiired, kuid
X-gal’i vérvinguga ei suudetud eelmainitud vanuses hiirepoegade maksas LGR5" rakke
detekteerida (Joonis 13, A). Samuti ei olnud LGR5" rakupopulatsioon tuvastatav 6-pievaste
hiirte pdrnas, peensooles oli aga antud populatsioon selgesti detekteeritav (Joonis 13,
vastavalt B ja C).

Joonis 13. LGR5" rakkude tuvastamine 6 pdeva vanuses hiires. Maksas (A) ega pdrnas
(B) uuritavat rakupopulatsiooni ei detekteeritud. Peensooles vdis ndha kriiptide pdhjas
paiknevaid LGR5 markerit ekspresseerivaid rakke (C). Tuumad on varvitud hematoksiiliiniga.
Mootloik 50 pm.

2.3.6 Immuunfluorestsentsanaliiiisi tulemuste kinnitamine FACS-analiiiisiga
2.3.6.1 CMFDG kit’i test Hep3B rakkudel néitas meetodi usaldusviirsust

Immuunfluorestsentsmeetodiga saadud tulemuste Kkinnitamiseks peeti oluliseks FACS-
analiilisi teostamist, mis voOimaldab kvantitatiivselt hinnata erinevaid markereid
ekspresseerivate  LGR5" rakkude osahulka uuritavas tervikpopulatsioonis. Pd&hjusel, et
olemasolevad LGRS markerit &dratundvad antikehad ei olnud maksakoe histoloogilistel
16ikudel kuigi usaldusvéérsed, oli vaja pohikatsele eelnevalt kindlaks teha, kas LacZ
aktiivsuse alusel tootav CMFDG kit on LacZ-i geeniprodukti ekspresseerivate rakkude
detekteerimisel tulemuslik. Firma Molecular Probes poolt viljatéotatud CMFDG kit
voimaldab FACS meetodil tuvastada LacZ reportersiisteemi abil uuritavat rakupopulatsiooni
elusraku tasandil. Antud kit’i td6mehhanism pohineb vérvitu substraadi konverteerimisel
fluorestseeruvaks iithendiks (FITC), mis saab toimuda iiksnes spetsiifilise ensiilimi (LacZ
geenilt kodeeritava B-galaktosidaasi) olemasolul siisteemis. Tootja poolt soovitatud protokolli
sobivuse hindamiseks kasutati eelkatses inimese hepatoomi rakuliini Hep3B, mida
transfekteeriti  B-galaktosidaasi ekspresseeriva plasmiidiga ning analiisiti plasmiidi

sisaldavate rakkude tuvastamisvoimet FACS-il (Joonis 14).
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Katse tulemused néitasid, et tootja poolt soovitatud protokoll ei vaja optimeerimist ning
voimaldab tuvastada LacZ aktiivsust omavaid elusrakke tisna histi (Joonis 14, B), samas kui
substraadi mittelisamisel (A) vdi tithja plasmiidiga transfekteeritud rakkudes nii substraadi
puudumisel (D) kui ka olemasolul (E) tugevat FITC-signaali ei tekkinud. Lisaks selgus, et
rakupumba inhibiitori verapamil’i ja endogeense B-galaktosidaasi inhibiitori chloroquine’i

kasutamine parandab detektsiooni efektiivsust ligikaudu 10% (Joonis 14, B vs C).

+ substraat
+ verapamil
A  —substraat B +substraat C +chloroquine

104 104 104

0,35% 64,28%

+ B-gal plasmiid

FITC
)
m
M

0,29% 0,79% 1,63%

+ tiihi plasmiid

DAPI

Joonis 14. CMFDG kit’i méju transfekteeritud Hep3B rakkudele. Joonise iilemisel real on
ndidatud B-galaktosidaasiga transfekteeritud rakkude (punased) poolt emiteeritud FITC-
signaal ilma substraadita olukorras (A), substraadi lisamisel (B) ja substraadi lisamisel koos
vera-pamil’i ja chloroquine’iga (C). Alumisel real kujutatud graafikud niitavad tiihja
plasmiidiga transfekteeritud rakkude (sinised) vastust CMFDG kit’i todtlusele samades
tingimustes:  substraadita (D), substraadiga (E) ja substraadi lisamisel koos
lisakomponentidega (F).

2.3.6.2 LGR5-positiivsed rakud on CD44*CD45*F4/80*tdTomato EpCAM-

Kuna koeldikude histoloogilise analiiiisiga ja ka trace’inguga jouti jéreldusele, et sapiteede
rakud ja LGR5" asuvad iiksteisest selgelt eraldatud piirkondades, siis ei peetud vajalikuks
FACS analiiiisil kinnitada, et tdTomato™ sapiteede ja LGR5" rakkude puhul on tegu kahe
eraldiseisva populatsiooniga. Sama julget seisukohta ei saanud votta tdTomato®
hepatotsiiiitide ja LGR5" rakkude teineteist vélistavuse suhtes, kuna trace’ingu efektiivsus oli

vaid veid iile 50% (vt Joonis 9) ning visuaalsel mikroskopeerimise meetodil voib kattuvuse
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hindamisel esineda paratamatuid puudujiike. Selle kitsaskoha iiletamiseks eraldati LGRS5“%¢4-
TTRC"®-tdTomato genotiiiibiga hiire maksast nii hepatotsiiiidid kui ka mitteparenhiimaalsed
(NPC) rakud ning testiti FACS-analiiiisil antud rakupopulatsioonide positiivsust punaselt
helendava tdTomato valgu ja CMFDG Kkit’i to6tluse kéigus fluorestseeruvaks konverteeritud
LGR5" rakkude suhtes. Hepatotsiiiitide ja NPC-de eraldiseisval analiiiisil selgus, et enamik
tdTomato™ rakke on tuvastatav hepatotsiiiitide fraktsioonis (Joonis 15, A), mis on ka loogiline,
teades, et tdTomato mirgistab TTRC™ hiire puhul parenhiimaalseid rakke. Samas LGRS-
positiivsete rakkude signaal antud fraktsioonis oli iisna minimaalne. NPC-de populatsioonis
oli seisukord vastupidine: tuvastati selge LGR5-positiivsete rakkude signaal, kuid tdTomato

tase jéi Gisna madalaks (Joonis 15, B).

LGR5L2Z_TTRCre-tdTomato hiire maksa

kogurakkude hulk
Hepatotsiiiidid Mitteparenhiimaalsed rakud
(parenhiimaalsed rakud) (hepatotsiiiidid eemaldatud)
A ©*10,12% 0,01% B «'J1620 [ 025%

0 2
100 101 102 |03 104 10 10 10 10 10

tdTomato tdTomato

Joonis 15. LGR5* ja tdTomato® rakkude tuvastamine FACS meetodil. Analiiiisiks
kasutati LGR5"“2-TTR "-tdTomato heterosiigootseid hiiri. Maksast kogutud totaalrakkude
hulk lahutati tsentrifuugimisega kaheks eraldiseisvaks fraktsiooniks: hepatotsiiiidid ja NPC-d.
Hepatotsiilitide puhul on ndha selgelt detekteeritav tdTomato signaal, kuid iisna puudulik
LGRS signaal (A). NPC-de fraktsiooni iseloomustab tugev LGR5 signaal, kuid tdTomato* ja
LGR5"tdTomato" topeltpositiivseid rakke tuvastati isna minimaalsel méaral (B).

Eeltoodud FACS-i tulemused andsid selgelt moista, et LGR5" rakud kuuluvad mitte-
parenhiimaalsesse fraktsiooni ning trace’ingu analiilisi pohjal vOib vdita, et tegemist pole
sapiteede péritolu rakkudega (vt Joonis 10). Neid teadmisi ja ka immuunfluorestsents-
meetodiga saavutatud tulemusi, mis vihjasid LGR5" rakkude hematopoeetilisele péritolule,

arvesse voOttes, otsustati uuritavaid rakke testida veel tdiendavate markerite suhtes. Kuna
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LGR5"-populatsioon niditas immuunfluorestsentsanaliiiisil positiivset signaali selliste pinna-
markerite nagu CD45 ja F4/80 suhtes, siis analiitisiti neid antikehi LGR5" populatsiooni
suhtes ka FACS-i abil. Lisaks eelnimetatud markeritele testiti LGR5" rakkude omadusi veel
epiteelirakkude adhesioonimolekuli EpCAM ja sinusoidaalsete endoteelirakkude markeri

CD44 suhtes, kuna immuunfluorestsentsanaliiiisil neid markereid tuvastada ei donnestunud.

Mitteparenhiimaalsete elusrakkude analiilisiga selgus, et LGRS-positiivsed rakud on
negatiivsed EpCAM-i (Joonis 16, E), kuid positiivsed CD44 markeri (Joonis 16, G) suhtes.
Samuti kinnitasid andmed varasema t60 kdigus selgunud asjaolu, et antud rakud

ekspresseerivad ka CD45 ja F4/80 valgumolekule (Joonis 16, vastavalt F ja H).

Mitteparenhiimaalsete rakkude
tervikpopulatsioon Elusrakkude selektsioon

<I600
O
)
U)AOO
FSC-A
E. F.
©113,32% 0,48%| “30,24% 11,6%

3 4
1
10 10 10 10 10 10

“cD4s F4/80

Joonis 16. LGR5* rakkude iseloomustamine FACS-analiiiisil. Maksakoest eraldatud NPC-
de fraktsioonist valiti side ja forward scatter parameetrite alusel uuritav populatsioon (A),
millest omakorda selekteeriti edaspidiseks analiiiisiks vélja elusrakud, mis olid DAPI-
negatiivsed (B). Substraadi tootluseta LGRS5" rakke ei detekteeritud (C), kuid substraadi
lisamisel tekkis selgesti eristatav LGR5" rakupopulatsioon (D). Substraadiga toodeldud
rakkude edaspidisel analiiiisil selgus, et LGR5" rakud on EpCAM™ (E), CD45" (F), CD44" (G)
ja F4/80" (H).

Ep&A
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2.3.7 LGRS geeni ekspressiooni regulatsioon erinevate kahjustuste korral

Lisamaks usaldusvéérsust X-gal’i tootluse pohjal kujunenud arusaamale, kuidas {iks voi teine
kahjustus erinevatel ajapunktidel LGR5 geeni avaldumist tostab voi langetab, teostati antud
geeni ekspressioonitaseme kvantitatiivseks méaramiseks qPCR-i analiitis. Suureks tillatuseks
selgus, et LGRS geeni ekspressioon on suurim just kahjustamata normaalse hiire maksas,
mida X-gal’i pohine metoodika ei andnud alust arvata (Joonis 17 vs 8). Kuna X-gal’i meetod
sellisele ekspressioonitasemele ei viidanud, siis voib arvata, et olulise kontrollvalguna on
antud geeni- ekspressiooni regulatsioon keerulisemalt reguleeritud kui seni arvatud. Seega
kahjustamata hiire taustal vaadelduna vihjab olukord sellele, et kahjustuse tekitamisel toimub
pigem geeni ekspressiooni mahasurumine, mitte induktsioon. Samas kinnitas analiiiis X-gal’i
vérvingu abil kujunenud arusaama, et CCls kahjustus indutseerib vorreldes DDC dieediga
LGR5-positiivse rakupopulatsiooni teket suuremal maéral, kus LGR5 geeni ekspressioon oli
korgeim 6ndal pdeval peale CCls kahjustust (Joonis 17, 3. tulp). Samuti oli ndha uuritava
geeni ekspressiooni sdltuvust DDC dieedil hoidmise kestusest, kus gPCR-i analiiiis viitas
tousvale trendile (Joonis 17, tulbad 5-8), olles kdrgeim hiirtel, keda oli hoitud DDC dieedil
testitud ajapunktidest koige kauem ehk 4 nédalat.

LGRS geeni ekspressioon erinevate
kahjustuste korral
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Joonis 17. LGR5 geeni ekspressiooni analiiiis qPCR-i meetodil. Iga graafikul esitatud
seisundi andmed on saadud analiiisides vdhemalt 2 eraldiseisva hiire LGR5 geeni-
ekspressiooni 3 korduses (va 9p peale CCls ja 7-paevase DDC dieedi korral, millest kummagi
korral oli cDNA piisavalt kvaliteetne vaid iihes proovis). Alustades kdige vasakpoolsemast
tulbast, on graafikul esitatud LGR5 geeni ekspressioonitase negatiivsel hiirel, seejérel 2, 6 ja 9
paeva peale CCls kahjustust ning ajapunktidest, kus oli hiiri hoitud kas 7, 14 ja 28 péaeva
DDC-rikkal dieedil. Ekspressioonitasemed on standardiseeritud housekeeping geeni HPRT1
suhtes, tulemused on esitatud koos standardveaga. *P < 0.01; **P < 0.001; e — ebaoluline.

47



2.4 Arutelu

Maks on huvitav organ, mille ulatuslik regeneratsioonivdime on teadusmaailmas olnud tisna
pikalt populaarseks uurimusobjektiks. Selle fenomeni taga on arvatud paiknevat tdiskasvanud
tivirakkude populatsioon, mis kolab maksa suure regneratsioonivoime selgitamise
mehhanismina kiill {isna loogilisena, kuid koik senised piitided antud rakke isoleerida on
olnud ebaedukad. Paralleelselt tiivirakkude otsingutega on piistitatud mitmeid uusi ja
alternatiivseid hiipoteese, mis on ndidanud teed pigem selles suunas, et maksas ei pruugi
kahjustuse korral klassikalist koeomaste tiivirakkude vahendatud regeneratsiooni toimudagi.
Selle asemel on tdnaseks suudetud tdestada, et maksa pohirakkudel, hepatotsiiiitidel ja
sapiteede rakkudel, on voime vajadusel transdiferentseeruda teine teises suunas (Furuyama jt,
2011; Limaye jt, 2010; Michalopoulos jt, 2005; Watanabe jt, 2008). Samas ei ole selle
mehhanismiga seletatav maksa regeneratsioon suuremate kahjustuste korral, kus rakkude
transdiferentseerumise  funktsioon on inhibeeritud. Lisaks on arvamusi, et maksa
regeneratsioon voiks ka toimuda organiviliste hematopoeetiliste tiivirakkude kaasabil, millel
on nididatud vGimet diferentseeruda hepato-tsiiiitideks (Lagasse jt, 2000), mida on aga seni
peetud liialt aeglaseks protsessiks, et kogu regeneratsioon voOiks olla ainult selle
mehhanismiga seletatav (Cantz jt, 2004; Kanazawa ja Verma, 2003; Wagers jt, 2002). Samas
pdhjapanevate tulemuste puudumise taustal ei ole tdielikult minetatud ka alalise tiivirakkude
reservuaari olemasolu maksakoes, kuid selliste rakkude uuringuid tokestavaks asjaoluks on

sageli sobivate markerite puudumine.

Teiste kudede, nditeks peensoole ja naha, uuringutes on aga viimasel ajal esile kerkinud iisna
usaldusvéarne tdiskasvanud tiivirakkude spetsiifiline marker LGRS (Barker jt, 2007; Jaks jt,
2008). Antud markerit ekspresseerivaid rakke on uuritud ka maksas ning avastatud, et LGR5"
rakud ilmuvad maksakoesse vaid kahjustuse korral ning on tiivirakkudele omaselt pikaealised
(Huch jt, 2013). Samas ei ole tidnaseks paevaks ilmunud antud rakupopulatsiooni kohta
tdiendavaid andmeid, mistottu puudub endiselt informatsioon selle kohta, milline on nende
rakkude péritolu ning kas kahjustuse tingimustes on voimalik lugeda kogu maksa

regeneratsiooni iiksnes nende rakkude arvele.

Kiesolevas magistritdds kajastatud projekti eesmargiks oli vélja selgitada LGR5-positiivsete
rakkude péritolu ning neid tdiendavalt iseloomustada. Varasema uurimustdd pohjal on teada,
et LGR5Z reportersiisteemi kasutamisel ei ole kahjustamata normaalse hiire maksas LGR5"

rakud tuvastatavad, kuid on ndidatud nende ilmnemist CCls ja DDC kahjustuste korral (Huch
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jt, 2013). Ka antud uurimustd6 kdigus kogutud andmed olid neid seisukohti toetavad, kuna
LGR5" rakkude olemasolu ndhti vaid parast eelnimetatud kahe kahjustuste tekitamist (Joonis
8). Kéesolevas t00s testiti veel kolmandatki kahjustuste tiilipi, milleks oli osaline
hepatektoomia (PHXx), kuid selline koemassi vihendamine LGR5" rakkude teket ei
indutseerinud (Joonis 8). Erinevalt 2 eelmisest kahjustusest ei ole PHx-i puhul tegu
maksarakkude jaoks toksilise kahjustusega, millega ei kaasne rakkude massilist apoptoosi,
poletikulist reaktsiooni ega koe hiipoksiat (Ding jt, 2010; Sydor jt, 2013). Seega vaib eeldada,
et koe 70%-lisel eemaldamisel on koe mass suuteline enda pohirakkude voi muu mehhanismi
varal iseseisvalt taastuma, mistdttu ei ole energeetiliselt kasulik tdiendavate abijoudude,
sealhulgas LGR5" rakupopulatsiooni, aktiveerimine. CCls ja DDC puhul on aga tegu tugevate
keemiliste kahjustustega, mis hdirivad maksa pohirakkude funktsioone sedavord tugevalt, et
ilma abistavate rakkudeta antud olukorras toime ei tulda, mida ilmestab ka LGR5" rakkude

ilmumine koestruktuuridesse.

Omades kinnitavaid teadmisi kahjustusetiilipide kohta, mis indutseerivad uuritava
rakupopulatsiooni teket, jdtkati antud rakkude péritolu uuringuga. Péritolu uuringutesse
kaasati vaid 6 pdeva peale CCls kemikaali manustamist eutaniseeritud hiired, kuna nende
puhul oli LGR5" rakkude arv koeldikudel visuaalse hinnangu alusel kdige suurem (Joonis 8).
Seetottu peeti selliselt kahjustatud hiirte puhul pdlvnemise tuvastamise tdendosust koige
efektiivsemaks. Rakkude péritolu uurimiseks seati iiles hoolikalt 1abimodeldud katseplaan, mis

542 reportersiisteemi kasutamisega jilgida ka hepatotsiiiitide voi

vOimaldas samaaegselt LGR
sapiteede paritolu rakke ning nende tulevasi pdlvkondi Cre-loxP mehhanismi abil toimiva
tdTomato fluorestsentsi alusel (Joonis 5). Paraku jdi antud meetodiga LGR5" rakkude
pdlvnemise kiisimus veel endiselt lahtiseks, kuna tracing’u analiilisiga ei suudetud niidata
uuritavate rakkude kolokalisatsiooni CK19" sapiteede rakkude ega ka TTR" parenhiimaalsete
rakkudega (Joonis 10). Koe histoloogilise ehituse vaatlustulemused andsid mdista, et LGR5"
rakud paiknevad pigem tsentraalveeni ldheduses, eemal CK19" portaalaladest ning kuigi
TTR™ rakud paiknesid hepatotsiiiitidele omaselt hajusalt iile terve koe, siis kippusid LGRS
markerit ekspresseerivad rakud neist siiski eemale vdi nende vahele asetuma. Hilisema
FACS-analiilisiga leidis kinnitust, et tdTomato’ga frace’itud hepatotsiiiidid asuvad
peaasjalikult parenhiimaalses fraktsioonis, samas kui LGRS5-positiivsete rakkude signaal
tuvastati ennekdike mitteparenhiimaalsete rakkude hulgas (Joonis 15). Seega ei toetanud

tracing’u analiiiisi tulemused loodetud hiipoteesi LGR5" rakkude périnemise kohta

hepatotsiiiitidest voi sapiteede rakkudest.

49



Selle teadmise baasil jdtkati LGR5" rakkude tdiendavat iseloomustamist lisamarkeritega.
Immuunfluorestsentanaliiiisi tulemusel selgus, et uuritav rakupopulatsioon ei ekspresseeri
HNF4a, CK19, OLFM4, Ki67 ja CD34 markereid, kuid on positiivne vereloomeiilese markeri
CD45 ning makrofaagide spetsiifilise markeri F4/80 suhtes (Joonised 11 ja 12). Osaliselt
ekspresseerisid rakud ka tdhtrakkude markerit Desmin (Joonis 12). Selline ekspressiooni-
muster liikkas kooskdlaliselt tracing’u analiiiisiga timber senise hiipoteesi LGR5" rakkude
polvnemiskédigust, vihjates hoopiski uuritava rakupopulatsiooni hematopoeetilisele péritolule.
Tulemusi kinnitas FACS-analiiiis, millega dnnestus tuvastada veel LGR5" rakkude positiivsus
sinusoidaalsete endoteelirakkude markeri CD44 suhtes (Joonis 16). Antud tulemused seavad
moneti kahtluse alla LGR5" rakkude tiivirakulisuse, kuna hematopoeetiliste markerite
ekspressioon tekitab paratamatult vGimaluse, et tegemist on vaid keemilise kahjustuse korral
aktiveeritavate vereloomerakkudega, mis osalevad immuunvastuse kujunemises. Varasemalt
on teada, et maksaspetsiifilised makrofaagid on voimelised sekreteerima Wnt ligande, et
indutseerida vastava kaskaadi aktivatsiooni ja regeneratsiooni ldheduses paiknevates maksa-
rakkudes (Boulter jt, 2012). Seetottu ei ole vdoimatu, et makrofaagid ekspresseerivad ka Wnt
signaalililekannet vdimendavat LGRS5 retseptorit, mis on neile endale tagasisidestusena
vajalik komponent, et vigastusest taastumise protsessi vastavalt vajadusele efektiivsemalt
suunata ning mitte iilereageerida. Samas ei pruugi olla ka vélistatud voimalus, et antud rakud
kujutavad hoopiski hematopoeetilist tiivirakupopulatsiooni, mis kahjustuse kdigus aktiveerub
ning osaleb koe taastamisprotsessis, kuigi hematopoeetilisi tiivirakke iseloomustatakse sageli
ka CD34 markeri ekspressiooni alusel (Sato jt, 1999), mida LGR5" rakud
immuunfluorestsentsmeetodi  pShjal ei  ekspresseerinud  (Joonis 12). Tiiendavad
funktsionaalsed uuringud on vajalikud selgitamaks uuritava rakupopulatsiooni rolli

keemiliselt kahjustatud maksakoes.

Antud tulemustest ldahtuvalt uuriti ka LGR5-positiivsete rakkude olemasolu arenevas hiire
maksas, kus koikide eelduste kohaselt toimub veel aktiivne koe kasv ning vaskularisatsioon.
Eeldusel, et LGR5-positiivsed rakud osalevad kahjustatud koe veresoonte tekkes, oleks
pidanud ndgema antud populatsiooni esinemist ka noore hiire maksas. Selline hiipotees eli
leidnud aga kinnitust, kuna antud rakke maksast ei tuvastatud (Joonis 13). Samuti ei
detekteeritud sellise rakupopulatsiooni olemasolu noore hiire pornas, erinevalt tiiskasvanud
hiirest, kus LGR5-positiivsed rakud olid selgelt tuvastatavad porna marginaaltsoonis (Joonis
13 vs 7). Antud tulemused viitavad sellele, et nii maksa kui ka pdrna normaalse generatsiooni

kdigus LGR5" rakud ei osale, omades spetsiifilisemat iilesannet just tdiskasvanud hiire

kudedes.
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Kéesoleva magistritod viimaseks eesmérgiks seati analiiiisida LGR5 ekspressioonitaseme
muutusi erinevate kahjustuste tingimustel, millega loodeti kinnitada histoloogilistel vaatlustel
kujunenud ndgemust, millal ja kui korgel tasemel on antud geen erinevate kahjustuste korral
ekspresseeritud (Joonis 8). Selleks teostati gPCR-i analiiiis, kuid saadud tulemused olid
taaskord tillatavad (Joonis 17). Nimelt selgus, et kahjustamata hiire maksas on LGR5 geen
koige tugevamalt ekspresseeritud, millele ei vihjanud mitte kuidagi varasemate uuringute ega
ka kidesoleva t66 tulemused, kasutades LGR5 reportersiisteemi (Lisa 3). Seega viitavad
tulemused sellele, et kahjustuste korral toimub vorreldes kontrollhiirega hoopis antud geeni
allareguleerimine, mitte ekspressiooni suurenemine nagu seni arvatud. Samas nditas LGRS
geeni ekspressioon ootuspéraseid trende CCls ja DDC kahjustuse korral, kus CCls puhul oli
ekspressioon suurim 6ndal paeval peale kahjustust ning DDC puhul oli ekspressiooni tdusu
ndha sdltuvuses kahjustuse mdjuperioodi kestusest, olles korgeim 4-nddalase DDC dieedi
korral (Joonis 17). Antud tulemused viitavad sellele, et LGR5 geeni ekspressioon on maksas
keerulisema mehhanismiga reguleeritud kui seni arvatud. Selline regulatsioon voiks olla
seletatav nditeks negatiivse tagasiside mehhanismiga translatsiooni tasemel. Voib ecldada, et
LGRS puhul on tegu véga olulise kontrollvalguga, mille mRNA taset on vaja ootamatute
ebasoodsate siindmuste (nagu koe kahjustus) kiireks iiletamiseks pidevalt ka kahjustamata
maksas korgel hoida, kuid translatsiooni mMRNA-It ei toimu. Edasi voiks spekuleerida, et
valgu mittetootmise pdhjuseks voib olla LGR5 mRNA liigselt suur ebastabiilsus voi
translatsiooni inhibitsioon lisafaktorite poolt. Samas kahjustuse korral indutseeritakse mMRNA-
It valgu siintees ning saadav produkt voib iseenda mRNA siinteesi suhtes kdituda negatiivse
regulaatorina, mistottu mRNA-d juurde ei siinteesita, kuid valgu tase saab tousta tinu varem
valmis-siinteesitud mRNA olemasolule rakus. Eelkirjeldatud negatiivse tagasisidestusega
potentsiaalne mehhanism LGRS geeni ekspressiooni regulatsioonile vajab kindlasti tdiendavat

uurimustddd ning hiipotees kinnitamist.

Antud uurimustd6 tulemused viitavad peaasjalikult sellele, et sageli alatdhtsustatakse kudede
uuringus vereloome rolli koe terviklikus funktsioneerimises ja ka regeneratsioonis. Liialt
rutakalt kiirustatakse vidhese tOestusmaterjali pohjal tegema suuri jéreldusi. Teadlaste
katkematu ambitsioon identifitseerida suure rakendamispotentsiaaliga tiivirakke paneb tihti
faktidest mooda vaatama voi alternatiivsetesse variantidesse mitte siivenema. Ka kéesolevas
to6s uuritud maksa LGR5" populatsiooni vdib pidada iiheks analoogseks nditeks, kus
tiivirakulist pariolu on peetud identifitseerimishetkest alates suuresti iseenesestmadistetavaks,

kuid mida toetava uurimusmaterjali hulk on endiselt vdhene ning hiipoteesi usaldusvaérsus
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pohjapanevate uuringutega kinnitamata. Antud magistritod tulemustest selgus, et LGRS
markerit ekspresseerivad rakud ei parine maksa pdhirakkude, hepatotsiiiitide ega sapiteede
rakkude hulgast, vaid tulemused viitasid pigem rakkude hematopoeetilisele péritolule. Nagu
eelpool mainitud, siis uuritava rakupopulatsiooni funktsionaalsuse tuvastamiseks ja péritolu
konkreetsemaks médramiseks on vajalikud veel tdiendavad katsed, mis lubaksid teha
julgemaid jareldusi LGR5" rakkude péritolu ja rolli kohta maksakoes. Niiteks vdiks toosse
rakendada maksaspetsiifiliste makrofaagide ehk Kupfferi rakkude pikaajalist jalgimist
voimaldava Cre-hiireliini. Taoline 1dhenemine voimaldaks tuvastada maksakahjustuse korral
ilmnevate LGR5" rakkude potentsiaalset péritolu makrofaagidest, millele ka kdesoleva t66
andmed viitavad. Uuritavate rakkude funktsionaalse rolli selgitamiseks on kavas teostada
LGR5" elusrakkude viljasortimine makrofaagide spetsiifilise F4/80 markeri alusel, et
otsesemalt hinnata antud rakutiiiibi diferentseerumispotentsiaali koekultuuris. Seega voib
sortimisanaliiiis kujuneda kasulikuks vahendiks LGR5" rakkude tiivirakuliste omaduste

viljaselgitamisel.
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KOKKUVOTE

Maksa ulatuslikku regeneratsioonivdoimet ning antud protsessis osalevaid rakke on jarjepanu

uuritud, kuid pdhjapanevate uurimustulemusteni pole veel seni suudetud jouda. Usna uueks

uurimisobjektiks antud valdkonnas on kujunenud LGR5 markerit ekspresseeriv raku-

populatsioon, millel loodetakse sarnaselt teiste kudedega leida somaatiliste tlivirakkude

spetsiifilisi omadusi. Kdesoleva uurimust6d eesmargiks oli uurida LGR5-positiivsete rakkude

péritolu ning tdiendavalt kirjeldada antud rakkude ekspressioonimustrit.

Uurimust66 kiigus:

leiti optimaalseim maksa perfusioonil pohinev koe fikseerimismetoodika, mis
voimaldas uurida LGR5™ rakkude paritolu maksa kiilmldikudel.

kinnitati varem teadaolevat asjaolu, et LGR5" rakud on LGR5-“ genotiiiibiga hiirte
maksas detekteeritavad vaid keemiliste kahjustuste korral (CCls, DDC). Uue
teadmisena ilmnes, et uuritavaid rakke osalise hepatektoomia korral ei teki.

seati iiles plaan LGR5" rakkude pdlvnemisanaliilisi teostamiseks, integreerides
omavahel LGR5"? reportersiisteemi ning hepatotsiiiitide ja sapiteede rakkude
spetsiifilist jalgimist vdimaldava metoodika, mis pdhines Cre-loxP laialtkasutatud
rekombinatsioonitehnoloogial. Antud analiiiisi tulemused néiitasid, et LGR5" raku-
populatsioon ei parine kummastki testitud spetsialiseeritud rakutiiiibist.

identifitseeriti immuunfluorestsents- ja FACS-metoodika abil LGR5" rakkude
positiivsus nii vereloomeiilese markeri CD45, makrofaagide markeri F4/80 kui ka
sinusoidaalsete endoteelirakkude markeri CD44 ekspressiooni suhtes, mis viitas
uuritavate rakkude hematopoeetilisele péritolule.

analiiisiti LGR5 geeni ekspressioonitasemeid erinevate keemiliste maksakahjustuste
korral gPCR-i meetodil, mille tulemustest monevdrra tllatuslikult selgus, et LGRS
geeni ekspressioon on korgeim kahjustamata hiire maksas, mida LGR5%4
reportersiisteemi andmete pdhjal jareldada poleks saanud. Kahjustamata hiire LGR5
geeni ekspressiooni taustal vaadelduna vihjasid tulemused pigem ekspressiooni
allareguleerimisele erinevate maksakahjustuste korral, mis kokkuvottes andis mdista,
et antud geeni ekspressioon on rakkudes keerulisemalt reguleeritud kui seni arvatud,

mis vajab kindlasti edaspidist uurimist.

Seega tdiendas antud uurimustéd seniseid teadmisi maksa LGR5" rakkudest ning andis

mitmeid uusi juhtnodre, millest jargnevatel uuringutel 1dhtuda.
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Identification of the Origin of LGR5 Expressing Cells Upon Liver Damage

Kadi Lohmussaar

SUMMARY

Liver is one of the central organs in a mammalian organism with an enormous regenerative
capacity. Intensive studies have been carried out for studying the cellular mechanisms of liver
regeneration, yet this process is still not fully understood. One of the newest study objects in
this field are LGR5 expressing cells as potential adult liver stem cells. This is strongly

suggested by findings from other regenerative organs, including intestine and hair follicle.

The aim of the present study was to identify the origin of the LGR5" cells upon liver damage
and characterize their expression pattern more thoroughly. Firstly, we confirmed previously
known phenomenon that LGR5" cells appear in liver tissue only upon chemical injury
introduced by CCls or DDC administration, but not following partial hepatectomy, the latter

being a new discovery.

Next we hypothesized whether LGR5* cells could originate from either hepatocytes or biliary
epithelial cells. For this purpose simultaneous use of a LGR5“ reporter assay and a tracing
method based on Cre-loxP recombination technology were applied. The results indicated that
the studied cell population do not appear to originate from either of the two tested cell types.
Immunofluorescence and FACS analysis were used to characterize the studied cell population
more thoroughly. It was revealed that liver LGR5" cells stain positive for pan-hematopoietic
marker CD45, macrophage specific marker F4/80 and sinusoidal epithelial cell marker CD44.

Such expression pattern suggest the hematopoietic origin of the LGR5" cells.

The changes in LGR5 gene expression levels following different injuries were studied using
gPCR application. Suprisingly, the results indicated the highest expression level in normal
undamaged liver, which was not in accordance with earlier data gained from LGR5-%¢4

reporter assay, showing the emergence of these cells only following chemical injuries.
The present study revealed several new properties about liver LGR5" cells, yet further studies

are required to determine the exact origin and functional role of LGR5" cells during liver

regeneration.
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TANUSONAD

Kéesolev magistritoé on valminud tdnu mitmete kolleegide ja soprade suurele toele, abile ja
heale ndule. Suurimat tdnu vdirivad minu kaks pdhijuhendajat. Tdnan enda labori eestvedajat
Viljar Jaksi vdga elulise ja kaasahaarava projekti usaldamise eest minu kétesse. Tadnan, et
leidsid kdige kiirematel hetkedel acga minuga maha istuda ja protokolli viimistleda ning ka
rohkete teemakohaste ja -viliste toredate vestluste eest. Ténan, et suutsid ndha minu
sagedastes ndiliselt negatiivsetes tulemustes positiivseid sonumeid, millega mind pidevalt
motiveerida. Opetasid mulle, et huvitava hiipoteesi piistitamine on kiill oluline projekti

algatamises, kuid ka heasse teooriasse tuleb osata veidi skeptiliselt suhtuda.

Suured tdnusdnad ka minu teisele juhendajale Janeli Viilile. Ténan, et olid ikka ja alati minu
katsete kdekdigust huvitatud ning esimeseks nédpundidete andjaks wuute meetodite
omandamisel. Ténan, et jitsid mu {iksi vivaariumisse {lisna varajases loomkatsetega
kohanemise faasis, mistdttu sain {ipris Kiiresti juba ise enda hiired siistitud. Tanan, et teostasid
minu palvel kodik vajalikud kirurgilised operatsioonid hiirtel ning olen ténu volgu ka sinu
kindlatele kétele, mis kunagi maksaperfusioonil alt ei vedanud. Nii osavétlik ning abivalmis

juhendaja on suureks Onnistuseks igale tudengile.

Lisaks soovin tdnada ka enda viikse laborikollektiivi iilejddnud litkkmeid, kes tegid
laboriskdimise vdga meeldejddvaks ja toredaks. Tdnan Kristina Maemets-Allast, kes jagas
efektiivseid RNA eraldamise ja qPCR-i ettevalmistamise nippe. Tdnan Mariliis Klaasi, kes
nditas suunda makrofaagide tuvastamise suunas ning Annika Treid, kelle efektiivse
tellimustdd tulemusel olid koik antikehad digeaegselt kohal. Tdnan ka lauanaabrit, keda
praktiliselt kunagi minuga iiheaegselt laboris ei viibinud, mistottu oli laboritdd tegemine kiill
koike muud kui ruumipuudulik. Samuti tdnan enda suurimat toetajat Jiiri Juksarit, kes kiill
kunagi tdeliselt ei suutnud meelde jatta, mis on minu uurimust6é eesmark, kuid kes elas

sellegipoolest minu igale katsele kogu hingega kaasa.

Jargmisena tahan tdnada toredaid rakubioloogia oppetooli liikkmeid, kellele artikliseminarides
ikka ja jille maksaalast uurimustood sai tutvustatud ning kelle siinnipdevi ma laboris
tahistasin. Eraldi soovin tinada Dmitri Lubenetsi, kes mulle FACS-i pdhitodesid selgitas ning
pead ei kaotanud, kui {itlesin, et soovin &dra lugeda koik maksarakud, mis proovis sisalduvad.
FACS-i tulemuste analiiiisimisel ulatas abikde Martin Pook, keda tdnan samuti kannatliku

suhtumise eest.
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Tanamist viirivad ka TUMRI arengubioloogid ja vihibioloogid SIME-st, kelle kriiotoome
mul lahkelt alati kasutada lubati. Arengubioloogidest saab eraldiseisvalt tanatud veel Toomas
Jagomde, kes nditas, kuidas parafiiniblokkide ettevalmistamiseks neist ilusad vordhaardsed
trapetsid vilja 1digata ning kelle suurepdrane mikroskoobi tundmine tuli tihti kasuks, kui sel

optilisel siisteemil jélle seaded paigast éra olid keeratud.

Ténan ka vivaariumi juhatajat Sulev Kuuset, kes varustas mu katseid anesteetikumidega ning
toredaid vivaariumi hooldajaid, Sirjet ja Mari, kes mu hiirte eest katsetevahelistel aegadel
hasti hoolt kandsid. Olen tidnulik ka Biomeditsiini ja biotehnoloogia doktorikooli poolt
korraldatud ,,Katseloomateaduse* kursusele, mis andis juurde teadmisi, oskusi ja kogemusi

loomkatsete korrektseks teostamiseks.

Suurt tanulikkust tunnen ka enda perekonna vastu, kes on olnud minu opinguid igati toetavad.
Lisaks perekonnale oli materiaalselt poolelt toeks ka Rotalia Foundation’i poolt maératud
stipendium, mis oli motiveeriv ja toimetulekut abistav lisafaktor Opingute ja uurimust6o

teostamise perioodil, mille palvimise eest tdnan Rotalia fondi.
Viimaks, kuid mitte viahemtédhtsana, soovin tdnada enda toredaid kursakaaslaseid, eriti Carolin
Faltenit ja Karolina Noort, kes oskasid sobivatel hetkedel ideaalselt motted laborist voi

Oppetoolt eemale juhtida.

Suured tdnud veelkord kdigile!
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LISAD

LISA 1. Loomkatsete luba.

ASUTUSESISESEKS KASUTAMISERS
POLLUMAJANDUSMINISTEERIUM
Mairge tehtud “17." veebruar 2014 . a.
Juurdepaisupiirang kehtib kuni 17.02.2019¢
y o R e I P AR I S N T DA i

{%F‘ Alus: Avaliku teabe seadus § 35 1g 1 pl7,
£ 1N
(&)

POLLUMAJANDUSMINISTEERIUM
LOOMKATSEPROJEKTI LOAKOMISJON

OTSUS 17. veebruar 2014 nr 25
Tallinnas

Loomkatseprojekti luba

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

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* libiviimiseks jargmistel tingimustel:

L1 loomkatseprojekti kavandaja ja loomkatseprojekti eest vastutav isik
Viljar Jaks (stind. 05.12.1967, aadress: Riia 23, Tartu, 51010);

132: loomkatseprojekti libiviimise 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)

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

1.5, loombkatses rakendatavad menetlused:

I. Loomkatsete kiigus tekitatakse hiirte maksas maksakahjustos jirginistel viisidel:

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

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

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

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

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

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

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

Humaansete lopp-punktide dldised krteenumid: Katsed lapetatakse enne planesritud
katse loppu hiivte dldseisundi halvenemisel {esinevad Kannatusstimptomid: spetsiifiling
sundazend, loidus, toidust keeldumineg); kaalulangusel dle 20%, ki tekib astsiit vai ki
operaisioonide korral loom @ ole 2, postoperatiivse picva 16puks taasiunud (loom on
loid, sundasendis).

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

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

Mario Plaas
Anllkirfastatud digitaalselt/

Komisjoni esimees
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LISA 2., Katseloomateadus I kursuse ldbimise tunnistus.

—_———

N
T Thee-

ARSTITEADUSKOND

TARTU ULIKOOL

TUNNISTUS
nr 14

Kadi Lohmussaar

on Tartu Ulikooli arstiteaduskonnas libinud koolituse

Katseloomateadus I

ARBS.00.001
(5 EAP)
ajavahemikul 27,01.2014 - 07,02.2014

Koolltuse 1abiviimist on toetanud Euroopa Liit Euroopa Sotsiaalfondist

Koolituse eesmirgiks oli anda valjadpe vastalt EL direktiivi 2010/63/EL, artikkel 23,
punkt 2 toodud tlesannete libiviimiseks vastavalt a) katsete tegemine loomadega: c)

loomade hooldamine; d) loomade surmamine ning pohineb Péllumajandusministri
maarusel nr 22; RT 1, 12,03.13;6,

by
Kai Okva

vastutav oppejoud

Lisa: sisukirjeldus ja omandatud protseduuride loetelu loomaliigiti

Tartu, 07.02.2014
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Lisa tunnistusela nr 14
171
TARTU ULIKOOL
ARSTITEADUSKOND

Kadi Lhmussaar

on  Tartw  Olkeoli  arstteaduskonnas  @binud  ajavahemikul 27012014 - 07022014 koolituse
Kotseloomateadus I [Labaratory Animal Science 1), ARBS.00.001 (koalituse maht: 130 tundi=5EAF)

KOOLITUSE 51500

Kursusel kisidet jingmizeld teemasid: kehtivald rligisisesed, Eurpopa Liidu ja rahvuswabelised Sigusakle, mis
kidzitlesid katseloomade kasvatamist, katseloomadega varustanist ja katseloomede kasutamist: katseloomade
hariduslikel ja readuslikel eesmarkidel kasutamise eetilisi aspekte; loomkatse asendamise, vihendamise |a
taiustamize noudeld: hiire ja rot bicloopga, sealbulgas anatpemia, fOsicleogia, paljunemine, geneetika |a
geneetiline muundaming; lomade liigiomane kaltumine ja nende elukeskkonna mitmekesistamine; hiire ja roti
kasitlemismeetodid ja katsed; hiirte ja rottide heaalu ja nende tervise seire; losmade stressi, valu ja kanmatuste
tuvastamine feakusega hiirel ja rotil; anesteesia ja analgeesia; katseloomade hukkamine,

Koolitwsel asaleny on teostansd jArgmised praktilized protseduourid:
Hirega tigiatud predgadarid Rotiga teostatud protseduurid
1] e kas thamine: T | || iRetl kbsitiomin:
Sabanl etmne Eabast IBsimine
Sl 5eut menkd
o0 makaming oo midramine |
2] MErgistamino: 2| Whirgs laming:
Markeriga Wiarkariga
kbreade pogusismine (eresissssriud noma’) kbramde pogusiam ine (anesieseeiud komall
Wachanumbiis lugaming | | | 1 S0stiming
3] Blstiemdni: -nataaluni 5.0
srahsabins 5o, ~hiSinurda i g
Eprubindes Lp. {kohushusbi 4] ManemEng annusis=ing g; |
Bl Ve wdtming: I Vore wibmire; ]
wana saphens jois 4 -9 Nl BN (Jela vaenisl,)
g el i st B -SEl0 Wl jo arar
B Loama hukhaming 6] Looma hukkaming
.sDdame punkiskion -lisizey
-lisgoae TITuvasianud lesma surma
TITuvasisnsd looma surea Bl Tecatanud lakangu d
B Teostamd lahangu

Liibiviidud protseduure kontrollisid: Janni Nilranan, Arja Konttinen, Ivar Blank, Heli Sire, Sulev Kuuse

Kal Okva
vastutay dppejdud

L
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LISA 3. Kahjustuseta hiire maks peale X-gal’i to6tlust. Tuumad on vérvitud

hematoksiiliiniga. Mo6tldik 50 pm.
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