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Sissejuhatus

Kolorektaalvahk ehk inimese jame- ja kdarsoolevahk on maailmas kolmandal kohal pahaloomuliste
kasvajate hulgas, mistdttu on oluline leida uusi ravimeetodeid. Vahkkasvajates on hairitud
regulatoorsed rajad, mis vastutavad normaalse proliferatsiooni eest. Piiramatuks rakujagunemiseks
vajab muude omaduste muutmise korval kasvajarakk ka rakuenergeetika reprogrammeerimist, et
muuta energia tootmine rakus efektiivsemaks. Vahkkasvajatel on tdheldatud erinevaid
metaboolseid fenotiiipe, kuid enim levinud on gliikol{ilisi domineerimine tavapéarase oksiidatiivse
fosforiiilimise asemel.

Kolorektaalvahi arengu esimene etapp on tavaliselt premaliigsed soole limaskesta valjasopistused
ehk neoplastilised poliibid. Pahaloomuliseks muutumisel mangivad pdhilist rolli raku
bioenergeetika ja mitokondriaalse DNA mutatsioonid. Oluline on valja selgitada kolorektaalvahi ja
premaliigsete polllpide energiametabolism, et mdista tervet vahiarengu protsessi ja leida sobiv
sihtmark ravimitele. Sellel p&hjusel oli antud t66 eesmargiks kirjeldada soolepoliilpidele ja
kolorektaalvdhile omast energiametabolismi iseloomustades ja vorreldes eksperimentaalselt
jalgitud mitokondriaalset hingamist kliinilises materijalis.

Too teoreetilises osas keskendutakse energia tootmisele rakus. Seejuures kirjeldatakse
mitokondriaalset hingamist ja selles toimuvaid muutuseid vahirakkudes. Lisaks tuuakse vilja
mitokondri roll tumorigeneesis ja metaboolses reprogrammeerimises, pannes réhku Warburgi
efekti mehhanismile ja heksokinaaside rollile selles. Samuti poorati tdhelepanu energiatranspordi
radadele ja nende osalusele metaboolsetes muutustes. T66 eksperimentaalses osas kirjeldatakse
energia tootmist inimese soolevahis, poliibis ja terves soolekoes. See algab kliinilise materjali
oksugraafilise anallitisiga, mille po&hjal arvutati Michaelis-Menteni konstant ADP suhtes ja
maksimaalne ADP poolt aktiveeritud hingamine. Jargmiseks maarati energia toomisel ja
energiatranspordis osalevate 18 geeni ekspressioonitasemed kliinilises materjalis reaalaja
kvantitatiivse poordtranskriptsiooni PCR meetodil.

Antud t66 tulemustest selgus, et soolepoliitipides on glikollisi aktiivsus kérgem kui terves
soolekoes ja kasvajas. Seda naitasid nii okstigraafilise anallilisi kdigus mdddetud parameetrid kui ka
glikoosi kasutamises osalevate geenide ekspressioonitasemete t6us. Vastupidiselt kirjanduses
varasemalt vélja toodud tulemustele ei saanud kinnitust soolevdhile omandatud gliikolliitiline
fenotilp, vaid antud t66 tulemused nditasid markimisvaarset okslidatiivse fosforiiiilimise rolli.



1. Kirjanduse ulevaade

1.1 Vdhkkasvaja tunnusmargid

Vahkkasvajatele on iseloomulik, et rakkudes on hairitud regulatoorsed rajad, mis harilikult tagavad
tervetes rakkudes normaalse proliferatsiooni ja homdostaasi. Inimorganismist on leitud rohkem kui
100 erinevat vahitttpi, mille puhul rakutsiikkel on kontrollimatu. Selleks, et leida Ghiseid jooni
erinevate vahkkasvajate puhul on Hanahan ja Weinberg pakkunud valja kiimme vahi pohiomadust
(Hanahan & Weinberg, 2000, 2011). Nendeks on proliferatiivse signaliseerimise sailitamine,
kasvusupressorite  valtimine, immuunlagundamise valtimine, replikatiivse surematuse
vBimaldamine, tuumori teket soodustav pdletik, invasiooni ja metastaseerumise aktiveerimine,
angiogeneesi soodustamine, genoomi ebastabiilsus ja mutatsioonid, rakusurma valtimine ning
rakuenergeetika reprogrammeerimine.

Antud t66s keskendutakse rakuenergeetika reprogrammeerimisele, sest efektiivne energia
tootmine ja kasutamine on oluline vahile iseloomuliku kontrollimatu jagunemise ja kiire kasvu
toetamiseks. Vahkkasvajaid ei saa mdista ainult péhiomaduste jargi, vaid arvesse tuleb vétta ka
kasvaja mikrokeskkonna panust kasvaja tekkesse ja arengusse, sest metaboolsetes radades
osalevad metaboliidid asuvad kasvaja Umbruses (Hanahan & Weinberg, 2011; Herst, Grasso, &
Berridge, 2018).

1.1.1 Kolorektaalvdhk ja soolepoliiiibid

Kolorektaalvdahk (CRC) on maailmas kolmandal kohal pahaloomuliste kasvajate hulgas ja
prognooside kohaselt suureneb selle osakaal veelgi (La Vecchia & Sebastidan, 2020). CRC on
komplekshaigus, millel on geneetilised, keskkondlikud ja elustiili riskifaktorid (Brenner, Kloor, &
Pox, 2014). Enamik juhtumitest on juhuslikud ja arenevad aeglaselt. Raviks kasutatakse
operatsiooni ning neoadjuvantset kiiritusravi, mida teostatakse enne kirurgilist ravi, ja adjuvantset
keemiaravi, mida kasutatakse parast kirurgilist ravi. Kaugele arenenud CRC ravi on keeruline ja
I6puks areneb vilja resistentsus erinevate ravivormide suhtes, mistottu tekivad metastaasid
muudes organites (Brenner et al., 2014; Jing et al., 2019; La Vecchia & Sebastian, 2020). Aina enam
lisandub uuringuid, mille jargi uus efektiivne ravivdimalus vdiks olla rakumetabolismi mdjutamine
(La Vecchia & Sebastian, 2020).

CRC areng algab enamasti soole limaskesta valjasopistustest ehk poliilipidest (joonis 1). Need
jagunevad neoplastilisteks ja mitte-neoplastilisteks, mis omakorda vdivad olla hiiperplastilised,
hamartomatoossed ja poletikulised. Risk, et polilbist areneb kasvaja, soltub selle
endoskoopilistest ja histoloogilistest omadustest. Pahaloomuliseks ehk maliigseks vdivad areneda
vaid neoplastilised polidbid. Vahi arenguni viivad kromosoomide ja mikrosatelliitide
ebastabiilsused, mis aktiveerivad onkogeene vdi parsivad tuumori supressorgeene (De Palma et al.,
2019; Vogelstein et al., 1988). Poliilibi tileminekul kasvajaks sisenevad poliilibid submukoosasse,
mis annab voimaluse metastaseerumiseks. Enamus neoplastilisi polllpe ei arene pahaloomuliseks,
kuid suur osa CRC kasvajatest on arenenud neist (Shaukat et al., 2020; Shussman & Wexner, 2014).
Kolonoskoopia kaigus on keeruline eristada mitte-neoplastilisi poliitipe neoplastilistest, mis véivad
areneda soolevahiks (Shussman & Wexner, 2014). Raku bioenergeetika ja mitokondriaalse DNA



(mtDNA) mutatsioonid on olulise tahtsusega neoplastilise poliitibi muutumisel pahaloomuliseks.
Naidatud on, et glikolllsi tase tOusis markimisvadrselt suurenenud adenokartsinoomides.
Jareldatud on ka, et soolepoliilipide ja CRC bioenergeetilised profiilid on sarnased (Lin et al., 2019).

Adenokartsinoom

Raske astme

diisplaasia
Adenoomsed poluubid: (vahieelne polatip) Vahkkasvaja
Suur
Hiper-
proliferatsioon Viike
. /-\_
| healoomuline | ‘ maliigne —‘

Joonis 1. Soolepoliilipide areng algab epiteliaalsete rakkude suurenenud proliferatsioonist.
Adenoomsete poliilipide kasvamisel tekib viimaks rakkude diisplaasia, mis on vahieelse poliilibi
seisund. Maliigseks muutudes tekib adenokartsinoom, mis siseneb soole limakesta ja millest areneb
edasi vahi siirdeid andev metastaseeruv viahkkasvaja (Elzagheid, Libya, & Al-Fituri, 2020).

1.2 Energia tootmine rakus

Glikoos on peamine energia- ja susinikuallikas loomarakkudes (Bonora et al., 2012; Meyerhof,
1927). Energia tootmine algab raku tsltoplasmas gliikolttsiga, mille kdigus glilkoos muudetakse
hapniku juuresolekul pliruvaadiks ja selle olemasoluta laktaadiks. Glukoliis on oluline vaheetapp
aminohapete ja rasvade slinteesiks. Glikolidsi viivad labi kimme ensiimi ja protsessi energia
netosaagis on 2 ATP molekuli. Anaeroobsetes tingimustes redutseeritakse pliruvaat laktaadiks
NADH ja laktaadi dehlidrogenaasi (LDHA) abil (Pavlova, Zhu, & Thompson, 2022). Sellist protsessi
vOib ndha ka aeroobsetes tingimustes eukartiootide eritrotsiitides, millel puuduvad mitokondrid,
ja vahirakkudes, kus seda protsessi kirjeldas esmalt Otto Warburg (Bonora et al., 2012; O Warburg,
Wind, & Negelein, 1927).

1.2.1 Mitokonder ja rakuhingamine

Mitokonder on kahe membraaniga rakuorganell, mille peamine (lesanne on toota
adenosiintrifosfaati (ATP) tsitraaditsikli (TCA) ja oksldatiivse fosforiilimise (OXPHQOS) kaigus
(Bellance & Patrick Lestienne, 2009; Bonora et al., 2012; Burke, 2017; Siekvitz & Potter, 1955; van
der Bliek, Sedensky, & Morgan, 2017). Mitokondri valismembraan (MOM) on labilaskev ja selles
koonduvad erinevad valgud, mis vastutavad mitokondri normaalse funktsioneerimise eest. MOM-i
Ulesanne on siduda mitokondrit teiste rakuorganellidega nagu endoplasmaatiline retiikulum,
lisosoomid, endosoomid ja rakumembraan. Seevastu mitokondri sisemembraan (MIM) imbritseb
mitokondri maatriksit moodustades kristasid. Need tagavad suurema pinna hingamisahela
kompleksidele, et voimaldada piisav energia tootmine rakus (Giacomello, Pyakurel, Glytsou, &
Scorrano, 2020; Herst et al., 2018). Eukarliootses rakus on rakuhingamise teoreetiline saagis lihe
gliikoosimolekuli kohta 36 ATP-d (Bonora et al., 2012).

Mitokondrid on olulised ka muudes elutdhtsates rakuprotsessides nagu bioslinteesi
eellasmolekulide ja reaktiivsete hapnikulihendite (ROS) tootmine, raku proliferatsiooni ja



signaalililekande regulatsioon, apoptoosi indutseerimine ja tsiitosoolse Ca?* tasakaalu hoidmine
(Simula, Nazio, & Campello, 2017; Wallace, 2012). Muutused mitokondris vdivad mojutada
eelmainitud rakuprotsesse ning transkriptsioonifaktoreid ja kromatiini struktuuri muutes raku
mitteaktiivsest ja diferentseerunud olekust aktiivselt proliferatiivseks (Wallace, 2012).

Tsitraaditstikkel (TCA), mida tuntakse ka Krebsi tsiiklina, toimub mitokondri maatriksis. Pliruvaadist
toodetakse atsetiililkoensiiim A, mis TCA-s okslideeritakse ning tekivad ka molekulid NADH ja
FADH. Need on elektronkandjad, mis alustavad OXPHOS-i (van der Bliek et al., 2017). Algava
OXPHOS-i kaigus muudetakse keemiline energia elektrokeemiliseks gradiendiks MIM-is asuvate
elektrontranspordiahela (ETA) komplekside kaudu. OXPHOS-i substraadid ja produktid
transporditakse 1abi MOM-i pingest sGltuva anioonkanali (VDAC) kaudu (Wallace, 2012). Protsessi
kaigus kasutatakse hapnikku, mis on elektronide vastuvotjaks, et moodustada vesi (H20). Hapniku
tarbimist saab mdo6ta, et hinnata mitokondri funktsiooni (Burke, 2017; van der Bliek et al., 2017).

ETA komplekse on neli (CI-CIV) (joonis 2). Cl on NADH-CoQ okslidoreduktaas, mis kannab elektronid
NADH-It koensiiim Q-le (CoQ). Cll oluline roll on siduda TCA-d ja elektrontransporti labi suktsinaadi
dehilidrogeenimise. CoQ ja tsitokroom c (Cyt-c) on mobiilsed elektronkandjad komplekside vahel.
CoQ viib elektronid Cl ja CI-It Clll-le. Cyt-c kannab elektronid CllI-It edasi CIV-le. Clll on nende kahe
mobiilse elektronkandja oksiidoreduktaas. CIV ehk Cyt-c okslidaas I&petab elektroniilekande ETA-s
tootes hapnikust vett. ATP slintaas, teise nimega ka kompleks V, kasutab elektrokeemilises
gradiendis salvestatud energiat, et toota adenosiindifosfaadist (ADP) ATP-d (Burke, 2017; van der
Bliek et al., 2017).

Maatriks
N
NAD
N, + 4
MADH \ H
,-" _» ATP
FAD+2H" '.\
Sise- FADH, h v “— ADP+ P
w, 1
membraan & v 4 ATPsintaas
CoQ.. b
e _—¥ e -
il s o th
tsiitokroom-c o
Membraanide- 2oy

. ' H
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Joonis 2. Mitokondri sisemembraanil paiknevad OXPHOS-i komponendid, mille ilesanne on toota
ADP-st ATP-d. Cl toodab NADH-ist NAD* ja Cll FADH,-st FAD. ClI, CllI ja CIV on kujutatud
eraldiseisvatena, kuid tavaliselt esinevad need respiratoorse komponendina toimiva
superkompleksina. Valja on toodud ka vesiniku liikumine komplekside vahel (van der Bliek et al.,
2017).



1.2.2 Mitokondri roll tumorigeneesis

Mitokondril on keskne roll metaboolse plastilisuse diinaamikas, mis on esmavajalik tuumori tekkes,
invasioonis ja metastaseerumises (Herst et al., 2018). Olulisel kohal tumorigeneesis on aeroobne
glikolliis, ROS kogunemine, antiapoptootilised signaalid ja hiipoksia. Muutused mitokondri
parilikkusaines  reguleerivad metabolismis oluliste ensiimide hulka ja aktiivsust.
Transkriptsioonifaktorid, mille aktiveerimine vdi inhibeerimine tuleb tuumorile kasuks, on naiteks
hlpoksiaga indutseeritav faktor 1-a (HIF1la), aktivaatorvalk 1 ja tuumafaktoriga eritroid 2 seotud
faktor 2 (Badrinath & Yoo, 2018).

Paljud anaboolsed rajad asuvad just mitokondri maatriksis (Herst et al., 2018). Suurem osa
uuringuid on tehtud in vitro, et leida CRC rakkudele omaseid metaboolseid radu, kuid varskemad
uuringud naitavad, et in vivo voib mikrokeskkond md&jutada metaboolset fenotiiiipi (La Vecchia &
Sebastian, 2020; Muir, Danai, & Vander Heiden, 2018). Rakud, milles on anabolism kesksel kohal,
transpordivad TCA tsiklis toodetud tsitraadi mitokondrist valja, et slinteesida rasvhappeid ja
kolesterooli tsitosoolis, mis on vajalikud rakumembraani ehituseks (Paviova et al., 2022).
Aminohappeid kasutatakse nukleotiidide lammastikaluste puriini ja purimidiini siinteesimiseks
(Vyas, Zaganjor, & Haigis, 2016). Mitokondri vdlimuse pdhjal saab eeldada, missugust rakuhingamist
eelistatakse. Ohemad ja viljavenitatud mitokondrid on seotud suurenenud OXPHOS-i aktiivsusega
ja laienenud kristade struktuurid eelistavad glikoliilsi (Simula et al., 2017). Muutused mitokondrite
massis voivad viidata bioslinteesi ja mitofaagia ebanormaalsele funktsioonile (Vyas et al., 2016).

ETA kompleksid on olulised tuumori kasvus ja metastaseerumises (Tan, Baty, & Berridge, 2014).
Katsed melanoomi ja rinnavahi rakuliinidega on ndidanud tuumori aeglast kasvu, kui vahirakkudes
puudub mtDNA (Tan et al., 2015). M6ned mutatsioonid mtDNA-s pdhjustavad ETA inhibeerimist,
mis soodustab CRC tekkimist ROS-sdltuvalt (Bellance & Patrick Lestienne, 2009; Kaori et al., 2008).
Kall aga on naidatud, et Cll on funktsionaalselt aktiivne CRC puhul (Kaldma et al.,, 2014).
Hingamisahela kompleksi Cl ebanormaalne funktsioon panustab mitmesuguste vahkkasvajate, nt
kopsuvahk, pankreaseviahk, rinnavdahk (lommarini, Calvaruso, Kurelac, Gasparre, & Porcelli, 2013),
ja neuroloogiliste haiguste, nt Parkinsoni tove, tekkesse (Bellance & Patrick Lestienne, 2009; Vogel,
Nijtmans, Ugalde, van den Heuvel, & Smeitink, 2004). Cl ja Clll leekspresseerumine vG&ib viia
tuumori metastaseerumiseni (Frank et al., 2010), mille inhibeerimist on ndidatud metformiiniga.
Samuti on leitud kdige rohkem mutatsioone Cl geneetilises materjalis kilpnaarmekasvaja rakuliinide
puhul (Yeh et al., 2000). Cll allareguleerimisega kaasneb suktsinaadi taseme t&us, mis stabiliseerib
HIFla-d ja soodustab Umberlilitust glikoliilisile (Badrinath & Yoo, 2018; Kluckova, Bezawork-
Geleta, Rohlena, Dong, & Neuzil, 2013; Wallace, 2012). CIV mutatsioonid on seotud naiteks
epiteliaalse munasarjavahiga (Permuth-Wey et al., 2011).

1.3 Metaboolne reprogrammeerimine

Nii normaalsed kui ka kasvajarakud reguleerivad oma metabolismi vastavalt diferentseeritusele ja
funktsionaalsele staatusele ning mikrokeskkonna muutustele (Herst et al.,, 2018). Aeroobsetes
tingimustes muudavad normaalsed rakud tsitosoolis gliikoosi puruvaadiks glikoliilsi teel ja
seejarel plruvaadi mitokondrites stsinikdioksiidiks (CO,). Anaeroobsetes tingimustes eelistab rakk
glikollisi ja mitokondritesse saadetakse vdhe plruvaati. Otto Warburg tdheldas esmalt, et
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vahirakkudes toimub metaboolne reprogrammeerimine, kus isegi hapniku olemasolul rakk eelistab
glukolusi. Seda seisundit nimetatakse aeroobseks glikolllsiks ehk Warburgi efektiks (Hanahan &
Weinberg, 2011; O Warburg et al., 1927). Uks olulisi aspekte metabolismis on gliikoliiitilise ja
mitokondriaalse energia tootmise tasakaal, millele avaldavad survet ka stressorid keskkonnast.
Peamine neist, mis viib rakud glikolidtilisele teele, on hiipoksia (Herst et al., 2018; Jing et al., 2019).

Herst koos kolleegidega pakub vélja, et metaboolne muutus vdib oleneda kasvajakoe seisundist.
Aeglaselt kasvav primaarne tuumor eelistab OXPHOS-i ja invasiivses olekus vahetab selle gliikol{iisi
vastu vilja. Metastaatiline kasvaja eelistab hiljem jalle OXPHOS-i (Herst et al., 2018). Kiill aga pole
vOimalik 6elda, kas on olemas kindel metaboolne fenotlip, mis tagaks eduka metastaseerumise
(Bellance & Patrick Lestienne, 2009; Danhier et al., 2017).

1.3.1 Warburgi efekt

Otto Warburg pakkus esimest korda 1920. aastatel vdlja, et vahkkasvaja tekke pdhjustaja vdib olla
mitokondriaalse rakuhingamise vdhenemine ja glikolldtiline Gmberlilitus. Warburgi efekti
kohaselt ei liigu pilruvaat edasi Krebsi tsiiklisse ja gliikolllsi osakaal suureneb ka hapniku
juuresolekul (O Warburg et al., 1927; Otto Warburg, 1956). Katsetes hiire kasvajarakkudega naitas
Warburg koos kolleegidega, et kasvajarakud saavad aeroobsest glikollusist ligikaudu sama palju
energiat kui OXPHOS-ist. Hiljem on ndidatud, et kasvajarakkude mitokondrites on mitmesuguseid
muutuseid, mis hdlmavad struktuuri, funktsiooni ja aktiivsust. Need muutused vdivad viia
poordumatu rakuhingamise kahjustuseni, kus vahirakud ei muutu kunagi tagasi normaalselt
funktsioneerivateks rakkudeks (Pedersen, 2007; Otto Warburg, 1956).

Kasvajarakk voib eelistada glikolitsi OXPHOS-ile, sest gliikollilis annab siisinikuallika anaboolsete
reaktsioonide jaoks. Laktaat, mis on glikolitiline kdrvalprodukt, korjatakse tles stroomarakkude
poolt ja muudetakse plruvaadiks (Koukourakis, Giatromanolaki, Harris, & Sivridis, 2006; Pedersen,
2007). Mitokondriaalsete funktsioonide inhibeerimine viib plruvaadi akumuleerimisele tsiitosooli,
kus see muudetakse laktaadiks (Wallace, 2012). Happelise laktaadi abil suudavad kasvajarakud
vastu panna organismi immuunsisteemi rinnakutele. Laktaadi transportimisega rakust vilja
kaasneb ka NAD* tootmine, et tagada glikoliis. Laktaadi poolt pdhjustatud madal pH kasvajaraku
keskkonnas on negatiivse m&juga normaalsetele imbritsevatele rakkudele ja soodustab kasvaja
invasiooni (Payen, Porporato, Baselet, & Sonveaux, 2016). Samuti aitab Warburgi efekt
kasvajarakkudel kauem vastu pidada, kui peaks tekkima hapnikupuudus (Mathupala, Ko, &
Pedersen, 2009; Pedersen, 2007). Glukolttilised kasvajarakud voivad hipoksia korral teha
koost66d OXPHOS-i kasutavate kasvajarakkudega, et vahetada laktaati glikoosi vastu (Payen, Mina,
Van Hée, Porporato, & Sonveaux, 2020; Sonveaux et al., 2008). Rakuvaline laktaat voib pakkuda ka
stsinikuallikat, kui kasvaja keskkond on gliikoosivaene (Pavlova et al., 2022).

Kui glikoliusi osakaal rakus tduseb, siis peab suurenema ka gliikoosi transport rakku, mis toimub
labi gliikoosi transporterite (GLUT) (Pavlova et al.,, 2022). Antud t60s keskendutakse GLUT
isovormidele 1 ja 5, mis kuuluvad glikoosi transporterite teise klassi. GLUT5 nimetatakse fruktoosi
transporteriks, sest sellel on kdrgem afiinsus fruktoosile kui gliikoosile (Holman, 2020). Suurenenud
GLUT ekspressioonitasemed on seotud tuumorite kasvuga ning viitab vahi glikolUutilisele
fenotillbile ja Warburgi efektile (Ganapathy-Kanniappan & Geschwind, 2013; Holman, 2020).
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Glikolttilise aktiivsuse tous viib ka suurenenud laktaadi valja viimiseni rakust, mis toimub labi
monokarboksilaadi transporterite (MCT) ja lisaprootoni abil (Halestrap, 2012; Pavlova et al., 2022).
Terved soolerakud saavad 60-70% energiast rasvhapetest, tdpsemalt butiiraadist, mille
transpordiks rakku sisse on samuti olulised MCT-d (Lambert, Wood, Ellis, & Shirazi-Beechey, 2002).
Uuringud vahiproovidega on ndidanud MCT 1, 2 ja 4 isovormide Ulesreguleerimist. Peamiselt
stimuleerib Ulesreguleerimist hiipoksia aktiveerides HIFla transkriptsioonifaktori aktiveerimises
(Payen et al., 2020). Korged MCT ekspressioonitasemed on seotud tuumori invasiooni ja
metastaseerumisega CRC-s (Ganapathy-Kanniappan & Geschwind, 2013; Nakayama et al., 2012;
Pinheiro et al., 2008).

Adenosiinmonofosfaadiga  aktiveeritud  proteiinikinaas (AMPK) indutseerib  gliikol{iisi
energiapuuduse korral surudes maha ATP-d tarbivad signaalrajad (Hardie, 2011). AMPK on
tuumorsupressor signaalradades, mis osalevad raku kasvus ja proliferatsioonis (Hardie & Carling,
1997). Samas on leitud, et see voib olla ka tuumorit soodustav (Jones et al., 2005), kuid
mehhanismid, mis on seotud metaboolse stressiga vahirakkudes, on seni |Gpuni teadmata. Raku
metabolismi seisukohalt arvatakse, et AMPK reguleerib metabolismiga seotud geenide
ekspressiooni (Hardie, 2011). On leitud, et AMPK suurendab mitokondri biogeneesi (Bergeron et
al., 2001) roti skeletilihastes. Vahirakkudele on AMPK kasulik, sest see hoiab raku metabolismi
homoostaasi glilkoosi puuduse korral muude biomolekulide abil nagu glutamiin, laktaat ja
rasvhapped (Chaube et al., 2015).

1.3.2 Heksokinaaside seos Warburgi efektiga

Heksokinaaside (HK) tlesanne on katallilsida reaktsiooni, mille kdigus muudetakse glilkoos ATP
fosfaatgrupi abil glikoos-6-fosfaadiks (joonis 3). Imetajate rakkudes on neli HK isovormi, millest
HK1 ja HK2 asuvad peamiselt MOM-is, HK3 perinukleaarses ruumis (PNC) ja HK4 raku tsitosoolis
(Mathupala et al., 2009). Pedersen koos kolleegidega pakkus 2007. aastal valja mudeli, mille jargi
Warburgi efekti soodustab Uleekspresseeritud HK2 seondudes pingest soltuva anioonkanaliga
(VDAC) ja poOhjustades seeldbi konformatsioonimuutuseid (Pedersen, 2007). Tavaliselt
ekspresseeritakse HK2 geeni normaalsetes rakkudes viahe (Mathupala et al., 2009).
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Joonis 3. Glikoosi metabolism glikoliutilises kasvajarakus. Gliikoosi transporterid (GLUT) viivad
glikoosi labi plasmamembraani raku sisse, kus see fosforiilitakse HK2 poolt, mis on MOM:-il
VDAC-iga seotud. Selle tulemusel saadakse gliikoos-6-fosfaat, mis vdib siseneda kahele
metaboolsele rajale. Uks variant on pentoosfosfaadi rada, mille tulemusena siinteesitakse
nukleiinhapete eellasmolekulid. Teine variant on selle muutmine piruvaadiks, mis (a) siseneb
mitokondrisse v6i (b) muudetakse laktaadiks ja transporditakse monokarboksilaadi transporterite
(MCT) poolt rakust vélja (Mathupala et al., 2009).

Pdhjused, miks kasvajad vdivad eelistada HK2 isovormi, on parem substraadi afiinsus ja kataldtiline
aktiivsus ning hiidrofoobne domeen, mis on seotud VDAC-iga. HK2 on seotud MOM-il tavaliselt
VDAC1 isovormiga (Reinsalu et al.,, 2021), mis aitab valtida HK2 inhibeerimist selle enstiimi
reaktsiooniprodukti gliikoos-6-fosfaadi poolt (Pedersen, 2007). VDAC1 on mitokondriaalne valk,
mis reguleerib rakutsiiklit ja kontrollib ioonide, metaboliitide, nukleotiidide, Ca?* liikumist
mitokondrisse ja vélja (Shoshan-Barmatz, Ben-Hail, Admoni, Krelin, & Tripathi, 2015). VDAC1 seotus
HK1 ja HK2-ga annab ka muid eeliseid nagu kdrgem MOM-i labilaskvus adeniini nukleotiididele,
suurenenud aeroobne gliikollils, parem resistentsus apoptoosile ja kaitse okslidatiivse stressi eest.
VDAC-i ja HK seostumist on tagasi pooratud HK2 inhibiitoritega nagu 3-bromopiruvaat, mida on
katsetatud ka vahivastase ravimina (Mazure, 2017; Reinsalu et al., 2021; Shoshan-Barmatz et al.,
2015).

1.4 Energiatranspordi radade osalus metaboolsetes muutustes

Raku tstitosoolis ja mitokondrites toimub energia tlekanne fosfaatgruppide abil, mida kataltisivad
kreatiinkinaasid (CK) ja adeniilaatkinaasid (AK). Kasvajarakkude suure energiandudluse t6ttu on ka
nendel oluline roll raku metaboolsetes muutustes. Varasemad uuringud CRC puhul on naidanud
allareguleeritud CKisovorme ja AK isovormid on vastupidi tilesreguleeritud (Chekulayev et al., 2015;
Kaldma et al., 2014). Soolevahirakud suudavad CK signaalrajad vahetada AK omade vastu, et tagada
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metaboolne plastilisus, mille regulatsioon vdib olla seotud VDAC-i ldbilaskvusega (Reinsalu et al.,
2021). Kui AK on allareguleeritud, siis CK-d suudavad kompenseerida nende t66d (Yan, 2016).

1.4.1 Kreatiinkinaasid

Kreatiinkinaaside (CK) llesanne on tagada ATP homoostaas rakkudes, kus ATP muudetakse
fosfokreatiiniks keemilise energia hoiustamiseks (Loo et al., 2015). Tsutosoolsed CK-d muudavad
fosfokreatiini jalle ATP-ks energiat tarbivates kohtades. Inimesel on leitud neli CK isovormi, millest
siin keskendutakse ajutlilipi kreatiinkinaasile (CK-BB) ja mitokondriaalsetele kreatiinkinaasidele
(CK-MT) 1 ja 2 (Yan, 2016). CK lihtsustab tuumoris rakujagunemist ja inhibeerib apoptoosi.
Kasvajarakud indutseerivad CK-BB sekretsiooni, et tulla toime metaboolse stressiga (La Vecchia &
Sebastian, 2020). Haired CK-BB aktiivsuses vahendavad gliikollilisi aktiivsust ja suurendavad
OXPHOS-i osakaalu (Yan, 2016). CRC puhul viib CK-MT allareguleerimine selleni, et fosfokreatiini ei
saa toota ja kaob VDAC-mtCK-ANT kompleksi vaheline funktsionaalsus. Selle tulemusena tekib
VDAC-HK-ANT kompleks (Reinsalu et al., 2021).

1.4.2 Adeniilaatkinaasid

Adendlaatkinaasid (AK) on olulised rakusiseses metaboolses signaliseerimises (Dzeja & Terzic, 2009;
Klepinin et al., 2020) ja regulatsioonis (Fujisawa et al., 2016). Katalii(tilise reaktsiooni kaigus, kus 2
ADP molekuli muudetakse AMP ja ATP molekulideks, suudab AK margata vaikest muutust ATP/ADP
suhtes AMP kontsentratsiooni abil. Seejarel AK aktiveerib AMP-aktiveeritud proteiinkinaasi (AMPK),
mis viib ATP tootmiseni. Samaaegselt lllitatakse valja bioslinteesirajad (D Grahame Hardie, Ross, &
Hawley, 2012). Praegu on leitud AK Gheksa isovormi (AK1-AK9), millest antud t66s keskendutakse
AK1, AK2, AK4 ja AK6-le. AK1 on peamine isovorm tsiitosoolis ja on ekspresseerunud suure
energiavajadusega kudedes. AK2 asub MIM-is ja kristadevahelises alas, AK4 mitokondri maatriksis
ning AK6 rakutuumas. Ainult AK1 ja AK6 ekspresseeruvad teatavasti kdikides kudedes (Klepinin et
al., 2020; Panayiotou, Solaroli, & Karlsson, 2014). AK1 madalat ekspressiooni on taheldatud
akuutses mieloidses leukeemias, kus see reguleerib gliikoosi transporti rakku (Zhang et al., 2020).
Korget ekspressiooni aga Parkinsoni tove ja kopsu adenokartsinoomi puhul (Jan, Lai, Yang, Huang,
& Hsiao, 2019). AK2 funktsiooni langus soodustab rakkude proliferatsiooni rinnavahi rakuliinides
MCF-7 ja C33A (H. Kim et al., 2014). Lisaks on AK2 agressiivhe onkogeen kopsu adenokartsinoomis
(Liu et al., 2019). AK4 ekspressiooni indutseerib hiipoksia. HelLa rakuliiniga tehtud katsetes leiti, et
AK4 moodustab komplekse ANT, HK-2 ja VDAC-iga efektiivsemaks ADP kasutuseks. See kompleks
omakorda soodustab kdrget glikoluitilist aktiivsust kasvajarakus (Fujisawa et al., 2016). AK6 korge
ekspressioon osaleb Warburgi efekti tekkes rinnavahi, CRC ja osteosarkoomi puhul (Bai et al., 2016;
Xu, Yang, & Zheng, 2021). Madal ekspressioon seevastu mojutab DNA parandamist akuutses
mieloidses leukeemias (Xu et al., 2019). Erinevate AK isovormide kaditumine CRC puhul vajab
tdiendavaid uuringuid (Reinsalu et al., 2021).
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2. Too eesmargid

Kolorektaalvahi arengu ja bioenergeetilise profiili méistmiseks on oluline mdista ka vahieelse etapi
omadusi. Tanaseks on premaliigsete soolepoliilipide metaboolsete muutuste ja energia tootmise
regulatsiooni kohta vahe andmeid. Sellest tulenevalt on antud bakalauruset66 eesmarkideks:

1. iseloomustada mitokondriaalse  hapniku tarbimise  aktiivsust  premaliigsetes
soolepoliilipides ja soolevahi kasvajakoes ning vorrelda seda terve soolekoega;

2. leida korrelatsioon gliikoosi metabolismis ja OXPHOS-is osalevate geenide ekspressiooni ja
soolevdhis esinevate funktsionaalsete metaboolsete muutuste vahel vdrreldes tervet
soolekude, kasvajakude ja soolepoliilipe;

3. kirjeldada mitokondriaalsete  kinaaside  geeniekspressiooni  seostades  neid
energiatranspordiradade Umberkorraldustega soolevahis ning vorrelda
ekspressioonitasemeid terves soolekoes, kasvajakoes ja soolepoliitpides.
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3. Materjalid ja meetodid

3.1 Kliiniline materijal

Antud uurimuses teostatud katsed on kooskdlas Tallinna Meditsiiniuuringute Eetikakomitee
otsustega nr 2182 ja 2183. Katsetes kasutati inimese soolepolttbi (n=13) ja kolorektaalvahi (CRC)
(n=20) proove. Soolepoliilibid eemaldati patsientidelt Laane-Tallinna Keskhaigla endoskoopia
osakonnas kolonoskoopia teel ja CRC proovid saadi P6hja-Eesti Regionaalhaigla onkoloogia- ja
hematoloogiakliinikust. Paralleelselt kasvaja proovidega (T) koguti samadelt patsientidelt ka
kontrollkoe (C) proovid. Vahi patsiendid ei olnud eelnevalt saanud keemia- ega kiiritusravi. Proovide
transportimiseks kasutati Mitomedium B lahust (0,5 mM EGTA, 3 mM K-Laktobionaat, 3 mM
KH;PO4, 20 mM tauriin, 20 mM HEPES, 110 mM sahharoos; pH 7,1) (Kaambre et al., 2012), kuhu oli
lisatud BSA (5 mg/ml), DTT (0,5 uM) ja leupeptiin (5 uM). Hilisemaks geeniekspressiooni analtilisiks
transporditi paralleelselt proovid ka RNA Lateris (Qiagen).

3.2 Oksiigraafiline analiiis

CRC ja soolepoliilpide mitokondriaalset rakuhingamist mdddeti Oroboros Oxygraph-2k
anallUsaatoritega (Oroboros Instruments, Austria). Okslgraafi kahes kambris on Clark tuupi
plaatinast elektroodid, millel on hapnikku labilaskvad membraanid hapniku kontsentratsiooni
mootmiseks (Wolfbeis, 2015). Anallisiks ettevalmistudes pandi esmalt materjal lahus A-sse (3 mM
KH2PO4, 20 mM tauriin, 5,7 mM ATP, 15 mM PCr, 9,5 nN MgCl, x 6 H,0, 49 mM MES, 7,23 mM
K2EGTA, 2,77 mM K>CaEGTA; pH 7,1), mille temperatuur oli 4 °C. Kliiniliselt materjalilt eemaldati
rasvkude ja veresooned ning valmistati Ohukesed 5-15 mg koefiibrid. Rakkude
permeabiliseerimiseks kasutati saponiini (5 mg/ml) lahuses A, mis jitab puutumata
intratsellulaarsed organellid nagu mitokondrid, kuid I6hub rakumembraani (Kuznetsov et al., 2008).
Fiibreid inkubeeriti kerge segamisega 4 °C juures 30 minuti valtel. Saadud saponiiniga té6deldud
proove pesti kolm korda Mitomedium B lahuses, milles oli lisaks DTT (0,5 pM) ja BSA (5 mg/ml).
Seejarel olid proovid okstgraafiliseks analiilsiks valmis ning jdid ootele kolmandasse
pesulahusesse.

3.2.1 Nailine Michaelis-Menteni konstant ADP suhtes

Mitokondriaalset rakuhingamist aktiveeriti lisades okstigraafi kambritesse glutamaati (5 mM) ja
malaati (2 mM), mis aktiveerivad ETA kompleksi Cl (Nelson & Cox, 2012). Seejarel lisati ClI
aktiveerimiseks suktsinaati (10 mM) (Hatefi, 1985). N&iline Michaelis-Menteni konstant (Km) on
ndiline, sest ADP kontsentratsioon mitokondri membraanidevahelises alas ei ole mé&aratud
(Anflous, Armstrong, & Craigen, 2001). Kmapp leiti ADP suhtes arvutuslikul teel lisades
modtelahusele kasvavas kontsentratsioonis ADP-d. Lisatud ADP kontsentratsioon jai vahemikku
25uM — 1 mM kuni mitokondriaalse hapnikutarbimise kiirus oli maksimaalne. Taiendavalt
kontrolliti MOM terviklikkust ja rakkude permeabiliseerimist Cyt-c lisamisel (8 uM).
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3.2.2 Gliikoosi efekt — heksokinaaside aktiivsus

Heksokinaaside aktiivsust proovides hinnati ADP ja gliikoosi juuresolekul. Hingamine aktiveeriti
glutamaadi (5 mM) ja malaadiga (2 mM) (Nelson & Cox, 2012) ning ATP-ga (0,2 mM). Seejarel lisati
gliikoosi (10mM), mis on eriti oluline energiaallikas just Warburgi efektiga vahirakkudes (O Warburg
etal., 1927). Viimasena lisati ADP (2 mM), et aktiveerida maksimaalselt mitokondriaalne hingamine

. . .. . - . . Vgic—V
energia tootmiseks. Glikoosi efekt leiti arvutuslikul teel valemiga glc efekt = %- 100%
ADP~—VATP

(Chekulayev et al., 2015), mis naitab, kui suure osa moodustab glikollisiga aktiveeritud hingamine
kogu rakuhingamisest.

3.3 Geeniekspressiooni mootmine

3.3.1 RNA eraldus

Soolepoliitibi ja CRC proovidest eraldati RNA Untergasseri protokolli (Untergasser, 2008) jargi.
Kliiniline materjal homogeniseeriti Trizoli reagendiga (Invitrogen) ja RNA eralduseks kasutati
RNeasy Mini Kit-i (Qiagen). Dnaas | lahusega (Qiagen) eemaldati proovidest genoomne DNA ja RNA
elueeriti kolonnist Rnaasi vaba veega (Qiagen). Saadud RNA kontsentratsioon m&ddeti BioSpec-
Nano spektrofotomeetriga (Shimadzu). Proovid asetati sailitamiseks -80 °C juurde.

3.3.2 ¢cDNA siintees

Eraldatud RNA-d kasutati komplementaarse DNA (cDNA) siinteesiks, mille jaoks kasutati High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Rnaasi inhibiitoriga (Applied Biosynthesis) ja nendepoolset
protokolli. Poo6rdtranskriptsiooni reaktsioonisegusse lisati peale RNA 10x RT puhvrit, 25x
desoksiinukleotiidide (dnTP) segu, 10x RT praimereid, MultiScribe™ poérdtranskriptaasi, Rnaasi
inhibiitorit ja puhast vett (MQ). Reaktsiooni ldbiviimiseks kasutati Eppendorf 5332 Mastercycler
termotsiklerit, kus alguses inkubeeriti lahust 25 °C juures 10 minutit. Seejarel toimus reaktsioon
37 °C juures 120 minutit, mida peatati poordtranskriptaasiga 5 minutit 85 °C juures. Saadud cDNA
lahjendati 30x MQ veega ja seda sailitati -20 °C juures.

3.3.3 Reaalaja kvantitatiivne poordtranskriptsiooni poliimeraasi ahelreaktsioon

Reaalaja kvantitatiivne pdordtranskriptsiooni polimeraasi ahelreaktsioon (gRT-PCR) teostati
mitokondriaalse rakuhingamisega seotud geenide ekspressioonitasemete maaramiseks
soolepoliiipides ja CRC-s. Reaktsiooni labiviimiseks kasutati LightCycler 480 Il masinat (Roche) ja
TagMan Gene Expression Master Mix-i (Applied Biosystems). Samuti olid kasutuses FAM maérkega
TagMan sondid (Applied Biosystems): aktiin-8 (Hs01060665_g1), AK1 (Hs00176119_m1), AK2
(Hs01123132_g1), AK4 (Hs03405743 g1), AK6 (Hs00360444 g1), CK-BB (Hs00176483 m1), CK-
MT1  (Hs00179727_m1l), CK-MT2 (Hs00176502_m1), HK1 (Hs00175976_m1l), HK2
(Hs00606086_m1), GLUTI1 (Hs00892681_m1), GLUT5 (Hs01086390_m1), LDHA (Hs03405707_gl),
MCT1 (Hs00161826_m1), MCT2 (Hs04332706_m1), MCT4 (Hs00358829 m1), NDUFA9
(Hs00159597_m1), SDHA (Hs07291717_mH) ja PRKAA1 (Hs01562315_m1). Valitud proovid
pipeteeriti 384 kaevuga plaadile (Applied Biosystems). Negatiivse kontrollina kasutati cDNA asemel
deioniseeritud vett ja tulemused normaliseeriti aktiin-8 suhtes.
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3.4 Andmete analiilis

Andmete anallilisimiseks kasutati keskmist vaartust ja standardviga (SEM). Erisuguste tulemuste
omavaheliseks vordluseks kasutati kahepoolset student t-testi, kus arvesse voeti p vaartusi <0,05.
Oksuigraafilise analliisi andmete tO66tlus toimus Oroboros DatlLab 7 tarkvaras ja tulemused
normaliseeriti kuivkaalu suhtes. Arvutused ja graafikud tehti programmides MS Excel ja SigmaPlot
11.0.
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4. Tulemused ja arutelu

4.1 Nailine Michaelis-Menteni konstant ADP suhtes

OXPHOS-i osakaalu iseloomustamiseks ATP silinteesimisel mdddeti kdrglahutuva respiromeetria
meetodil hapniku tarbimise kiirust terves soolekoes (n=21), CRC kasvajakoes (n=20) ja poliibis
(n=16). Tulemuste pdhjal arvutati maksimaalne ADP-aktiveeritud hingamine (Vma) ja néiline
Michaelis-Menteni konstant eksogeenselt lisatud ADP suhtes (Kmapp) (joonis 4). Nailine Michaelis-
Menteni konstant Kmapp nditab mitokondri afiinsust ADP suhtes ja selle madal vaartus viitab
suuremale gliikolliUsi rollile energiatootmises.

Kasvajakoe Kmapp (130,94 + 12,58) ja terve soolekoe Kmapp (111,19 + 10,96) sarnanevad (p=0,242),
kuid poliitibi Kmapp vaartus (86,86 + 5,62) on vahist margatavalt madalam (p=0,006) (joonis 4A). See
viitab suuremale gliikol{ilisi osakaalule poliitibis vorreldes kasvajakoega, kuid vahis domineerib
sarnaselt tervele soolekoele OXPHOS. Lisaks tdhendab see ka suuremat MOM-i ldbilaskvust
poliibis. Korgelt glikollitiline fenotltp poliilibis soodustab selle arenemist maliigseks (Lin et al.,
2019). Seda toetab ka poliubi kaks korda suurem Vmax vaartus (3,56 + 0,31) vorreldes kasvajakoe
(1,63 £ 0,14, p<0,001) ja terve soolekoega (1,58 + 0,12, p<0,001) (joonis 4B). Vmax terves soolekoes
ja kasvajakoes ei erinenud (p=0,814), mis naitab, et rakkude hingamiskiirus nendes kudedes ei
erine. Antud t66 Kmapp ja Vmax tulemustest voib jareldada, et CRC kasvajakude ja terve soolekude
on sarnase bioenergeetilise fenotiiiibiga. Uheaegselt kdrge Vmax ja madal Kmapp poliitipides viitab
suurenenud energia tootmisele glikoltusi arvelt.
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Joonis 4. Mitokondriaalse hapniku tarbimise kiirus terves soolekoes (n=21), CRC kasvajakoes (n=20)
ja poluibis (n=16). V&rreldi (A) nadilist Michaelis-Menteni konstanti eksogeense ADP suhtes (Kmapp)
ja (B) maksimaalset ADP-aktiveeritud hingamise taset (Vmax). Veapostid naitavad standardviga.
* p<0,05, *** p<0,001 (t-test).

Enamik CRC molekulaarsed mehhanismid on kirjeldatud rakukultuuride pdhjal, kus on naidatud
korget glikolltilist aktiivsust. Varasemad tulemused kliinilise materjaliga on aga viidanud
OXPHOS-i domineerimisele kasvajarakkudes (Reinsalu et al., 2021). Antud t66 tulemustes oli CRC
kasvajakoel lisna kdrge Kmapp, mis tdhendab suurt OXPHOS-i osakaalu. Rakukultuuridega tehtud
katsed erinevad kliinilisest materjalist, sest rakke ei kasvatata fiisioloogilise hapniku juuresolekul
ning rakusd66tmes domineerib glikoos (Koit et al., 2017). Sellel pShjusel vajab CRC rohkem uurimist
just kliinilise materjaliga, et mdista kasvajaraku bioenergeetikat in vivo tingimustel.
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4.2 Gliikoosi efekt

Heksokinaaside (HK) Ulesanne on fosforileerida gliikoosi ATP fosfaatgrupi abil (Mathupala et al.,
2009). HK aktiivsust terves soolekoes (n=4), kasvajakoes (n=5) ja poliibis (n=17) hinnati ADP ja
gliikoosi juuresolekul (joonis 5). Erinevus puudus kasvajakoe (lgu.=16,54%) ja terve soolekoe
(lguc=10,82%) ning kasvajakoe (lguc=16,54%) ja poliibi (lgu=27,74%) vahel (vastavalt p=0,296 ja
p=0,129). Sellest saab jareldada, et heksokinaaside aktiivsus on nendes kudedes sarnane, mida
kinnitab ka varasem uuring terve soolekoe, kasvajakoe ja sellele Idhedal asuva koega (Chekulayev
et al., 2015). Kiill aga vdib vajalik olla valimi hulga suurendamine, et jareldusele kinnitust saada.
Pollilibis on heksokinaasid vorreldes terve soolekoega kaks korda aktiivsemad (p=0,037), mis viitab
taaskord suurenenud glikolilusi osakaalule poliiiibis.
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Joonis 5. Okstigraafiline analiilis tuvastamaks heksokinaaside aktiivsust gliikoosi juuresolekul terves

soolekoes (n=4), kasvajakoes (n=5) ja soolepoliilibis (n=17). Veapostid naitavad standardviga.
* p<0,05 (t-test).

4.3 Gliikoosi metabolismis osalevate geenide ekspressioonitasemed

Kasutades qRT-PCR-i leiti gliikoosi metabolismis osalevate geenide HK1, HK2, GLUT1, GLUT5, LDHA,
PRKAA1 ja MCT1, MCT2, MCT4 ekspressioonitasemed terves soolekoes (n=16), vahikoes (n=15) ja
polidbis (n=12) (joonis 6).
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Joonis 6. (A) Heksokinaaside, (B) glikoosi transporterite, (C) monokarboksilaadi transporterite ja
(D) LDHA ekspressioonitasemed terves soolekoes (n=16), CRC kasvajakoes (n=15) ja soolepoliiibis
(n=12). (D) PRKAA1 ekspressioonitase terves soolekoes (n=7), CRC kasvajakoes (n=6) ja
soolepoliilibis (n=2). Veapostid naitavad standardviga. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 (t-test).

HK1 ja HK2 ekspresseeruvad vahikoes madalamalt kui terves soolekoes (vastavalt p=0,004 ja
p<0,001) (joonis 6A). Sarnaselt on HK1 ja HK2 ekspressioonitasemed vahikoes madalamad kui
poltiibis (vastavalt p<0,001 ja p=0,003). HK2 ekspresseerub kirjanduse pohjal vahikoes kdrgemalt
ja seondub VDAC-iga kutsudes esile Warburgi efekti (Mathupala et al., 2009; Robey & Hay, 2006).
Pederseni mudeli jargi viitab heksokinaaside Uleekspressioon suurenenud glikoliitilisele
aktiivsusele (Pedersen, 2007). Madal HK isovormide ekspressioon kasvajakoes viitab seega CRC
okslidatiivsele fenotllbile, sest heksokinaaside ekspressioon on suurenenud korgelt
glukolutilistes tuumorites (Mathupala et al., 2009). Seda kinnitasid ka okstgraafilise analiiisi
tulemused (joonis 4 ja 5). Pollpides ekspresseerub HK1 kdrgemalt kui terves soolekoes (p<0,001),
mis koos Kmapp ja gliikoosi efekti tulemustega kinnitab nendes suurenenud gliikolttilist aktiivsust.
Kill aga ekspresseerub HK2 poliilibis madalamalt kui terves soolekoes (p=0,047). See néitab, et
Warburgi efekt poliiipides ei tulene HK2 lleekspressioonist (Mathupala et al., 2009; Robey & Hay,
2006). Glikollilsi aktiivsuse tOus pollulpides vOib seega tuleneda HK1 korgest
ekspressioonitasemest voi tugevamast HK2 seondumisest VDAC-ile.

Varasemalt on ndidatud, et mitmesugused onkogeenid nagu c-myc ja ras vdivad suunata energia
tootmist glikolllsi suunas suurendades erinevate GLUT isovormide ekspressiooni, millele on
kinnitust leidnud erinevates kasvajatiilipides naidatud GLUT aktiivsuse muutused (Marin-
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Hernandez et al., 2006; Rodriguez-Enriquez, 2009). Antud t60 tulemused kahe GLUT isovormiga
naitasid, et fruktoosispetsiifiline GLUT5 ekspresseerub kdikides kudedes madalalt (joonis 6B), mis
viitab sellele, et rakud eelistavad energiaallikana gliikoosi fruktoosile. GLUT1 ekspressioonitase on
vahikoes 2,5 korda kdrgem kui terves sooles (p=0,004), mis vdib tdhendada suurenenud gliikoosi
kasutamist vahirakkudes. Kérget GLUT1 ekspressiooni seostatakse CRC kehva elulemusega (Ancey,
Contat, & Meylan, 2018). GLUT1 ekspressioonitasemetes pole erinevust vihikoe ja poliibi vahel
(p=0,071). Pohinedes kirjandusele vdib GLUTI1 (leekspressioon soodustada heksokinaaside
Uleekspressiooni (Rathmell et al., 2003), kuid antud t66s heksokinaasid ekspresseerusid vdhikoes
madalamalt. Poliilbis ekspresseerus GLUT1 k&rgemalt kui terves soolekoes (p=0,012) sarnaselt
heksokinaasidele. Suurenenud GLUT ekspressioonitasemed soodustavad tuumorite kasvu
(Ganapathy-Kanniappan & Geschwind, 2013; Holman, 2020). Madala gliikolllsi aktiivsusega
vahirakud vdivad suurendada gliikoosi transporti, et kasutada seda pentoosfosfaadi rajas. GLUT5
ekspresseerub nii tuumoris kui ka poliilibis madalamalt kui terves soolekoes (mdlemad p<0,001).
See voib tdhendada, et terve kude suudab haarata energia saamiseks ka fruktoosi, kuid vahi- ja
poliibirakud s6ltuvad rohkem gliikoosist.

LDHA ekspressioonitasemetes vahikoe ja terve soolekoe vahel erinevus puudub (p=0,101) (joonis
6D), millest vGib jareldada, et laktaadi tootmine vahikoes ja terves soolekoes ei erine. Vastupidiselt
on kirjanduses leitud seos LDHA ekspressiooni ja CRC metastaseerumise vahel (Koukourakis,
Giatromanolaki, Sivridis, Gatter, & Harris, 2006), kus rakuvaline laktaat suurendab vahirakkude
liilkuvust ja kasvufaktorite reguleerimist (Walenta et al., 2000). Poliibis ekspresseerub LDHA
korgemalt kui vahikoes (p<0,001) ja terves soolekoes (p<0,001), mis viitab sellele, et plruvaat ei
l&he edasi OXPHOS-i, vaid muudetakse peamiselt laktaadiks (Pavlova et al., 2022). Uks uuring
poliiiipidega on ndidanud, et muutused LDHA isovormide ekspressioonitasemetes vdib olla
varajane mark pahaloomulisusest (Carda-Abella, 1982), sest rakuvialine pH langus soodustab
immuunvastuse vaigistamist ja metstaseerumist (R. Kim, Emi, & Tanabe, 2007; Payen et al., 2016).

MCT1 ja MCT2 ekspresseeruvad vahikoes umbes kaks korda madalamalt kui terves soolekoes ja
poliiibis (p<0,001 mdlemal juhul) (joonis 6C). Madal MCT-de ekspressioonitase vahis voib viidata
sellele, et laktaati ei transpordita suures hulgas rakust vélja, vaid ilmselt liigub see eelistatult
mitokondrisse OXPHQOS-i. Sellest vdib taaskord jareldada, et CRC ei ole glikoliitiline vahitiip
(Mathupala et al., 2009). MCT1 ekspressioon korreleerub ka laktaadi, ketoonkehade ja butiiraadi
rakku sissevooluga (Curry et al., 2013), mist6ttu voib arvata, et erinevalt tervest soolekoest ei s6ltu
soolevdhk energiatootmisel rasvhapetest. Butliraadi transpordi olulist osakaalu terves soolekoes
naitab MCT1 korge ekspressioonitase. Samas kasvajakude, mis pole glikoliiitiline, toetub vahem
ka rasvhapetele. MCT4 ekspressioonitasemetes pole erinevust vihikoe ja terve soolekoe (p=0,308)
ning vahikoe ja polidbi vahel (p=0,474). MCT4 on tuumorspetsiifiline marker epiteliaalsetes
vahirakkudes okstidatiivse stressi ja glukollisi puhul. Seetdttu on pakutud vilja, et mitte-
prolifereeruvad rakud, milles MCT4 on {(lesreguleeritud, toodavad molekule profileeruvate
vahirakkude jaoks metaboolse siimbioosi kaigus (Curry et al., 2013). Sellest voib jareldada, et
soolevahk ei kasuta monokarboksilaadi transporterite vahendatud metaboolset plastilisust. Kiill
aga ei pruugi geeniekspressioon ja valgufunktsioon rakus olla korrelatsioonis. MCT2 ekspresseerub
poliiibis kdrgemalt kui terves soolekoes (p<0,001), mis osutab glikolittilisele metabolismile, sest
MCT2 asub peamiselt tsiitosoolis (Pinheiro et al., 2010). MCT1 ja MCT4 puhul poliibi ja terve
soolekoe (vastavalt p=0,934 ja p=0,082) vahel erinevus puudub. See tulemus vG&ib viidata poliilibis
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Glekaalus olevale gliikolUisile, mistdttu laktaati on rohkem.Eelduste kohaselt on MCT1 ja MCT4
terves soolekoes kérge butiliraadi transpordiks, kuid poltibis laktaadi jaoks. Selle kinnitamiseks on
vajalikud edasised okslgraafilised anallilisid protokollidega, kus aktiveeritakse rasvhapete
metabolismi.

PRKAA1 ekspresseerub vahikoes madalamalt kui terves soolekoes (p=0,002) (joonis 6D), mis vdib
olla vahikoele kasulik, sest metaboolse stressi korral AMPK inhibeerib tuumori kasvu rakutsikli
kontrollpunktide kaudu (Slattery et al., 2010; Woods et al., 2003). AMPK ekspressiooni vihenemine
embriionaalsetes fibroblastides vahendas rakutsiikli G2-M kontrollpunkti vastust (Sanli et al.,
2012). Vastuoluliselt on CRC kliinilise materjaliga naidatud, et kérged AMPK tasemed on seotud
patsiendi halva prognoosiga. Rakuliinides on AMPK oluline vahirakkude ellujagamisel ja kasvamisel
metaboolse stressi puhul (Wang et al., 2020). Suurenenud AMPK ekspressioon supresseerib
vahiraku proliferatsiooni ja on ndidanud kemoteraapiat saanud hiiremudeli paremat elulemust
(Harada, Ferdous, Harada, & Ueyama, 2016). Poliilibis ekspresseerub PRKAA1 kdrgemalt kui
vahikoes (p=0,044), kuid poliilbi ja terve soolekoe vahel erinevus puudub (p=0,831). Poliibiga
tehtud PRKAA1 tulemustesse tuleb suhtuda kriitliselt, sest geeniekspressiooni méddeti vaid kahes
proovis.

4.4 Mitokondriaalses hingamises osalevate geenide ekspressioonitasemed

Gliikoosi metabolismis jargneb glikoltisile mitokondriaalne hingamine. Sellel pdhjusel méddeti
antud to6s mitokondriaalse hingamisahela Cl sublihiku NDUFA9 ja CIl subihiku SDHA
ekspressioonitasemeid terves soolekoes (n=16), vahikoes (n=15) ja polilibis (n=12) (joonis 7).
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Joonis 7. NADH dehiidrogenaasi subiihik 9 (NDUFA9) ja suktsinaadi dehiidrogenaasi subihik A
(SDHA) ekspressioonitasemed terves soolekoes (n=16), CRC kasvajakoes (n=15) ja soolepoliilibis
(n=12). Veapostid naitavad standardviga.** p<0,01, *** p<0,001 (t-test).

NDUFA9 ekspresseerub vahikoes madalamalt kui terves soolekoes ja poliiibis (p=0,001 ja p<0,001)

(joonis 7). Poliilibis ekspresseerub NDUFA9 kérgemalt kui terves soolekoes (p<0,001). Saadud
tulemused on vastuolus eelnevate gliikoosi metabolismi ekspressiooni tulemutega viidates sellele,
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et soolevahk voib olla glikoliiitiline, sest Cl (iks sublihikutest ei toota sama hasti kui terves
soolekoes ja poliibis. Lynchi siindroomi ehk pariliku mittepolitpse CRC ja juhuslikul DNA
valepaardumisel tekkinud tuumorites oli NDUFA9 alaekspresseerunud (Dominguez-Valentin et al.,
2013). Kull aga naitavad tulemused CRC SW620 rakuliiniga, et NDUFA9 on (ileekspresseerunud ja
glukoluutilised enstiimid alaekspresseerunud (Lin et al., 2018). Sellest véib jareldada, et NADH
dehidrogenaas on funktsionaalselt paremini reguleeritud kompleksina kui tihe sublihiku tasemel.
Cl, Clll ja CIV superkompleksi moodustumine vdib tasakaalustada defekte tksikus subthikus (Acin-
Pérez, Fernandez-Silva, Peleato, Pérez-Martos, & Enriquez, 2008).

SDHA ekspressioonitasemetes (joonis 7) taheldati vahikoes madalamat taset kui terves soolekoes
ja polldbis (p<0,001 ja p<0,001). Poliibi ja terve soolekoe puhul SDHA ekspressioonitasemetes
erinevus puudub (p=0,180). Vastupidiselt tulemused mao vahikoega naitasid SDHA ekspressiooni
suurenemist vordluses normaalse koega. Hlipoksia korral SDHA ekspressioonitasemed vahenesid,
mis viitab glUkollUsile. Leiti, et SDHA ekspressiooni suurenedes TCA tslikkel tootas, aga
hingamisahela funktsioon langes (Jiang et al., 2021). Seedetrakti strooma kasvaja puhul theksal
patsiendil 33-st oli SDHA ekspressioon puudulik vGrreldes normaalse koega (Wagner et al., 2013).
Antud t66 SDHA madal ekspressioon vahikoes vdib viidata mittetaielikule TCA ja elektrontranspordi
sidumisele. Kill aga voib hingamisahela funktsioon olla tasakaalustatud teise sublihiku poolt v&i
domineerib kasvajas hoopis Cl, Clll ja CIV moodustatud superkompleks (Acin-Pérez, Fernandez-
Silva, Peleato, Pérez-Martos, & Enriquez, 2008).

4.5 Energiatransporditeedes osalevate geenide ekspressioonitasemed

Energiatransporditeedes osalevad energiakandjatena peamiselt kreatiinkinaasid (CK) ja
adenulaatkinaasid (AK). CK abil muudetakse fosfokreatiin ATP-ks, et sinna salvestatud energiat
uuesti kasutusele votta (Yan, 2016). AK arvatakse olevat omaparane vahkkasvajatele, kus see
tavapaéraselt hipoksia korral aktiveerib AMPK-i, mis viib ATP tootmiseni (Fujisawa et al., 2016;
Hardie et al.,, 2012). Antud t66s md&d&deti kolme kreatiinkinaasi isovormi (joonis 8A) ja nelja
adenulaatkinaasi isovormi (joonis 8B) ekspressioonitasemeid terves soolekoes (n=16), vahikoes
(n=15) ja poliiibis (n=12).

A Kreatiinkinaasid B Adenllaatkinaasid
0.08 0.12
e B Kontroll - @ Kontroll
3 Tuumor 010 = B Tuumor
I Poliiip S I Poliiip
g 0.06 4 e g
s H
2 2
2 2
3 004 2
Q o
2 2
2 o
=4 c
2 g
O 0021 (0]
0.00 —

.
CK-BB mtCK1 mtCK2 AK1 AK2 AK4 AK6
Geenid Geenid

Joonis 8. (A) Kreatiinkinaaside ja (B) adentlaatkinaaside isovormide ekspressioonitasemed terves
soolekoes (n=16), CRC kasvajakoes (n=15) ja soolepoliiibis (n=12). Veapostid naitavad
standardviga. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 (t-test).
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Antud t66s moddetud tulemuste jargi ekspresseeruvad CK-BB ja mtCK1 ekspresseeruvad vahikoes
madalamalt kui terves soolekoes (vastavalt p=0,002 ja p<0,001) ja pollilbis (vastavalt p<0,001 ja
p<0,001) (joonis 8A). See on vastavuses varasemate andmetega (Chekulayev et al., 2015; Kaldma
et al.,, 2014), mis pakub, et kreatiinkinaasid on vahikoes allareguleeritud. Muutused CK-BB
aktiivsuses suurendavad OXPHOS-i osakaalu (Yan, 2016). mtCK allareguleerimine CRC-s viib VDAC-
mtCK-ANT kompleksi funktsionaalsuse kadumiseni, mille tulemusel tekib VDAC-HK-ANT kompleks
(Reinsalu et al.,, 2021). Kill aga on antud t66 vahikoe tulemustes heksokinaasid samuti
allareguleeritud. mtCK2 ekspresseerub vahikoes korgemalt kui terves soolekoes (p=0,012) ja
madalamalt kui polidbis (p=0,026), mille erinevus vdib tulla nende isovormide paiknemisest. Lisaks
mtCK Ulesregulatsioon voib viidata kompensatoorsele mehhanismile, et parandada OXPHOS-i
(Schlattner, Tokarska-Schlattner, & Wallimann, 2006). Poliilibis ekspresseeruvad mtCK1 ja mtCK2
kdrgemalt kui terves soolekoes (vastavalt p=0,020 ja p=0,010), mis viitab nende funktsionaalsele
muutusele polidbis. CK-BB ekspressioonitasemed poliilibi ja terve soolekoe vahel ei erine
(p=0,308).

AK1 ja AK2 ekspresseeruvad vihikoes madalamalt kui terves soolekoes (vastavalt p<0,001 ja
p<0,001) (joonis 8B). See on vastuolus kirjanduses toodud hilipoteesiga ja varasemate tulemustega
(Chekulayev et al., 2015; Kaldma et al., 2014), et vahikoes suureneb AK roll, kui CK slisteemi osakaal
vaheneb. AK2 madal ekspressioon on kasulik prolifereeruvatele rakkudele rinnavahi rakuliinides
MCF-7 ja C33A (H. Kim et al., 2014). Seejuures AK1 ekspressioon polilpides ja terves soolekoes
sarnaneb (p=0,889), kuid AK2 on poliilipides ekspresseerunud peaaegu kaks korda kérgemalt kui
terves soolekoes (p=0,003). Lisaks on AKI ja AK2 polilpides ekspresseerunud korgemalt kui
tuumoris (vastavalt p=0,001 ja p<0,001). Sellest saab jareldada, et antud ekspressioonitasemed on
poltiipidele kasulikud, et toetada raku proliferatsiooni (Dzeja & Terzic, 2009) maliigseks
muutumisel. AK4 ja AK6 ekspressioonitasemetes ei esine olulisi stastilisi erinevusi vahikoe ja terve
soolekoe vahel (vastavalt p=0,814ja p=0,073). AK4, mis on kopsuvahi biomarker (Klepinin et al.,
2020), ekspresseerub kdrgemalt poliilibis kui terves soolekoes ja vahikoes (p=0,040 ja p=0,045).
Samuti AK6, mis kirjanduse alusel vGiks olla vahimarker (Klepinin et al.,, 2020), on korgelt
ekspresseerunud hoopis soolepoliitibis vGrreldes terve soolekoe ja vahikoega (p<0,001 ja p<0,001).
Adendilaatkinaaside ja kreatiinkinaaside samaaegne korge aktiivsus soolepoliilipides viitab
Uleminekufaasile maliigseks muutumisel.
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Kokkuvote

Kolorektaalvdahk on (iks surmavamaid pahaloomulisi kasvajaid, sest see tuvastatakse tihti hilises
staadiumis. SeetSttu on tarvis leida uusi ravimeetodeid. Vahkkasvajatele omast kiirest
proliferatsiooni toetab rakuenergeetika reprogrammeerimine. Mitmesugustel kasvajatel on
erinevad metaboolsed fenotilbid, kus Ulekaalus voib olla glikolils vdi hoopis okslidatiivne
fosforuitlimine.

Kolorektaalvahk areneb enamasti neoplastilistest poliilipidest jame- ja kddrsoole limaskestas, mille
pahaloomulisust toetab metaboolne plastilisus. Muutused raku bioenergeetikas ja mutatsioonid
mitokondriaalses parilikkusaines mojutavad rakkude energiametabolismi radu, mis vdivad olla
sobivad sihtmargid ravimitele. Sellel pdhjusel oli antud t66 eesmargiks iseloomustada
kolorektaalvahi arengule omast energiametabolismi ning kirjeldada hapniku tarbimist kliinilises
materijalis. Sealjuures vorrelda oksligraafilisi ja energiametabolismis osaleva 18 geeni ekspressiooni
andmeid terves soolekoes, soolevahi kasvajakoes ja poliilibis.

Too tulemustest ilmnes, et soolepoliilbid eelistavad glikoliiUsi ja viitavad Warburgi efektile. Kiill
aga on soolevihis gliikollilisi osatdhtsus vahenenud ja okslidatiivne fosforiililimine ATP tootmiseks
taastunud. Sellele viitasid arvutatud maksimaalne ADP-aktiveeritud hingamine ja nailine Michaelis-
Menteni konstant eksogeenselt lisatud ADP suhtes. Gliikoosi metabolismis osalevate geenide
ekspressioonitasemetest selgus, et kolorektaalvahk ei pruugi olla gliikoltitiline vahitiiip, nagu
eelnevalt on pakutud. Analiisides mitokondriaalses hingamises osalevate geenide
ekspressioonitasemeid leiti, et sublhikute ekspressioon ei kajasta hingamisahela komplekside
funktsionaalset aktiivsust. Energiatransporditeedes osalevate kinaaside geeniekspressiooni
analttsimine andis tulemuse, et kasvajakoes langeb kreatiinkinaaside aktiivsus, kuid selle asemel
ei kasva adenilaatkinaaside kompenseeriv osakaal. Kill aga on molemad aktiivsed
soolepoliilipides, mis on kasulik maliigsuse tekkes.

Edasine katsete kordamine on kliinilise materjali ebaihtlusest tulenevalt oluline valimi hulga
suurendamiseks. Antud t66s kasitletud geenide valgufunktsiooni ja sellest tuleneva
enstimaktiivsuse uurimine edaspidiselt annab parema (ilevaate soolepoliitipide ja kolorektaalvahi
bioenergeetikast. Lisaks on tahtis uurida erinevaid energiatootmise radu ja vdimalusel teostada
oksligraafilist anallilisi muude substraatidega vastavalt soolerakkude toitainete eelistusele. Vihi
ravitulemuste parendamiseks tuleks jalgida patsientide haiguskulgu ning leida korrelatsioone
tulemuste ja ravivéimaluste vahel.
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Abstract

Colorectal cancer is a malignant and often fatal cancer type because it is diagnosed at a late stage.
According to this, there is a need for new therapeutic methods. Tumors are rapidly proliferating,
contributing to the rearrangements in energy metabolism to provide enough energy for fast cell
growth. Several cancer types have different metabolic phenotypes, which may be dominated by
glycolysis or oxidative phosphorylation.

Colorectal cancer develops primarily from neoplastic polyps in the mucosa of the colon and rectum.
The malignancy is induced by metabolic plasticity. Changes in cell bioenergetics and mutations in
mitochondrial genetic information affect energy metabolism pathways in cells. These can be proper
targets for new therapeutic methods. Therefore, the study aimed to describe the characteristics to
the development of colorectal cancer and describe the consumption of oxygen in clinical material.
Thereby, the author compared the results from oxygraphic analyzes and eightteen gene expression
data in healthy colon tissue, colorectal cancer tissue, and polyp tissue.

Results showed that polyps prefer glycolysis and refer to the Warburg effect. The activity of
glycolysis in colorectal cancer tissue is lower and oxidative phosphorylation is mainly used for ATP
production. It was indicated by calculating the maximal ADP-induced respiration and apparent
Michaelis-Menten’s constant in the ratio of exogenous ADP. Expression levels of genes involved in
glucose metabolism indicate that colorectal cancer may not be a glycolytic cancer type as previously
suggested. Analyzing the expression levels of genes involved in mitochondrial respiration, it was
found that the expression of subunits may not reflect the functional activity of supercomplexes.
Analysis of the gene expression of kinases involved in energy transport chains revealed a decrease
in the activity of creatine kinases in cancer tissue. Likewise, there was no increase in the
compensatory role of adenylate kinases as previously suggested. However, both are active in colon
polyps, which is beneficial in the development of malignancy.

Further repetition of experiments is important due to the heterogeneity of clinical material. It is
important to study the genes discussed in this work on protein level and measure the enzyme
activity to provide a better overview of the bioenergetics of polyps and colorectal cancer. In
addition, it is necessary to study different energy production pathways and perform oxygraphic
analysis with other substrates to test the activity of other metabolic pathways. To improve cancer
outcomes, it is suggested to monitor patients and find correlations between outcomes and
treatment options.
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Tanuavaldused

Soovin esmalt tdnada oma juhendajat Leenu Reinsalu, kes oma stdikusega inspireeris ka mind
olema uudishimulik ja teotahteline. Olen tanulik meie paindliku ja usaldusvaarse koostd6 eest, mis
edenes oodatust paremini. Tema heatahtlikkus ja Ulesehitav toetus on peamine, mis ka
stressirohkel perioodil suutis mdistuse ratsionaalsena hoida.

Samuti soovin tdnada KBFI keemilise bioloogia uurimisriihma juhti Tuuli Kddmbret ja teisi liikmeid,
kes oma ndu ja jouga olid abiks. Lisaks kuulub tanulikkus ka perekonnale ja sGpradele, kes alati
julgustasid ja tundsid huvi mu t66 vastu. Nende utoopiline uskumus, et ma leiutan vahiravimi,
suurendas mu tootahet ja ambitsiooni.
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