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Sissejuhatus

Kolorektaalvdahk ehk soolevahk on soole eri osades arenev pahaloomuline kasvaja. Soolevdahk on
Uks koige levinumaid vahivorme ja Ghtlasi ka maailma teine peamine vahisurmade pdhjustaja.
Enamuses surmajuhtumitest on vahkkasvaja metastaseerunud ning ei allu ravile. Kdrge suremuse
toéttu on suur ndudlus uute ravimeetodite vastu.

Pahaloomulist kasvajat eristab tavakoest selle vdime I|Gpmatult kasvada ja kanduda dle
Umbritsevatesse kudedesse. Kontrollimatuks vohamiseks peab rakkudel olema seda soodustav
energiametabolism. Normaalsetes rakkudes toimub glikollls pohiliselt hapnikuvaestes
tingimustes, aga Warburgi efekti kohaselt eelistavad vahirakud aeroobsetes tingimustes gliikol{isi.
On oluline uurida glikolilsis osalevaid ensiilime, kuna need viivad labi energiametabolismi
protsesse. Enslilimkineetika abil saab madarata enslilimaktiivsusi, mis on vahis erinevad tervest
koest.

Too teoreetilises osas kirjeldatakse kolorektaalvahi lildomadusi ja iseloomustatakse soolevahi
arengut. Tutvustatakse ka metaboolset reprogrammeerimist ja energia tootmist rakus. Seejarel
iseloomustatakse uuritavaid glikolllsis osalevaid ensiime, milleks on heksokinaasid ja laktaat
dehlidrogenaas, ja nende seost vahiga. Lopuks kirjeldatatakse ka Warburgi efekti ehk aeroobset
glikolUsi ning selle tekkemehhanisme pahaloomuliste kasvajate rakkudes. T66 eksperimentaalses
osas ndidatakse glikollilsis oluliste enstiimide kineetikat. Lisaks sellele tuuakse vélja ka energia
tootmises ja energia transportimises oluliste geenide ekspressioonitasemeid vahikoes mida
mododeti reaalaja kvantitatiivse péordtranskriptsiooni polimeraasi ahelreaktsiooni meetodil. Kiki
saadud tulemusi vorreldakse normaalse soole koega ja CaCo-2 rakkudega.

Antud t66 kaigus selgus, et inimese soolevahikoes vdib olla llesreguleeritud LDH aktiivsus. Kuid
tulemused ei ndidanud kindlaid suuri erinevusi glilkoosi metabolismi ja metaboolse
reprogrammeerimise muudes aspektides. Suuremas osas tulemustes ei esine statistiliselt olulist
erinevust, sest korge heterogeensusega kliinilist materjali uurides on vaja kasutada rohkemat
proovide kogust.



Kasutatud lihendid

ADP — adenosiindifosfaat

ATP — adenosiintrifosfaat

cDNA — komplementaarne DNA

DTT — dithiothreitool

EDTA - etlileendiamiintetradadikhape

EGTA — etiileengliikool-bis(B-aminoetiiiileeter)-N,N,N’,N”’-tetradadikhape
G6P — gllikoos-6-fosfaat

HEPES — 4-(2-hiirdokstetidl)piperasiin-1-etaansulfoonhape

HK — heksokinaas

Km — Michaelis-Menteni konstant

LDH — laktaat dehlidrogenaas

LDHA — laktaat dehidrogenaas A

MCT — monokarboksiilaadi transporter

MOM — mitokondri vdlismembraan

MOPS — 3-(N-morfoliino)propaansulfoonhape

NADH — Nikotiinamiid adeniin dinukleotiidi redutseeritud vorm
NAD*— Nikotiinamiid adeniin dinukleotiidi okslideeritud vorm
OXPHOS — oksuidatiivne fosforiileerimine

PMSF — feniilmettdlsulfontdl fluoriid

gRT-PCR — reaalaja kvantitatiivne poodrdtranskriptsiooni poliimeraasi ahelreaktsioon
TCA tsiikkel — tsitraaditstkkel

VDAC — pingest soltuvad anioonkanalid



1. Kirjanduse lilevaade

1.1 Vahkkasvaja lildised omadused

Vahk on keeruline ja mitmepalgeline haigus, millele on iseloomulk rakkude kontrollimatu
proliferatsioon ning hairitud homodstaas, mis on tingitud vastavate regulatoorsete radade
muudatustest. Inimorganismist on avastatud Ule 100 erinevat tiilipi vdhkkasvajat mida
iseloomustab kontrollimatu rakutstikkel. Hanahan ja Weinberg on vilja pakkunud vahi ja selle
rakkude kontrollimatu paljunemise iseloomustamiseks 14 péhiomadust (Hanahan, 2022; Hanahan
& Weinberg, 2011). Need tunnused on: proliferatiivse signaliseerimise sailitamine,
kasvusupressorite valtimine, rakusurmast hoidumine, replikatiivse surematuse vimaldamine,
angiogeneesi soodustamine, siirete levimise kaivitamine, genoomne ebastabiilsus, tuumori
pohjustatud pdletik, metabolismi imberprogrammeerimine, immuunsiisteemi poolt havitamisest
hoidumine, fenotiilibilise plastilisuse avamine, mutatsioonidest soOltumatu epigeneetiline
Umberprogrammeerimine, polimorfsed mikrobioomid ning vananevad rakud. Antud t60s
keskendutakse soolevahi metaboolsele imberprogammeerimisele, mis puudutab gliikol{isi.

1.1.1 Soolevahi iseloomustus

Soolevahk ehk kolorektaalvdhk on pahaloomuline kasvaja, mis algab kaarsoole vG&i parasoole
piirkonnast. Kolorektaalvdahk areneb tavaliselt vilja soole limaskesta polllpidest (Bujanda et al.,
2010) ning progresseerub labides staadiumeid | kuni IV (Joonis 1), alates vahist mis piirdub
limaskesta ja lihaskihiga ning |Gpetades metastaseerumisega kaugematesse organitesse (Weiser,
2018). Soolevahk on maailmas kolmas k&ige levinum ja mailma teine suurim vahisurmade
pohjustaja (Sung et al., 2021). Enamik surmajuhtumeid on tingitud metastaseerunud kasvajatest
(Pretzsch et al., 2019). Eestis registreeriti 2022 aastal 457 surmajuhtumit seoses kolorektaalvahiga
(Tervise Arengu Instituut, 2023). Kasvaja pahaloomulise arengu riskifaktoriteks on elustiil, vanus ja
geneetilised haigused (Brenner, Kloor, & Pox, 2014). Vahi raviks kasutatavad ravimeetodid voivad
hélmata kombinatsioone operatsioonist keemiaravist ja kiiritusravist. Hiljutised uuringud naitavad,
et rakumetabolismi m&jutamine vdiks tulla uueks kolorektaalvahi ravivoimaluseks (La Vecchia &
Sebastian, 2020).
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Joonis 1. Jamesoole piirkonnad, kus soolevahk voib paikneda ja vahi arenguetapid. Soolevahil on neli staadiumit (I-1V). |
staadiumis tungib tuumor limaskesta ja lihaskihti. Il staadiumis on vahk kasvanud v&i kinnitunud teistesse organitesse. Il
staadiumis on vahk levinud limfisdImedesse. IV staadiumis on vahk metastaseerunud kaugematesse organitesse (Amin,
2017). Loodud BioRender.com vahendusel.

1.2 Metaboolne iimberprogrammeerimine

Kasvajatele on iseloomulik suurenenud energiavajadus, mis tuleneb nende kiirest kasvust ja
kontrollimatust rakkude proliferatsioonist. Kuna vahirakud vorreldes tervete rakkudega on
Umbritsetud teistsuguse mikrokeskkonnaga vGib energia tootmiseks vajaliku hapniku ja toitainete
kattesaamine olla keerukas. Sellise olukorraga toimetulekuks ning piisava energiahulga tagamiseks
rakuliste protsesside labiviimiseks toimuvad vahirakkudes energiametabolismi Gimberkorraldused
(De Berardinis & Chandel, 2016; Hanahan & Weinberg, 2011). Seda nahtust nimetatakse
kokkuvoétvalt energiametabolismi imberprogrammeerimiseks ning uurimustdédd on naidanud, et
selline energia tootmise regulatsioon on mangib olulist rolli nii kasvaja tekkel kui ka arenemisel ning
lisaks voib ka toetada invasiivust kui ka metastaseerumist teistesse organitesse ja kudedesse
(Faubert et al., 2020; Yoshida, 2015).

1.2.1 Energia tootmine rakus

Imetaja rakkudes on gliikoos peamine energia- ja susinikuallikas. Glikoos saab adenosiin
trifosfaadiks (ATP) labi glukoltlsi, tsitraaditslikli (TCA tsiikkel) ja viimaks oksldatiivse
fosforiileerimise (OXPHOS). (Bonora et al.,, 2012). Energia tootmise esimene etapp algab raku
tstoplasmas gliikollitisiga, kus gliikoos muudetakse hapniku juuresolekul piruvaadiks ning
hapniku puudumisel muudetakse pilruvaat laktaadiks. Glikolutilist rada mojutavad 10 erinevat
ensllmi ja selle netosaagis on 2 ATP molekuli. Hapniku puudumisel redutseeritakse pliruvaat NADH
ja laktaadi dehiidrogenaasi (LDH) vahendusel laktaadiks (Joonis 2.) (Pavlova, Zhu, & Thompson,
2022). Hapniku juuresolekul selliseid protsesse voib tdheldada eriitrotsiitides, millel puuduvad
mitokondrid ning vahirakkudes, millele esimesena Otto Warburg tdhelepanu poéras (Bonora et al.,
2012; O Warburg, Wind, & Negelein, 1927).
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Joonis 2. Glikollis on raku energiatootmise esimene etapp, kus tsltoplasmas gliikoos ldbi 10 erineva enstimi
vahendusel muudetakse piruvaadiks, mis hapniku juuresolekul diffundeerub mitokondrisse. Hapniku puudumisel
muudetakse piruvaat laktaadi dehiidrogenaasi vahendusel laktaadiks.

1.2.2 Warburgi efekt

Vahirakkudes esinevat nahtust, mille puhul rakud eelistavad gliikollisi energia saamiseks isegi
piisava hapniku juures, kirjeldati esimest korda Otto Warburgi poolt (Warburg et al., 1927).
Warburgi teooria kohaselt enamus vahirakke kasutavad energiametabolismis glikolldsi, millele
jargneb piimhappe fermenteerimine tslitosoolis, isegi juhul, kui hapnikut on piisavalt. Normaalsed
rakud toodavad ATP-d labi glikoliitsi, millele jargneb TCA tstkkel ja OXPHOS (Joonis 3) (Warburg,
1956; Warburg et al., 1927). Anaeroobne glikoliils on ligikaudu 18 korda vahem efektiivne kui
OXPHOS ATP tootmisel (Campbell, 1993). Proliferatsioonile kalduvatele rakkudele on see
kasulikum, kuna tollega suureneb metaboliitide teke. Neid saab kasutada biosiinteetilistes radades,
sealhulgas ka nukleosiide ja aminohappeid siinteesivatesse radades, edendades seeldbi uute
rakkude koostamiseks vajalike makromolekulide ja organellide biosiinteesi (Deberardinis et al.,
2008; Heiden & Cantley et al., 2009; Hsu & Sabatini, 2008;).

Glikoliisi toimimiseks vajaliku gliikoosi transpordivad rakku labi plasmamembraani glikoosi
transporterid (GLUT). Inimkehas esineb 14 tltpi GLUT valke (GLUT1-GLUT14). GLUT1 isovorm



ekspresseerub tugevalt erinevat tiilipi kasvajakudedes ja on seotud halva elulemusega (Zhang et al,
2020; Li et al., 2020).

Monokarbokstilaadi transporterid (MCT) tlesandeks on juhtida rakust valja glikoliusi labinud
laktaati (Halestrap, 2012; Pavlova et al., 2022). Uuringute kaigus leiti, et vahis llesreguleeritakse
MCT 1, 2 ja 4 isovorme (Leu et al., 2021; Pértega-Gomes et al., 2012). Uleekspreseerunud MCT on
seotud kasvaja levimise ja metastaseerumisega kolorektaalvahis (Ganapathy-Kanniappan &
Geschwind, 2013; Nakayama et al., 2012; Pinheiro et al., 2008).

Warburg pakkus vialja, et gliikollilis aeroobsetes tingimustes toimub mitokondrilise OXPHOS-i
kahjustuse tottu, ning see ongi vahi tekkep&hjuseks (Warburg, 1956). OXPHOS on peamine
eukarlootsete rakkude energiaallikas ja tekitab rohkem ATP-d kui glikollis. On selgunud, et
glukollitis on paljudes kasvajates lilesreguleeritud ilma mitokondriaalse kahjustusteta (Hayashi et
al., 1992; Lim et al., 2011; Viale et al., 2014). Tanapdeval arvatakse, et kasvaja pahaloomulikuks
transformeerumise ajendiks on onkogeenide ja tuumor supressor geenide mutatsioonid ning
Warburgi efekt on nende muudatuste tagajarjeks (Bertram, 2000; Grandér, 1998).
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Joonis 3. Warburgi efekti kohaselt liigub terves rakus gliikoos rakku labi plasmamembraani GLUT vahendusel, kus koheselt
fosforiileeritakse heksokinaas 2 poolt gliikoos-6-fosfaadiks, kasutades dra ATP fosfaatriihma. Seejarel I6ppedes plruvaadi
taieliku okstideerumisega hapniku olemasoluga CO-ks labi tsitraaditsiikli ja OXPHOS-i andes kokku ligikaudu 36 ATP
molekuli. Hapniku puudumisel tekkinud laktaati saab kas valjutada, vGi tagasi transportida MCT4 vahendusel ning labi LDH
uuesti plruvaadiks muundada. Vahirakud muundavad enamus gliikoosi laktaadiks olenemata hapniku kattesaadavusest
(Warburgi effekt). Sedasi suunavad nad glikoosi metaboliite energia tootmiselt anaboolsetele protsessidele, kiirendades
proliferatsiooni, ning andes vaid 2 molekuli ATP-d. (Marie & Shinjo, 2011). Loodud BioRender.com vahendusel.
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1.2.3 Heksokinaas

Heksokinaas (HK) on glikoliitsis osalev enstitim, mis katalldsib rakkudes glikollisi esimest etappi.
Reaktsiooni kaigus fosforillib HK glikoosi glikoos-6-fosfaadiks (G6P) pakkudes glikolidtilise
protsessi kdivitamiseks piisavalt aktiveerimisenergiat. Reaktsiooni valem on:

ATP + glikoos =ADP + G6P

Rakkudes esineval HK-l on viis erinevat struktuurivormi. HK1, HKDC1 ja HK2 asuvad pdohiliselt
mitokondri valimembraanil (MOM), HK3 perinukleaarses ruumis ja HK4 raku tsiitosoolis (Mathupala
et al., 2009; Wilson, 2003; Zapater et al., 2021). HK1, HK2, ja HKDC1 saavad seonduda pingest
soltuvad anioonkanalidele (VDAC) mitokondrites (Krasnov et al., 2013). VDAC-id ekspordivad ATP-
d mitokondritest tstitosooli, suurendades seega HK1- ja HK2-katallUsitud reaktsioone. G-6-P
seondub suurtes kontsentratsioonides HK1 ja HK2-ga, pohjustades konformatsioonilisi muutusi,
dissotsieerumist mitokondrite valismembraanist ja gliikoltitsi inhibeerimist (Robey & Hay, 2006).

Uleekspresseeritud HK2 seondumine VDAC-le soodustab Warburgi efekti ja seega ka kasvaja
rakkude metabolismi (Bustamante & Pedersen, 1977; Pedersen, 2007). Et hoiduda inhibeerimisest
HK2 reaktsiooni produkti G6P poolt, seondub ensiiim tavaliselt MOM-il VDAC1 isovormiga
(Pedersen, 2007; Reinsalu et al., 2021). VDAC1 on rakutsiklit ja apoptoosi reguleeriv ning Ca*
homoostaasi, metaboliitide, ioonide ja signaalmolekulide mitokondritesse ja valja liikumist
kontrolliv valk (Shoshan-Barmatz et al., 2017). HK1 v6i HK2 seondumine VDAC1-ga on vahirakule
kasulik, kuna see vdimaldab kérgema labilaskvuse MOM-i adeniinnukleotiididele, suurendab
aeroobset glikoliusi, tagab suurema resistentsuse apoptoosile ja pakub kaitset oksiidatiivse stressi
eest. 3-bromopiruvaat, millel on vahivastane toime, takistab VDAC ja HK vahelisi interaktsioone

(Reinsalu et al., 2021; Shoshan-Barmatz et al., 2017).

1.2.4 Laktaat dehiidrogenaas

Laktaat dehtidrogenaas (LDH) kataltisib gliikolllsi viimast etappi ehk plruvaadi muutmist
laktaadiks. Reaktsioon kulgeb jargmiselt:

Plruvaat + NADH + H*= Laktaat + NAD*

LDH-I on kaks subuhikut: LDHA ja LDHB. LDH-I on viis erinevad isovormi: LDH1, LDH2, LDH3, LDH4
JA LDH5, mis koosnevad varieeruvatest LDHA ja LDHB kombinatsioonidest. LDH paikneb tavaliselt
tslitoplasmas, kuid enstiimi esineb ka mitokondris L-laktaat dehlidrogenaasina (Reddy & Shukla,
2000; Brooks et al.,, 1999; Passarella & Schurr, 2018). LDHA ebatavaline ekspresseerumine on
seotud mitmete vihkkasvajate tekkega (Sheng et al., 2012; Le et al., 2010; Fantin, St-Pierre & Leder,
2006). LDHA hiiperaktiivsus soodustab pahaloomuliste kasvajate proliferatsiooni ja rakkude
ellujdamist; vahi invasiivsust ja metastaseerumist; vOib vallandada angioneesi ja vdib aidata
vahirakkudel viltida immuunsiisteemi (Feng et al., 2018).
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2. Too eesmargid

Tanase paeva seisuga on vahi, sealhulgas ka soolevahi, gliikolilsi enstime uuritud suuresti
koekultuuride peal. Vaatamata sellele, et koekultuuridel tehtud uuringud annavad tulemusi ning
uusi teadmisi, ei suuda kontrollitud keskkonnas ja tingimustes kasvatatud rakud anda Ulevaadet
sellest, mis toimub inimese sees. Kuna inimorganismis toimuvad muutused terve elu viltel vastavalt
erinevatele tingimustele, on ka patsiendilt saadud kliiniline materjal vaga heterogeenne. Suures
plaanis tdhendab see seda, et labi on vaja viia suur hulk katseid, mis |6pptulemusena annaksid
selgemaid vastuseid ning korrelatsioone. Kuid enne suuremahuliste katseteni joudmist on vaja vélja
selgitada kui suurel maaral on toimunud muutusi gliikollUsi rajas, ning selleks sai valitud gliikol{isi
votmeensiimideks HK ehk glikoliusi alguse ning LDH ehk glikolldsi [6ppu mdjutava ensiimi.
Sellest tulenevad ka t66 jargnevad eesmargid:

1. MGGta ning vorrelda HK ja LDH ensttmaktiivsusi soolevahi kliinilise materjali vahis ja
kontrollkoes ning Caco-2 koekultuuri vahel.

2. Maarata ning vorrelda gliikollsis osalevate HK1, HK2, LDHA ensliiimide ning GLUT1 ja
MCT4 transportvalkude geeniekspressioone kliinilises materijalis.

3. Kirjeldada erinevusi ja sarnasusi enslilimkineetikas ja geeniekspressioonides kliinilise
materijali vahi- ning kontrollkoe vahel ning vérrelda neid koekultuuriga.
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3. Eksperimentaalne osa

3.1 Uuritav materjal

Toos kasutati patoloogi poolt méaaratud kolorektaalvahi (T) ja vahita soolekoe (C) proove
patsientidelt ja soolevahi rakuliini Caco-2. Katsed on kooskdlastatud Tallinna Meditsiiniuuringute
eetikakomitee otsuse nr 558 (uuring nr2183). Kliiniline materjal koguti Pohja-Eesti Regionaalhaigla
onkoloogia- ja hematoloogiakliinikust. 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
sukroos; pH 7,1) (Kaambre et al., 2012), lahusesse oli lisatud BSA (5 mg/ml), DTT (0,5 uM) ja
leupeptiin (5 ul). Osa proovimaterjali koguti eraldi RNAlater stabiliseerimislahuses (Qiagen)
geeniekspressioonide mé6tmiseks.

3.1.1 Rakkude kultiveerimine

Katsetes kasutati Caco-2 rakke mis saadi American Type Culture Collection-ist (ATCC, number: HTB-
37). Rakke kasvatati Petri tassil diameetriga 100 mm kuni 80-90% konfluentsuseni. Kasvatamiseks
inkubaatoris seati temperatuuriks 37 °C ning CO; kontsentratsiooniks 5%. S66tmena kasutati
madala gliikoosisisaldusega (1,0 g/lI) DMEM-i, millele lisati 10% FBS seerumit, 1:100 asendatavaid
aminohappeid ja antibiootikume. Lisati gentamutsiini (50 pg/ml), penitsiliini (100 U/ml) ja
streptomditsiini (100 ug/ml).

3.1.2 Rakkude loendamine

Kasvatatud rakkude loendamiseks kasutati Birker-Tiirk kambrit, mis koosneb 9 suuremast ruudust.
Iga ruut on 1 mm? ja topeltjoontega jagatud 16 vdiksemaks 0,0025 mm? ruuduks. Rakud vdeti Petri
tassilt maha tripsiiniga. Rakke loendati neljal ruudul, vGttes arvesse ainult elusaid, ehk paremal ja
Uleval asuvaid. Rakkude koguarv lahuses arvutati vastavalt valemile:

(rakkude arv) _ (Z rakkude arv 4 ruudul

= 7 > X (lahjendus) x 1 x 10*

ml
3.2 Geeniekspressiooni m6otmine

3.2.1 RNA eraldus

T ja C proovidest eraldati RNA Untergasseri protokolli (Untergasser, 2008) pdhiselt. Koeproove
homogeniseeriti Trizoli reagendis (Invitrogen). RNA eraldamiseks kasutati RNeasy Mini Kit-i
(Qiagen). RNA loputati labi RW1 (Qiagen) puhvriga. Proove té6deldi DNase | ja puhvri RDD (Qiagen)
lahusega genoomse DNA eemaldamiseks. Kolonni pesti biomolekulidest vabaks RW1 puhvriga ning
RW1 soolad peastakse ara RPE puhvriga (Qiagen). RNA elueeriti kolonnist RNase-free veega
(Qiagen). Tulemusena saadud RNA kontsentratsioon moddeti BioSpec-Nano spektrofotomeetriga
(Shimadzu). RNA proovid sailitati -80°C juures.

3.2.2 cDNA siintees

Eraldatud RNA pohjal siinteesiti komplementaarne DNA (cDNA). Siinteesi jaoks kasutati High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-i RNaasi inhibiitoriga (Applied Biosynthesis). Jargiti kit-i
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tootja protokolli. Valmistati RT Master Mix, mis sisaldas 10x RT puhvrit, 25x desokstinukleotiidide
(dNTP) segu, 10x RT Random Primers, MultiScribe pooérdtranskriptaasi ja RNase inhibiitorit.
Reaktsioon viidi labi Eppendorf 5332 Mastercycler termotsikleris. PO6rdtranskriptsioon toimus 3
etapis: inkubeerimine 25 °C juures 10 minutit, reaktsioon 37 °C juures 120 minutit, inaktiveerimine
poordtranskriptaasiga 85 °C juures 5 minutit. Saadud cDNA lahjendati 30x MQ veega. Proovid
sailitati temperatuuril -20 °C.

3.2.3 Reaalaja kvantitatiivne poordtranskriptsiooni  poliimeraasi
ahelreaktsioon

Geenide ekpressioonitasemete madramiseks teostati reaalaja kvantitatiivne pé6rdtranskriptsiooni
polimeraasi ahelreaktsioon (qRT-PCR). qRT-PCR viidi labi LightCycler 480 Il masinal (Roche).
Reaktsiooniks kasutati TagMan Gene Experssion Master Mix-i (Applied Biosystems).
Geeniekspressiooni tuvastamiseks kasutati FAM markega TagMan sonde (Applied Biosystems):
aktiin- B (Hs01060665 g1), MCT4 (Hs00358829 m1), HK1 (Hs00175976 m1), HK2
(Hs00606086_m1), GLUT1 (Hs00892681 m1) ja LDHA (Hs03405707_g1). Proovid pipeteeriti 384
kaevuga plaadile (Applied Biosystems). Reaktsioonisegu puhtuse kontrollimiseks kasutati negatiivse
kontrollina MQ vett. Tulemused normaliseeriti aktiin-f suhtes.

3.3 Enstiiimkineetika mootmine

3.3.1 Proovide ettevalmistamine

Rakkude Idhkumiseks lisati T ja C proovidele voi Caco-2 rakkudele llisilahust (Tris-HCI, DTT, EDTA,
Triton-100x, cOmplete™ proteaasi inhibiitorid (Roche), PMSF) ja kaks 3mm metallkuuli ning asetati
need purustamiseks Retsch MM 400 homogenisaatorisse 25-30 Hz juures 2-3 minutiks. Rakud
kiilmutati vedelas lammastikus ja sulatati liles kolm korda. Membraanijaagid tsentrifuugiti 21000g
juures 10 minutit tuubi pShja ning supernatant koguti anallisiks.

3.3.2 Kineetika analiilis

Anallusid viidi labi Varian Cary Bio 100 spektrofotomeetris 340 nm ja 37°C juures. HK Kineetikat
moddeti 30, 70, 120, 200, 500 ja 100 uM gliikoosi kontsentratsiooni juures. Anallilsiks lisati kiivetti
6 ul 100 mM NADP, 10 pl 0,2M MgSO4, 10 pl 1:10 Glc6PDH, 30 ul 0,3M ATP, 100mM voi 10mM
glikoosi, rakuproovi ja KME lahust (120mM KCl, 20mM MOPS, 0,1M EGTA) 1 ml-ni. Reaktsiooni
aktiveerimiseks lisati kdige viimasena ATP ja glliikoos kiiresti liksteise jarel. Iga proovi jaoks leiti
katseliselt optimaalne kogus, millega enslilimkineetikat anallitisida. LDHA kineetikat m&&deti 50,
100, 200, 300, 500 ja 750 uM piruvaadi kontsentratsiooni juures. Kiivetti lisati 10 pl 20mM NADH,
proovi, 100 uM puruvaati ja KME 1 ml-ni. Reaktsiooni aktiveerimiseks lisati pliruvaat kdige
viimasena.

3.3.3 Valgu kontsentratsiooni m6otmine

T ja C proovides ja Caco-2 rakkudes valgu taseme maaramiseks kasutati Pierce BCA valgu analtiisi
kit-i (Thermo Scientific). Standardina kasutati BSA lahuseid. 96 well plate kaevudesse, kuhu oli
lisatud BCA to6reagenti, pipeteeriti standarlahused ja valguproovid. Kinni kaetud plaati inkubeeriti
37 °C juures 30 minutit. Neelduvuse md&G&tmiseks jahutati plaat toatemperatuurini. Valguse

14



neeldumist moddeti FLUOstar Omega (BMG Labtech) plaadilugejaga 562 nm juures. Valgu
kontsentratsioon proovides leiti BSA standardkdveraga.

3.4 Andmeanaliiiis

Spektrofotomeetrist saadud ensiiimatilise katallsi kiiruse muutused voeti reaktsioonide alguses
ning saadud viaartused arvutati Umber nmol min'mg? (valgu kohta) kasutades NADH
ekstinktsioonikoefitsenti (6.22 mM™min?). Saadud v&artused iga substraadi kontsentratsiooni
kohta kanti tabelisse ning koostati graafik (hiperbool), millelt arvutati Vmax ja Km vaartused
kasutades mittelinaarset regressiooni vorrandit (Marin-Hernandez et al., 2006). qRT-PCR-| Saadud
geeniekspressiooni tasemed normaliseeriti aktiin-B geeni suhtes. Andmete t66tlemisel rakendati
ANOVA t-testi, kus statistiliselt olulisteks loeti p-vaartusi < 0,05. Tulemused on esitatud aritmeetilise
keskmisena * standardviga (SEM). Andmete anallitisimiseks ja graafikute koostamiseks kasutati
programme MS Excel ja SigmaPlot 14.0.
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4. Tulemused ja arutelu

gRT-PCR meetodil m&ddeti glikoosi metabolismis oselavate geenide GLUT1, HK1, HK2, LDHA ja
MCT4 ekspressioonitasemed vahikoes (n=9) ja terves soolekoes (n=9).

Glikollusi ensliimide LDH ja HK kineetika m&6tmiseks terves soolekoes (n=9), vahikasvaja koes
(n=9) ja kultiveeritud Caco-2 rakkudes (n=3) kasutati spektrofotomeetriat ja kvantitatiivset
anallisi. Spektrofotomeetriliselt moddetud andmeid kasutati Michaelis-Menteni kdvera
koostamiseks. Saadud tulemuste pohjal arvutati Vmaxja Km vaartused.

4.1 Muutused gliikoliilisi alguses

4.1.1 Geeniekspressioonid

GLUT perekonna valgud vahendavad glikollisi kdige esimest etappi - glikoosi transporti
rakkudesse labi rakumembraani. Nende transporterite hulgas esineb GLUT1 kdigis rakkudes, et
tagada glikoosi pGhiomastamine ja on teadaolevalt kdrgenenud erinevates patoloogilistes
tingimustes (Pragallapati, 2019). Kéige rohkem on seoses vahiga uuritud GLUT1 ja GLUT3 ning on
taheldatud nende suurenenud rolli vdhi arengus (Ancey et al., 2018). Glikoosi suurenenud
tarbimine ei pruugi tingimata viidata gliikoliilisi suurenemisele. Heksokinaasidel on oluline roll
glikoltsi reguleerimisel, kasutades ATP-d rakusisese gliikoosi fosforileerimisel gliikoos-6-
fosfaadiks (Wilson, 2003).

A) GLUT1 ekspressiooni tase B) HK ekspressiooni tase
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Joonis 4. (A) Glukoositransporter (GLUT1) geeniekspressiooni tasemed soole kontrollkoes (n=9) ja kolorektaalvahi koes
(n=9). (B) Heksokinaaside (HK1, HK2) geeniekspressioonide tasemed soole kontrollkoes (n=9) ja kolorektaalvahi koes
(n=9). Andmed esitatud keskvaartustena + SEM. Veapostid nditavad standardviga.

Antud t60 tulemuste jargi ekspresserus GLUT1 kliinilise materjali vahikoes umbes kaks korda
rohkem kui kontrollkoes, kuigi statistiliselt olulist erinevust vélja ei tulnud (joonis 4A), mis siiski
viitab vahirakkude suuremale glikoosi tarbimisele. Varasemalt on tdheldatud GLUT1
Ulesekspressiooni ka Caco-2 rakuliinides (Mesonero et al, 1994). Teistes uurimustéddes on pakutud,
et GLUT1 voib olla oluline vdhimarker, mis annaks Kkliiniliselt relevantest infot diagnostikas
kolorektaalvahi arengu kohta, kuna immunohistokeemilised uuringud viitavad seosele GLUT1 kdrge
ekspressioonitaseme ja kasvaja agressivsuse vahel. GLUT1 (leekspressiooni on taheldatud ka
soolevahi kehva elulemuse puhul (Haber et al., 1998). GLUT1 viitab kasvaja maliigsusele veel
paljudes teistes vahitiilipides, sealhulgas pankrease-, munasarja- ning rinnavahi puhul (Brown &
Wahl, 1993; Cantuaria et al., 2000; Yamamoto et al., 1990)
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HK1 oli soolevahi koes tunduvalt rohkem ekspresseerunud kui kontrollkoes ning HK2 seevastu
kontrollkoes umbes kaks korda rohkem kui kolorektaalvahi koes, seejuures statistiliselt olulist
erinevust ei tekkinud (joonis 4B). Teistes uurimustdddes on naidatud, et kolorektaalvahi rakuliinidel
on HK2 lleekspresseeritud (Wang et al.,, 2021), mis antud t66 patsientide kolorektaalvahi
tulemustega ei samastu. Kirjanduses on vdahe andmeid Caco-2 geeniekspressioonide kohta, kuna
keerukas on teostada katseid lahedal in vivo mudelile, sest antud rakuliinil puuduvad mitte-
vahilised soole koekultuurid vérdluseks. Katsetati Caco-2 rakkudel HK2 regulatsiooni mahasurumist
erinevate bakterikultuuridega, kus leiti, et olenemata HK2 maha surumisest ei muutunud glikolidsi
aktiivsus olulisel maaral, kuna arvatavasti taidavad katallisi (lesandeid teised HK perekonna
liikmed, eeskatt HK1 (Hinrichen et al.,, 2021). Pederseni mudel viitab HK2 (lesregulatsiooniga
korgelt glikolldtililisele fenotllbile (Bustamante & Pedersen, 1977), kuid antud t66 tulemuse jargi
vOib jareldada, et kolorektaalvahi rakkudes on gliikoliitsi rada vahema olulisusega. Seevastu korgelt
ekspresseerunud HK1 soolevdhi koes vdrreldes kontrollkoega viitab justkui kdrgemale
glukoltutilisele aktiivsusele. Seda toetab ka varasem uurimust6é Chekulayevi poolt, kus
Ulesekspresseeritud HK1-ga kolorektaalvdahis moodeti korgem glikoltitiline  aktiivsus
korgresolutsiooni oksuigraafiaga (Chekulayev et al.,, 2015). Kuna ekspressioonitulemustes olid
suured koikumised ning statistiliselt olulist erinevust valja ei tulnud oleks otstarbekas tulevikus
valimit suurendada, sellisel juhul oleks v&imalus ka Pederseni mudeli vastavust Kkliinilisele
materjalile kontrollida.

4.1.2 Ensiitimaktiivsused

Vmax on maksimaalne kiirus, millega enstiim suudab reaktsiooni katallilisida ja esineb siis, kui
enstilim on substraadiga killastunud. Vmax nditab, kui téhusalt muudab ensiim substraati
produktiks. Kmiseloomustab enstitimi afiinsust substraadi suhtes. Enstiim, mille K on kérge, vajab
kdrgemat substraadi kontsentratsiooni, et oma maksimaalne kiirus saavutada, ehk on madala
afiinsusega. Enstiim, mille K, on madal, vajab vadiksemat substraadi kontsentratsiooni, et oma
maksimaalne kiirus saavutada, ehk on kdrgema afiinsusega (Cho & Lim, 2018).

HK katalliisib gliikoosi fosforilimist, muutes selle G6P-ks, ning votab protsessis ATP fosfaatriihma,
mille tulemusel moodustub ADP. Kdesoleva t66 tulemused naitavad, et terve soolekoe, kasvajakoe
ja CaCo-2 rakkude HK maksimaalse reaktsioonikiiruse vaartustes ei esine statistiliselt olulisi
erinevusi (Joonis 5A). Kuigi erinevusi ei taheldatud, ilmneb trend, et HK aktiivsus vdib olla kérgem
tuumorikoes (16.8 * 6.9 nmol mg™min) ja Caco-2 rakkudes (15.2 + 1.2 nmol mgmin?) vdrreldes
terve soolekoega (10.2 + 2.7 nmol mgmin™).
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Joonis 5. (A) Enstiimi HK V. terves soolekoes (n=5) , vahikoes (n=5) ja Caco-2 rakkudes (n=3). (B) Ensiiimi LDH K, terves
soolekoes (n=5) , véhikoes (n=5) ja Caco-2 rakkudes (n=3). Veapostid naitavad standardviga.

Need andmed voivad viidata asjaolule, et kuigi HK Viax €i erine oluliselt, voib vahirakkudes ja Caco-
2 rakkudes esineda muutusi HK regulatsioonis vGi ekspressioonis, mis viib kGrgema ensiimaatilise
aktiivsuseni. Vahirakkude ainevahetus on sageli imber korraldatud, et toetada kiiret kasvamist ja
jagunemist, mistottu voib HK aktiivsus olla suurenenud. Seda kinnitavad ka mdéd&detud HK1
ekpressioonid, kus tundus vahikoes taheldatud geeni ekspressioon kdrgem, kui terves soolekoes.

Statistiliselt olulisi erinevusi ei leitud ka kontrollkoe (99,7 * 48,3 (gliikoos) pM), soolevihi koe (65,7
+ 27,7 (glikoos) pM) ja Caco-2 rakkude (71,7 £ 19,3 (glikoos) uM) Ky, vaartuste vahel (Joonis 5B).
On naha, et terves soolekoes voib siiski afiinsus substraadi vastu olla madalam, kui vahikoes ja
kasvatatud Caco-2 rakkudes. Antud t60 sarnaselt ensliumaktiivsust teadaolevalt kliinilisest
soolevahi materjalist varem moddetud ei ole. Teadusgrupi varasemas t66s on moddetud HK
enstlmaktiivsust vahi kliinilises materjalis, kill aga substraadiga killastamise meetodil
spektrofotomeetris. Leiti, et HK ensliimaktiivsused olid vahikoes ja kontrollkoes peaaegu sama
vaartusega, olles pisut kdrgemad kontrollis ning Caco-2 HK aktiivsus antud t66 tulemustega
lahestikku (Klepinina et al., 2021). Sarnaselt on varem m&ddetud Hela ja MCF7 rakukultuuride HK
aktiivsusi, kus saadi Vmax tulemused 36 + 10 nmol minmg? ja tulemused 37 + 8 nmol minmg™*
Hela ja MCF7 vastavalt. K, moddeti vaid Hela rakkudel mis oli 200 (gliikoos) uM (Marin-Hernandez
et al.,2014) ning selle t66 mootmiste tulemused viitasid sellele, et nii HelLa kui ka MCF7 rakkudel on
aktiivsemad HK ensuimid. Selliseid katseid oleks otstarbekas tulevikus rohkem teha saamaks
suurema valimi ning vaiksema kdikumise.

Ensltlmi efektiivsus (VmaxyKm) on oluline naitaja sellest, kui t6husalt ensiiim suudab reaktsiooni
katalliisida (Crompton & Waley, 1986; Lewis & Miners, 2013). Selleks arvutatakse enstimi Vimax
selle Km-i suhtega. Antud uuringus analiisiti HK efektiivsust, jagades selle Vmax vdartuse vastava Km
vaartusega.
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Joonis 6. Enstitimi HK katalldtiline efektiivsus terves soolekoes (n=5) , vahikoes (n=5) ja Caco-2 rakkudes (n=3). Veapostid
naitavad standardviga.

HK katalldtilise efektiivsuse vaartustes statistiliselt olulisi erinevusi ei taheldatud. (Joonis 6). Kuigi
erinevused ei olnud statistiliselt olulised, viitavad tulemused siiski véimalusele, et viahikoes vdib olla
HK katalUusi efektiivsus pisut suurem. Teadusgrupi varasemas to0s on on hapnikutarbimisest Vmax
ja Km (ADP) vaartustega arvutatud kaudselt OXPHOS-i raja efektiivust, mis viitas sellele, et vahi
kliinilises materjalis on antud rada monevorra efektiivsem kui kontrollkoes (Rebane-Klemm et al.,
2023). Kui votta vordluseks Marin-Hernandez-i 2014 aasta uurimusté6s mooddetud Hela rakkude
HK Vmax-i, mis viitas aktiivsemale ensiitimile, ja Km-i, saame tulemuseks 0.18 min"*mg*ml, mis viitab
sellele, et Hela rakkude HK katallisi efektiivsus naib madalam, kui kdikides mdddetud proovides.

Kokkuvéttes ilmnesid tulemuste trendides tendentsid, mis viitavad sellele, et vdhikoes (0,31 + 0,1
mintmg?!ml) ja Caco-2 rakkudes (0,23 + 0,04 minmg'ml) on HK efektiivsem kui terves soolekoes
(0,21 + 0,07 minmgml), kuid antud juhul sarnanes koekultuur efektiivsuse mdttes rohkem
kontrollkoele. Kdikumised vdivad olla tingitud proovide véikestest valimimahustest (terve
soolekude n=5, vahikude n=5 ja Caco-2 rakud n=3), mis vib mdjutada statistilise analiilisi jdudlust
ja tundlikkust. Edasised uuringud suurema valimiga on vajalikud, et kinnitada ja tapsustada
esialgseid tahelepanekuid.
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4.2 Muutused gliikoliilisi Iopus

4.2.1 Geeniekspressioonid

A} LDHA ekspressiooni tase B) MCT4 ekspressiooni tase
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Joonis 7. (A) Laktaat dehlidrogenaasi A (LDHA) geeniekspressiooni tasemed soole kontrollkoes (n=9) ja kolorektaalvahi
koes (n=9). (B) Monokarboksilaadi transporter 4 (MCT4) geeniekspressioonide tasemed soole kontrollkoes (n=9) ja
kolorektaalvahi koes (n=9). Andmed esitatud keskvaartustena * SEM. Veapostid naitavad standardviga. * p < 0,05
(ANOVA).

LDHA ekspresseerub vahikoes umbes kaks korda kdérgemalt kui terves soolekoes (p = 0,002) (Joonis
7A). Sellest saab jareldada, et vdhikoes on kdrgenenud laktaadi tootmine ja piruvaat ei suundu
OXPHOS-i (Pavlova et al., 2022). Tulemused on kooskdlas kirjandusega, kus on tdheldatud suhe
vahikasvaja metastaseerumise ja LDHA ekspressiooni vahel, kus laktaat hdlbustab vahirakkude
migreerumist ja kasvufaktorite reguleerimist (Koukourakis et al., 2006; Walenta et al., 2000).
Koekultuurides on varasemates toodes uuritud Caco-2 LDHA ekspressioonitaseme muutusi, nimelt
suruti maha eelmainitud ekspressioonitase RT2 katioonilise peptiidi abil, mis aeglustas vahirakkude
moodustumist ja progressiooni, lisaks soodustas ka havinemist ROS-ide (hapnikku sisaldavad
reaktiivsed osakesed) abil (Maijaroen et al., 2022). See annab alust jareldada, et LDHA ekspressioon
on ka Caco-2 koekultuurides tahtsal kohal.

MCT4 ekspressioonitasemetes vidhikoe ja terve soolekoe vahel statistiliselt oluline erinevus
puudub, kuid on naha, et vdhikoes on ekspressioon pisut kdrgem (joonis 7B). MCT4 on véahiga
seotud fibroblastide tuumorspetsiifiline marker oksiidatiivse stressi puhul (Whitaker-Menezes et
al., 2011), seega on oletatud, et Ulesekspresseeritud MCT4-ga normaalsed rakud toodavad
metaboolse siimbioosi teel molekule profileeruvate tuumorirakkude jaoks (Curry et al., 2013).
Seega saaks teha jareldused, et soolevdahk vdib kasutada monokarboksilaadi transporterite
vahendatud metaboolset plastilisust. Varasemalt on leitud, et Caco-2 koelkultuuris
ekspresseeruvad peamiselt MCT 1, 3, 4, 5 ja 6, mille hulgast MCT1 on kd&ige suurema tasemega
(Hadjiagapiou et al., 2000). Kuid t66 kontekstis on MCT4-l samuti tahtis roll koekultuuris, nimelt on
eelnevas uurimustdéds MCT4 Caco-2 rakkudes Ulesekspresseeritud ning tdheldatud pdletikuliste
tsttokiinide IL-1B and IL-18 vabanemist. See pdhjustas rakkude piroptoosi, andes aluse edasiste
poletikuliste protsesside moodustumisele (Wang et al., 2021). Eelnev vGib tahendada, et MCT4 liiga
korge ekpressioon ei pruugi kuigi kasulik soolevahi koekultuurile olla. Kuid on nadidatud, et
fluoksetiin antidepressant surub muuhulgas ka MCT4 ekspressiooni alla, parssides seeldbi
kasvajarakkude edasist arengut (Kannen et al., 2015).
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4.2.2 Ensiiiimaktiivsused

LDH konverteerib laktaati piruvaadiks ja NAD* NADH-ks . Antud t66s mdddetud LDH Vmax On kasvaja
koes rohkem kui 2 korda suurem(1973,8 + 394,5 nmol mg™'min), kui terves soolekoes (765,6 + 124
nmol mgmin?) (p = 0,019) ning Caco-2 rakkudes on LDH Vpax(3253,6 + 137 nmol mgmin?) terve
koega vorreldes oluliselt kdrgem (kusjuures p < 0,001) (Joonis 8A). See vdib viidata suurenenud
laktaadi tootmise tdhususele vahikoes.
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Joonis 8. (A) Ensliimi LDH V. terves soolekoes (n=5) , vahikoes (n=5) ja Caco-2 rakkudes (n=3). (B) Ensliimi LDH K,
terves soolekoes (n=5) , vdahikoes (n=5) ja Caco-2 rakkudes (n=3). Veapostid nditavad standardviga. * p < 0,05, ** p <0,01
(ANOVA).

Vaatamata sellele, et LDH Vmax -ide vaartused on kdrgemad nii vahikoes (189,8+24,2 (pliruvaat) uM)
kui ka rakuliinis (116,1+25,4 (plruvaat) pM), ei esinenud moddetud LDH K, vaartustes statistiliselt
olulisi erinevusi normaalses soolekoe (128,7+24,5 (piruvaat) uM) ning kasvaja koe ja Caco-2
rakkude vahel (Joonis 7B).

Esineva trendi jargi voib arvata, et Caco-2 rakkude afiinsus substraadi vastu vdiks olla mdnevdrra
suurem kui normaalses soolekoes. Soolevadhikoes tundub K., vdartus olevat kérgem kui normaalses
soolekoes ja kultiveeritud Caco-2 rakkudes. Sellest véiks jareldada, et inimese vahikoes ei ole
energia metabolism kuigi efektiivne. Saadud tulemuste tiheks p8hjuseks v&ib olla kliinilise materjali
heterogeensus, mis vGib soodustada kdikumisi tulemustes. Koekultuuri tulemus on ootusparasem,
kuna rakke on kasvatatud pidevalt kindla protokolli jargi ning iihtemoodi. Samuti saavad tulemust
mojutada ka posttranslatoorsed muudatused enstilimides (Deribe, 2010). Sarnaselt antud t66le on
moddetud LDH aktiivsusi rinnavahi kliinilistes proovides, kus leiti, et LDH on oluliselt aktiivsem
vahikoes, vorreldes lahedal Gmbritseva koega (Radenkovic et al., 2012). Kuigi tegemist on teise
vahiliigiga, voib oletada, et soolevahk kaitub sarnase mustri jargi, mida antud t66 tulemustest ka
jalgida saab. On tehtud ka uurimust66, kus modddeti Hela rakukultuurides LDH ensllimaktiivsust,
saades tulemuseks Vmax 1440 nmol mgmin?ja K, 300 (piruvaat) uM (Marin-Hernandez et al.,
2011), mis naitab, et Hela rakukultuuri ensliiimaktiivsus on madalam kui antud t66 soolevihi ja
Caco-2 kultuuri proovides.

Arvutades LDH kataluiiitilise efektiivsuse (Vmax/ Km) selgub, et Caco-2 rakkudes (32,6 + 10,5 min*mg
'ml) on LDH oluliselt efektiivsem vdrreldes terve soolekoega (7,9 * 3,08 min*mg™ml) (p = 0,030)
ning samuti vdrreldes ka soolevihi koega (10,4 + 1,6 min'mgml) (Joonis 9).
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Joonis 9. Enstitimi LDH katalttiline efektiivsus terves soolekoes (n=5) , vdhikoes (n=5) ja Caco-2 rakkudes (n=3). Veapostid
naitavad standardviga. * p < 0,05 (ANOVA).

Tuumori koe ja terve soolekoe LDH katalldtilise efektiivsuse vahel pole olulist statistilist erinevust.
Saadud K., vaartuste pohjal nais, et vahikoes on LDH afiinsus substraadi vastu madalam kui terves
koes. Arvutatud katallttilise efektiivsuse tulemustest on ndha, et vahikoes vdib see siiski olla
monevorra kérgem, kuna LDHA geen on samuti vahis Uleekspresseeritud. LDH kataltdtiline
aktiivsus on Caco-2 rakkudes ka mitu korda kdrgem, kui vahikoes (p = 0,032). Saadud erinevus voib
tuleneda inimese kliinilise materjali suurest heterogeensuse ulatusest. Kui kdrvutada Marin-
Herndndez-i 2011 uurimust6d Hela LDH Vmax-i ja Km-i saadud tulemuse 4.8 minmg™ml antud t66
tulemustega, on ndha, et Hela rakkude LDH katalidtiline efektiivsus on madalam vorreldes koikide
kudedega. Vordlus nditab seda, et enslilimaktiivused ja efektiivsused véivad erineda suuresti ka eri
tulpi vahkide rakukultuuride vahel.

Uldjuhul olid mdddetud geeniekspressioonid ja ensiiimide aktiivsused omavahel kooskdlas.
Kliinilise materjali tulemustes esinesid kdikumised suure heterogeensuse tottu. Kdikumisi saaks
likvideerida viides labi suures mahus lisauuringuid, et antud t66s saadud tulemusi kinnitada. T66
tulemustest saab ndha ka selgelt, et soolevahi kliiniline materjal ning koekultuur vdivad killaltki
suurel madral erinevalt kdituda, mida kinnitab ka analoogiline uurimust66 rinnavahi Kkliinilise
materijali ja koekultuuri naol (Koit et al., 2017).
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Kokkuvote

Kolorektaalvahk, tuntud ka kui soolevahk, on pahaloomuline kasvaja, mis areneb jamesoole eri
osades. See on (iks levinumaid ja Uhtlasi ka surmavaid vahivorme. Enamik surmajuhtumeid on
tingitud metastaseerunud kasvajatest, mis ei allu tavaparastele ravimeetoditele. K&rge suremuse
tottu on suur vajadus uute ja t6husamate ravimeetodite jarele.

Pahaloomulised kasvajad arenevad viélja soolepoliilipidest ja |dbivad eri kasvustaadiumeid. Nad
erinevad tavakoest oma vdime poolest kasvada piiramatult ja levida imbritsevatesse kudedesse.
Kontrollimatu vohamise vdimaldamiseks peab vahirakkudes olema seda soodustav
energiametabolism, mille oluline osa on glikoliusirada. Glikolllsi reguleerivad enstimide
aktiivsust ei ole varaselt uuritud kliinilises materjalis. Sellel pShjusel oli t66 eesmargiks mdota ja
vorrelda Heksokinaasi (HK) ehk gliikollsi alguse enstitimi aktiivsust ning selle ja protsessiga seotud
transporterite geeniekspressioone ja vastavalt ka Laktaat dehiidrogenaasi (LDH) ehk glikoltusi IGpu
ensildmi aktiivsusi ja geeniekspressioone.

T606 tulemused téid valja, et inimese soolevahikoes voib olla tlesreguleeritud LDH aktiivsus. LDHA
ekspresseerus viahikoes kérgemalt, kui terves soolekoes ja samuti oli LDH enslidmaktiivsus suurem
vahikoes ja Caco-2 rakkudes. Kuigi tulemused ei ndidanud suuri erinevusi vahikoes ja kontrollkoes
HK ensliimi aktiivsuse ning HK1, HK2, GLUT1, MCT4 geenide ekspressioonide vahel, esinesid
tulemustes trendid, mis on kooskdlas kirjandusega. Suuremas osas tulemustes ei esine statistiliselt
olulist erinevust, sest kliiniline materjal oli kérge heterogeensusega lisaks on naha enstimide
aktiivsuste alusel, et vahi kliiniline materjal ja koekultuur vdivad suuresti erineda.

Edasisel katsetamisel on kliinilist materjali uurides vaja kasutada suuremat proovide valimit. Labi
on vaja viia suur hulk katseid, mis IGpptulemusena annaksid selgemaid vastuseid ning
korrelatsioone.
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Abstract

Colorectal cancer, also known as bowel cancer, is a malignant tumor that develops in various parts
of the large intestine. It is one of the most common and also one of the deadliest forms of cancer.
The majority of fatalities are due to metastasized tumors that do not respond to conventional
treatments. The high mortality rate creates a significant need for new and more effective treatment
methods.

Malignant tumors develop from intestinal polyps and progress through various growth stages. They
differ from normal tissue in their ability to grow indefinitely and invade surrounding tissues. To
sustain uncontrolled proliferation, cancer cells must have an active energy metabolism that
supports this growth, one crucial part of it being the glycolysis pathway. The regulation of glycolysis
by enzyme activity has not been extensively studied in clinical materials. Therefore, the aim of this
study was to measure and compare the activity of Hexokinase (HK), the enzyme initiating glycolysis,
and the gene expressions of associated transporters, as well as the activity and gene expressions of
Lactate Dehydrogenase (LDH), the enzyme concluding glycolysis.

The study results revealed that LDH activity may be upregulated in human colorectal cancer tissue.
LDHA was expressed at higher levels in cancerous tissue compared to normal colon tissue, and LDH
enzyme activity was also greater in cancerous tissue and Caco-2 cells. Although the results did not
show significant differences in HK enzyme activity or the expression of HK1, HK2, GLUT1, and MCT4
genes between cancerous and control tissues, trends observed in the data are consistent with prior
studies. The lack of statistically significant differences in most results is attributed to the high
heterogeneity of the clinical material, also the results of the given research, regarding enzyme
activities, show that colorectal cancer clinical material can differ largely form cell cultures.

Future studies should involve a larger sample size when examining clinical material. A large number
of experiments are necessary to obtain clearer answers and correlations in the final results.
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Tanuavaldused

Soovin tdnada oma juhendajat Sten Millerit nii eksperimentaalsete todode kui kirjandusliku t66
juhendamise eest. Olen tanulik meie sujuva koostoo lle. Ta oli alati abiks ja piisavalt kannatlik, et
leida minu igale murele lahendused.

Samuti soovin tanada Leenu Reinsalut, kes aitas mul geeniekspressioone mddta ja andis ka
kasulikke nduandeid. Soovin kindlasti tdnada KBFI keemilise bioloogia uurimisriihma juhti Tuuli
Kaambret ja teisi liikmeid, kes olid mulle abiks. Lisaks tdnan ka perekonda ja sGpru, kes alati hoidsid
mulle poialt ja tundsid huvi minu tegemiste vastu.
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